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ANALISE DO TRANSCRIPTOMA DE FOLHAS DE CANA-DE-AGUCAR
SUBMETIDAS A PROLONGADA LIMITACAO HIDRICA USANDO RNA-Seq

Resumo - No Brasil, a cultura da cana-de-acucar tem se expandido para
regides com prolongados periodos de deficiéncia hidrica, o que vem limitando a
producdo sucroenergética. Neste estudo, os perfis de expressdo génica de duas
cultivares de cana-de-agucar (Saccharum spp.), uma tolerante e outra sensivel ao
estresse hidrico, foram avaliados através da tecnologia de RNA-Seq. A montagem de
novo do transcriptoma de folhas foi realizada visando identificar e analisar os genes
diferencialmente expressos entre as cultivares, envolvidos com a resposta molecular
durante periodos de estresse hidrico. Para isso, as duas cultivares foram plantadas
em casa de vegetacdo e aos 60 dias apds o plantio foram submetidas a trés
controlados potenciais hidricos do solo (controle, déficit hidrico moderado e déficit
hidrico severo) e avaliadas aos 30, 60 e 90 dias apos a aplicagao dos tratamentos. A
partir do método RNA-Seq, foram geradas mais de um bilhdo de sequéncias, as quais
permitiram obter um total de 177.509 e 185.153 sequéncias de transcritos, para as
cultivares tolerante e sensivel, respectivamente. O conjunto de transcritos expressos
foram montados com o auxilio do programa Trinity. Estes transcritos foram alinhados
com sequéncias de Sorghum bicolor, Miscanthus giganteus, Arabidopsis thaliana bem
como sequéncias de cana-de-agucar disponiveis em bancos publicos. Esta analise
permitiu identificar o conjunto de genes de cana-de-agucar compartilhados com outras
espécies, bem como levou a identificacdo de novos transcritos ainda nao catalogados.
Os transcritos foram anotados e categorizados através dos termos do Gene Ontology
(GO) em trés categorias: componente celular, funcdo molecular e processos
bioldgicos para as duas cultivares. Os termos “regulador de enzima” e “regulador de
transcricdo” que se encontram dentro da categoria fungdo molecular estdo em
evidéncia dentro dos termos associados aos genes diferencialmente expressos entre
as cultivares contrastantes, sugerindo a importancia da regulagdo génica para as
cultivares estudadas. Este estudo revelou diferentes padrbes moleculares das
cultivares envolvidas, o que proporcionou levantar hipoteses sobre a resposta da
planta ao déficit hidrico e forneceu informacgdes importantes quanto a identificagao de
genes envolvidos na resposta de tolerancia a seca.

Palavras-chave: Estresse hidrico, Expresséao génica, Montagem de novo,
Saccharum spp., RNA-Seq
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SUGARCANE LEAVES TRANSCRIPTOME ANALYSIS SUBMITTED TO
PROLONGED WATER STRESS USING RNA-SEQ

Abstract — In Brazil, the sugarcane culture has expanded to areas with
prolonged drought seasons, which is constraining sugarcane production. In this study,
the gene expression profiles of two sugarcane cultivars (Saccharum spp.), one tolerant
and other sensitive to water stress, were assessed by the RNA-Seq technology. The
de novo assembly of leaves transcriptome was held aiming to identify and to analyze
differentially expressed genes between the cultivars involved with molecular response
during water stress periods. In order to accomplish this, the two cultivars were planted
in a greenhouse and 60 days after planting them, they were submitted to three potential
controlled water soil (control, moderate drought and severe water deficit) and
evaluated at 30, 60 and 90 days after treatments application. Using the RNA-Seq
method were generated over a billion sequences, which allowed to obtain a total of
177,509 and 185,153 transcripts sequences for the tolerant and sensitive cultivars,
respectively. The set of expressed transcripts were assembled using the Trinity
program. These transcripts were aligned with Sorghum bicolor, Miscanthus giganteus,
Arabidopsis thaliana sequences and sugarcane sequences available in public
databases. This analysis allowed the identification of the set of sugarcane genes
shared with other species, as well as led to the identification of novel transcripts not
cataloged yet. The transcripts were annotated and categorized by the terms of the
Gene Ontology (GO) into three categories: cellular component, molecular function and
biological process for the two -cultivars. The terms "enzyme regulator" and
"transcription regulator" that lie within the molecular function category are highlighted
within the terms associated with the differentially expressed genes between the
contrasting cultivars, suggesting the importance of gene regulation for the studied
cultivars. This study found different molecular patterns of the involved cultivars, which
provided hypotheses on plant response to drought and provided important information
on the identification of genes involved in drought tolerance response.

Keywords: Drought stress, Gene expression, De novo Assembly, Saccharum
spp., RNA-Seq
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1 INTRODUGAO

A cana-de-agucar (Saccharum spp.) é uma cultura de grande importancia
mundial, devido a produgao de agucar e etanol, e também por se apresentar como
uma das melhores opg¢des para geracdo de bioenergia, por possuir elevada
capacidade de producao de matéria seca (SILVA et al., 2007).

Entretanto, nos ultimos anos, esta cultura tem sido expandida para regidées do
Brasil conhecidas por apresentarem longos periodos de restricdo hidrica durante o
ano, e os efeitos desse estresse sobre a produtividade da cultura, tais como dimuicéo
nos teores de sacarose, baixo rendimento na produgao, por exemplo, tém se tornando
cada vez mais evidentes (CARLIN; SANTOS, 2009).

Sabe-se que a diminuicdo do teor de agua no solo afeta alguns processos
morfofisiolégicos da cana-de-agucar, causando assim disturbios em seu metabolismo
(PIMENTEL, 2004), e alterando as respostas fisiologicas e bioquimicas de acordo com
0 genotipo da planta, em intensa interagdo com o ambiente de producédo (INMAN-
BAMBER & SMITH, 2005).

Para contornar este problema e manter a produtividade vegetal sob condi¢des
de pouca umidade nos solos, ha um grande interesse na identificagdo de
caracteristicas de ordem fisioldgica, bioquimica e molecular durante a adaptagéo ao
estresse que, posteriormente, poderdo ser utilizadas na producdo de cultivares
tolerantes em programas de melhoramento genético (SILVA, 2010).

Na literatura € comum encontrar trabalhos com cana-de-agucar em casa de
vegetacdo envolvendo estresse hidrico drastico e aplicado em um curto periodo de
tempo para a identificacdo de cultivares tolerantes (RODRIGUES et al.,, 2009;
RODRIGUES, F. A. et al., 2011; GUPTA et al., 2010) o que muitas vezes, nao reflete
os reais periodos que encontramos no campo e que afetam as principais etapas de
desenvolvimento da planta.

As fases de perfilhamento e grande crescimento da cana-de-agucar, também
conhecidas como fases de formagao (60 a 150 dias apds o plantio), tém sido
identificadas como as mais criticas por demanda de agua (RAMESH, 2000;

MACHADO et al., 2009), principalmente porque sao nestas fases onde
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aproximadamente 70 a 80% da produgao de cana é constituida (SINGH; RAO, 1987).

Portanto, é neste periodo que experimentos de avaliagdo de cultivares nos programas
de melhoramento, sob essas condi¢cdes, deveriam ser conduzidos utilizando
mecanismos apropriados, rapidos e eficientes (PINCELLI, 2010).

A tolerancia ao estresse hidrico entre diferentes cultivares ou em estagios de
desenvolvimento distinto das plantas pode resultar em alteracbes na expressao de
genes envolvidos em diferentes etapas da resposta, desde a percepc¢éo do sinal até
0s mecanismos de transdugdo e regulagcao génica (RODRIGUES et al., 2009;
RODRIGUES, F.A. et al., 2011).

Um poderoso recurso para a analise das respostas das plantas ao estresse, &
o estudo do transcriptoma (LESTARI et al., 2006). Uma das técnicas para tal estudo
€ o0 RNA-seq, que permite o mapeamento e a quantificagdo de transcritos
(RODRIGUES, C.M., 2011), e segundo Ambrosone et al. (2013), essa ferramenta tem
sido utilizada para descrever as respostas genéticas das plantas aos estimulos
ambientais.

O método de RNA-seq permite uma deteccdo mais compreensiva dos
transcritos e suas isoformas, permitindo obter um perfil global dos genes expressos,
além da expressao especifica de um alelo, modificagdes pds-transcricionais ou com
sequéncias rearranjadas (CARDOSO - SILVA et al., 2014).

Além disso, a deteccao dos transcritos nao fica restrita somente aqueles
correspondentes a uma sequéncia genbémica pré-existente, o que torna o método
atrativo para a pesquisa em organismos cujos genomas ainda nao foram
determinados. Como nao existem etapas de clonagem, o RNA-Seq requer uma
quantidade muito menor de amostras de RNA e, uma vez que é um método
quantitativo, pode ser usado para determinar os niveis de expressao génica de
maneira mais acurada. A técnica é capaz de capturar a dindmica do transcriptoma
através de diferentes tecidos e condicbes, o que € possivel mesmo sem a aplicagao
de normalizagdes sofisticadas sobre os conjuntos de dados (WANG et al., 2009;
OSHLACK et al., 2010). O método utiliza-se da clonagem in vitro e de sistemas de
suporte soélido para as unidades de sequenciamento, o que permite que milhares de
leituras possam ser determinadas de uma s6 vez com a plataforma (CARVALHO;
SILVA, 2010; RODRIGUES, C. M., 2011).
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Mesmo com sua importancia econémica, 0 genoma da cana-de-agucar ainda
nao esta disponivel, devido principalmente a sua complexidade genémica (alta ploidia)
(KIM, et al., 2013). A base de recursos utilizada para o estudo das sequéncias de
genes de cana atualmente sdo as ESTs (Expressed Sequence Tags), através de
informagdes depositadas em bases de dados publicas (CARDOSO - SILVA et al.,
2014), e o genoma do Sorghum bicolor, espécie filogeneticamente proxima da cana-
de-agucar, que ja se encontra sequenciado (KIM et al., 2013).

Atualmente, todas as ESTs relatadas estdo disponiveis no Sugarcane Gene
Index, versao 3.0, que contém 282.683 ESTs e 499 sequéncias de cDNA completas,
resultando em 121.342 sequéncias unicas montadas, ou unigenes. Porém, existe
ainda mais de 10 mil genes a serem identificados, destacando - se a necessidade de
novos esforgos de sequenciamento do transcriptoma da cana (CARDOSO — SILVA et
al., 2014).

Tendo em vista que a quantidade de informagdes disponiveis do genoma da
cana ainda é limitada, uma vez que apenas algumas regides foram sequenciadas e
analisadas, uma alternativa aos estudos de expressao génica, seria a montagem “de
novo” do transcriptoma em questdo, a fim de enriquecer o escasso conhecimento
sobre 0 genoma desse organismo.

De acordo com o exposto acima, fica evidente que uma melhor compreenséao
e a correlagao da expressao dos genes e seus produtos envolvidos nas respostas a
deficiéncia hidrica prolongada se faz necessaria para caracterizar os mecanismos que
permitem a adaptagdo em condi¢do limitante de agua (RODRIGUES et al., 2009;
GUPTA et al., 2010; ISKANDAR et al., 2011; RODRIGUES, F. A. et al., 2011), como
0S que se apresentam nas regides do Brasil, onde a cana-de-agucar tem se
expandido.

Sendo assim, o objetivo do trabalho foi realizar a montagem de novo do
transcriptoma de folhas da cana-de-agucar e investigar, através da tecnologia de
RNA-Seq, os transcritos diferencialmente expressos entre uma cultivar de cana-de-
acgucar tolerante a seca e uma cultivar sensivel, quando submetidas a trés épocas

amostrais (30, 60 e 90 dias apds aplicagéao dos tratamentos).



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cana-de-agucar: origem, aspectos gerais e importancia econémica

A cana-de-agucar (Saccharum spp.) pertence a divisdo Magnoliophyta, classe
Liliopsida, ordem Cyperales, familia Poaceae e género Saccharum (EMBRAPA,
2011). Essa familia € conhecida como familia das gramineas, e inclui cereais como
milho, trigo, arroz e sorgo, bem como algumas culturas forrageiras (PALHARES,
2010).

Provavelmente é originaria do Sudeste Asiatico, da grande regido central da
Nova Guiné e Indonésia (DANIELS; ROACH, 1987 apud SILVA, 2010). Da Nova
Guiné, espalhou-se em varias linhas do sul do Oceano Pacifico, na Indochina, no
Arquipélago da Malasia e em Bengala, aparecendo como planta produtora de agucar
na india (DELGADO; CESAR, 1977).

No Brasil, a cana-de-acucar foi introduzida dois anos apés o descobrimento do
pais, na Capitania de Sao Vicente, por Martin Afonso de Souza em 1502 (BARBOSA,
2007). Desde entao, o Brasil se tornou o maior produtor mundial de cana-de-agucar,
e também o primeiro do mundo na produc¢ao de agucar e etanol e conquista, cada vez
mais, o mercado externo com o uso do biocombustivel como alternativa energética
(MAPA, 2015).

Trata-se de uma importante cultura para a producéo de agucar e etanol, sendo
considerada uma das melhores opgdes para geragao de bioenergia devido a sua
elevada capacidade de produgdo de matéria seca (SILVA et al., 2007). A partir de
1975, com a criagédo do programa de incentivo a produgéo do alcool em larga escala,
o Préalcool, a cultura da cana-de-agucar ganhou um maior espaco e incentivo no
cenario agricola brasileiro (RIBEIRO, 2010).

Essa cultura mantém o maior sistema de produgdo de energia comercial de
biomassa do mundo, através do etanol (substituindo cerca de 20% da gasolina) e da
qgueima do bagaco (equivalente a 11 milhdes de toneladas de 6leo), sendo esta ultima,
também uma fonte alternativa para a resolugdo da questdo energética. Além de se

destacar pelo aproveitamento racional da biomassa vegetal, gerando energia elétrica,
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a cana-de-agucar pode ser também utilizada na producédo de papel e de plasticos
biodegradaveis, de agucares nao caldricos, de compostos quimicos de interesse
farmacéutico, de produtos para a industria etanol-quimica e como recurso forrageiro
na alimentacao suplementar dos ruminantes no periodo de estiagem. Neste sentido,
a cana € hoje, uma das culturas que mais se destaca do ponto de vista econémico,
social e ambiental (SACILOTO, 2003; MARTINS, 2004; DINIZ, 2007). No ano de 2012,
o setor sucroalcooleiro foi responsavel por aproximandamente 2% do PIB nacional e
por 31% do PIB da agricultura no Brasil, tendo empregado cerca de 4,5 milhdes de
pessoas (PROCANA, 2012)

A produgéao de cana-de-agucar se concentra nas regides Centro-Sul e Nordeste
do Brasil. A Figura 1, abaixo, mostra em vermelho as areas onde se concentram as
plantagdes e usinas produtoras de agucar, etanol e bioeletricidade, segundo dados
oficiais do IBGE, UNICAMP (Universidade Estadual de Campinas — SP) e do CTC
(Centro de Tecnologia Canavieira) (UNICA, 2014).

A area destinada ao setor sucroalcooleiro brasileiro € atualmente de 9.004,5
mil hectares, que se distribuem pelos estados produtores de acordo com suas
caracteristicas. O estado de Sao Paulo, com 52% da producao e area de 4.685,7 mil
hectares, junto aos estados de Goias, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Parana,

Alagoas e Pernambuco lideram a produg¢ao (CONAB, 2014).
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Figura 1. Mapa de producao da cana-de-agucar no Brasil. Fonte: UNICA, 2014.
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O sucesso do cultivo da cana-de-agucar se deve a utilizagdo de variedades
adaptadas aos diferentes ambientes edafoclimaticos, obtidas por meio de
melhoramento genético classico pelos centros de pesquisa e estagdes experimentais,
que se trata de um processo relativamente demorado, uma vez que, dentre as
espécies cultivadas, a cana-de-agucar possui um dos genomas mais complexos, o
que dificulta a aplicagao de técnicas ndo convencionais de melhoramento (VETTORE
et al., 2001).

Em 1999, foi criado o projeto SUCEST (“Sugarcane EST Genome Project”) que
objetivou sequenciar genes transcritos em diferentes tecidos de cana-de-agucar sob
variadas condi¢des fisiologicas (VETTORE et al., 2001). Os dados de sequéncias
gerados por esse projeto, somados a utilizacdo de ferramentas como bioinformatica,
macro e microarranjos, tém sido de primordial importancia para a identificacdo de
novos genes de cana-de-agucar, bem como para estudos de gendémica funcional,
transcriptoma e expresséo génica (FERREIRA, 2008).

Dessa maneira, a biologia molecular assume papel-chave na identificacdo
pontual de genes e de rotas metabdlicas envolvidos nas respostas fisioldgicas a
estresses (CASAGRANDE et al., 2001) que variam de acordo com o gendtipo da
planta, em intensa interagdo com o ambiente de produc¢ao (INMAN-BAMBER; SMITH,
2005).

2.2 Deficiéncia Hidrica

As plantas sao submetidas frequentemente a condi¢cbes adversas, resultando
em estresses, que afetam de maneira desfavoravel seu crescimento, desenvolvimento
e/ou produtividade (GONCALVES, 2008).

Esses estresses podem ser de origem bidtica ou abidtica, podendo ocorrer de
forma isolada ou concomitante. Dentre os abiodticos, destacam-se: salinidade, déficit
hidrico, deficiéncia ou excesso de nutrientes minerais, além de altas e baixas
temperaturas (SOUZA, 2012).

Quando se trata de disponibilidade hidrica, a planta pode sofrer injurias tanto
por falta como por excesso de agua, sendo que a primeira € mais comum na natureza,

e exerce uma influéncia desvantajosa sobre a planta, causando desvio significativo
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das condigbes Otimas para a vida, e induzindo a mudancgas e respostas em todos os
niveis funcionais do organismo (PINCELLI, 2010).

A deficiéncia hidrica pode ser definida como “todo o conteudo de agua de um
tecido ou célula situado abaixo do conteudo mais alto exibido no estado de maior
hidratagao” (TAIZ; ZEIGER, 2009).

Segundo Vantini (2013), a seca pode reduzir significativamente os rendimentos
das lavouras com implicagdes enormes, uma vez que produtores e toda a sociedade
sado afetados com o desemprego, aumento no prego de alimentos e instabilidade no
mercado financeiro, por exemplo.

O déficit hidrico em plantas inicia-se a partir de uma complexa via de respostas,
iniciando com a percepc¢ao da falta de agua, que desencadeia uma sequéncia de
eventos de ordem molecular, finalizando com varias respostas fisiolégicas, metabdlica
e de desenvolvimento (BRAY, 1997).

As respostas das plantas a esse estresse vao depender de uma série de
fatores, tais como: espécie, genotipo, duracdo e severidade, idade e estagio de
desenvolvimento, 6rgao e tipo de célula e do comportamento sub-celular. Dessa
forma, as plantas podem ser dotadas de mecanismos de tolerancia ou resisténcia e
suscetibilidade em seu crescimento, podendo chegar a morte, dependendo da
severidade do estresse a que as mesmas sdo submetidas (CHAVES et al., 2003;
CAMBRAIA, 2005).

Como protecgao, as plantas tendem a diminuir a perda de agua pelo fechamento
parcial dos estdmatos, causando acentuada senescéncia foliar e restricdo ao
surgimento de novas folhas (MACHADO et al., 2009). Além disso, ocorre também o
alongamento radicular em diregao as zonas do solo mais profundas, o que possibilita
permanecerem Uumidas por mais tempo (TAIZ; ZEIGER, 2009).

Pesquisas genéticas desenvolvidas a partir de diversas espécies vegetais,
inclusive cana-de-agucar, tém mostrado que as alteragdes fisioldgicas e metabdlicas
das plantas em resposta ao déficit hidrico para uma maior tolerancia a estresses
ambientais ocorrem de acordo com 0s genes que possuem, e principalmente de que
maneira estes genes s&o ativados (BUCHANAN et al., 2000; ARAUJO et al., 2005)
(Figura 2).
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Figura 2. Mecanismo de percepgéo das plantas em resposta a diferentes estresses.
Adaptado de BUCHANAN et al., 2000, citado por RIBEIRO, 2010.

No Brasil, a maior parte da cana-de-agucar € cultivada em regime de sequeiro.
Em virtude disso, a cultura esta sujeita a ocorréncia de déficit hidrico em determinados
estagios do seu desenvolvimento (LYRA et al., 2012). Além disso, nos ultimos anos a
expansao do cultivo da cana-de-agucar no Brasil avangou para as regides do Oeste
do Estado de S&o Paulo e areas de cerrado, conhecidas por apresentarem longos
periodos de restricdo hidrica durante o ano, e os efeitos desse estresse sobre a
produtividade da cultura tém se tornando cada vez mais evidentes (CARLIN;
SANTOS, 2009).

Segundo dados da CONAB, a safra de 2014/2015 sofreu com as adversidades
climaticas ocorridas nas lavouras de cana-de-agucar durante o periodo de
desenvolvimento, o0 que impactou diretamente as produtividades esperadas, que
ficaram aquém das obtidas na safra passada. O decréscimo se concentrou com maior
intensidade na Regido Sudeste, onde as precipitagdes pluviométricas ficaram abaixo
do normal e refletiu no desenvolvimento e rendimento da cultura. A queda no
rendimento agricola foi de 9,6%, chegando a atingir 10,5% em Sao Paulo (CONAB,
2014). Além disso, segundo dados da EMBRAPA (2014), o Brasil encontra-se em uma

situacdo de seca inédita em funcdo de dois fendmenos independentes. Primeiro,
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devido a uma variagéo no clima da Terra, provocada por um ciclo natural no Oceano
Pacifico e no Atlantico, que esta retirando energia da atmosfera e absorvendo-a em
suas aguas profundas. No Brasil, isso reduz a frequéncia e a forga das frentes frias
que vém do Polo Sul para o Sudeste e gerariam as chuvas que alimentariam as
represas. O outro fenbmeno é representado por uma zona de alta pressdo que se
forma sobre o Atlantico e impede a entrada das frentes frias. Elas s6 vao até o Parana
e nao chegam a Sao Paulo, é o que se chama de bloqueio atmosférico.

Essa € uma condicdo normal no inverno, mas em 2013 o bloqueio nao se
dispersou depois dessa estacdo, o que impediu a entrada de frentes frias no verao e
durou até outubro de 2014. Depois, as chuvas comecaram a se normalizar, mas outro
bloqueio se formou no meio de dezembro de 2014 e s6 comegou a dispersar em
janeiro/fevereiro de 2015. Isso ja tinha sido observado antes, mas ndo com tamanha
intensidade (EMBRAPA, 2014).

A ocorréncia de chuvas abaixo da média histérica em algumas regides do Brasil
exige atencido e cuidadoso acompanhamento da produgdo e do abastecimento de
alimentos no decorrer do ano. Aliada a baixa precipitacao, as elevadas temperaturas
intensificam a evapotranspiragao, ocasionando baixa disponibilidade de agua para as
culturas. Na Figura 3, verificam-se as condi¢des hidricas gerais nos principais estados
produtores de cana-de-acgucar do Brasil (CONAB, 2014).
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Baixa produgdo ou sem cultivo
Favorével

Bana restricéo - falta de chuva
Média restricao - falta de chuva

Fonte: Conab.

Figura 3. Condicao hidrica geral para o cultivo da cana-de-agucar (safra 2014/2015)
nos principais estados produtores do Brasil, no periodo de dezembro/2013
a novembro/2014. Fonte: Conab, 2014.

A manutencao da produtividade vegetal sob condigdes de pouca umidade nos
solos leva pesquisadores a identificacdo de caracteristicas de ordem fisiologica,
bioquimica e molecular durante a adaptagao ao estresse que, posteriormente, serao
utilizadas na producdo de cultivares tolerantes, em programas de melhoramento
genético (CARLIN; SANTOS, 2009; SILVA, 2010).

O estresse por seca influencia de maneira direta o crescimento dos perfilhos, a
altura final dos colmos e, consequentemente, a produgao de acgucar (SUGIHARTO,
2004). A identificagao de caracteristicas morfofisiolégicas, bioquimicas e moleculares,
observadas durante o processo de adaptacdo das plantas aos estresses, tem
auxiliado na produgao de plantas mais tolerantes, seja através do melhoramento
genético convencional ou da engenharia genética (TESTER; BACIC, 2005; CHERIAN
et al., 2006; BHATNAGAR-MATHUR et al., 2008).

Desde 2004, membros da RIDESA (Rede Interuniversitaria para o
Desenvolvimento Sucroalcooleiro), vém conduzindo experimentos sob condigdes de
campo e de casa-de-vegetacao para estudar os mecanismos de tolerancia a seca em
cana-de-agucar. Foram realizadas analises agronémicas, fisioldgicas e bioquimicas
da cultura, e os resultados obtidos até o momento mostram que as variedades de

cana-de-agucar possuem mecanismos distintos de tolerancia a seca (SOUZA, 2012).
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Com relagdo as analises moleculares, a base de recursos utilizado para o
estudo das sequéncias de genes de cana atualmente sdo as ESTs (Expressed
Sequence Tags), através de informagbes depositadas em bases de dados publicas
(CARDOSO - SILVA et al.,, 2014), e o genoma do Sorghum bicolor, organismo
filogeneticamente mais préximo da cana-de-agucar, que ja se encontra sequenciado
(KIM et al., 2013).

Atualmente, todas as ESTs relatadas estdo disponiveis no Sugarcane Gene
Index, versao 3.0, que contém 282.683 ESTs e 499 sequéncias de cDNA completas,
resultando em 121.342 sequéncias unicas montadas, ou unigenes. Porém, existe
ainda mais de 10 mil genes a serem identificados, destacando a necessidade de novos
esforcos para o sequenciamento da cana-de-agucar (CARDOSO — SILVA et al.,
2014).

Dessa forma, fica evidente que uma melhor compreensio e a correlacdo da
expressdo dos genes e produtos de sua expressdo envolvidos nas respostas a
deficiéncia hidrica prolongada se faz necessaria para caracterizar os mecanismos que
permitem a adaptagdo em condicao limitante de agua (RODRIGUES et al., 2009;
GUPTA et al., 2010; ISKANDAR et al., 2011; RODRIGUES, F. A. et al., 2011).

2.3 Transcriptoma

Desde o evento marcante da descoberta da estrutura dupla hélice do DNA, que
permitiu um grande avango na compreensdo dos fendbmenos que ocorrem nos
organismos Vvivos e abriu a possibilidade de uma nova estratégia para a genética, a
era gendmica tornou-se uma realidade. Novas estratégias de pesquisa e tecnologias
tém gerado um fluxo constante de dados gendmicos cada vez maiores e mais
complexos que sao depositados em bancos de dados publicos e transformaram o
estudo de praticamente todos os processos da vida (COLLINS et al., 2003).

Entretanto, o conhecimento da sequéncia e da estrutura de um gene nao
permite que se alcance o objetivo maximo desta pesquisa, que € a determinagéo da
fungdo de cada gene na célula (PASSOS; JORDAN, 2000; MARQUES; SILVA, 2004).

Apenas uma fracao dos milhares de genes presentes no organismo € expressa
em determinado momento. Para que a mensagem contida no DNA possa ser

convertida em uma fungéo celular, € necessario que os genes sejam transcritos em
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outro tipo de molécula, um RNA, que posteriormente sera traduzido em proteinas
(NELSON; COX, 2004).

Acredita-se que o RNA celular é constituido principalmente de RNA ribossomal
(rRNA 80 — 90%), RNA transportador ( tRNA 5-15%), RNA mensageiro (mMRNA 2-4%)
e RNA néo codificante (1%, ncRNA) com fun¢des de regulagao indefinidos (COSTA,
2010).

A regulagao da transcricdo envolve ndo apenas as proporgdes diferentes da
transcricdo nas diferentes partes do genoma, como também a escolha das regides
que devem ser transcritas, e a extensao desta transcricdo. Desse modo, diferentes
conjuntos de genes podem ser transcritos em diferentes células, ou na mesma célula,
em momentos diferentes (WATSON; BAKER, et al., 2006).

Dessa forma, o RNA foi considerado uma “ponte” de transferéncia de
informagdes bioldgicas entre o DNA e as proteinas (COSTA, 2010). Criou-se o termo
transcriptoma, que representa o conjunto completo dos transcritos (RNA) da célula,
em um estagio especifico de desenvolvimento ou condigao fisiologica (NOBUTA,
VENU, et al., 2007), que é chamado de transcriptoma celular (NELSON; COX, 2004).

Sendo assim, descobrir e interpretar a complexidade de um transcriptoma
representa um objetivo crucial para a compreensao dos elementos funcionais de um
genoma, revelando a complexidade do cddigo genético de organismos vivos pela
analise dos constituintes moleculares de células e tecidos (WANG; GERSTEIN;
SNYDER, 2009).

O estudo do transcriptoma determina quando e onde os genes sao ligados ou
desligados em varios tipos de células e tecidos. Estes transcritos podem ser
quantificados e revelar a expressdo de determinados genes em uma célula. Além
disso, com a analise do transcriptoma € possivel gerar uma imagem completa de
genes que sao ativados em varios estagios de desenvolvimento de um organismo
(ADAMS, 2008).

Varios estudos de transcriptoma tém sido realizados com cana-de-agucar para
elucidar seus mecanismos de defesa a diversos estresses bioticos e abidticos, tais
como estresse salino (FERREIRA, 2008), pragas (MORAES, 2010), deficiéncia hidrica
(CARDOSO - SILVA et al., 2014; VANTINI et al., 2015), dentre outros.
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No estudo de transcriptomas podem ser utilizadas diferentes tecnologias: a)
macro e microarranjos, baseadas na hibridizacdo de sondas; b) sequenciamento de
regides especificas de fragmentos de cDNA; e c) analise de fragmentos de cDNA
amplificados via PCR (WANG et al., 2009).

Algumas limitagdes na técnica de microarranjos, como a disponibilidade de um
banco de dados sodlido e a ocorréncia de hibridagao cruzada, dificultam a analise da
expressdo génica. As técnicas de sequenciamento de regides especificas de
fragmentos de cDNA também possuem desvantagens, pois ha necessidade de grande
quantidade de mRNA, e apenas uma parte dos transcritos € analisada e geralmente
suas isoformas s&o indistinguiveis umas das outras (WANG et al. 2009).

A partir de entado, varias tecnologias foram aprimoradas para a aplicagao em
grande escala e na ultima década, houve um enorme avango no desenvolvimento de
meétodos de deducdo e quantificacdo dos niveis de expressao génica ao nivel do
transcriptoma completo, tornando possivel a analise simultdnea da expressao de
milhares de genes (WANG et al., 2009).

Novas tecnologias de sequenciamento de DNA em larga escala, denominadas
tecnologias de sequenciamento de segunda geragéo, promovem o0 sequenciamento
de DNA em plataformas capazes de gerar informagao sobre milhdes de fragmentos
em uma unica corrida. Sequenciadores de nova geragdo e suas plataformas
possibilitaram um novo método de sequenciamento de bibliotecas de cDNA,
denominado RNA-seq (HAAS, 2012), a qual permite o mapeamento e quantificacdo
de transcriptomas (RODRIGUES, C. M., 2011), e que vem substituindo rapidamente
as antigas abordagens no estudo de expresséo génica (WANG et al., 2009; FU et al.,
2009; VAN VELLET et al., 2010).

2.4 Tecnologias de Sequenciamento de Segunda Geragao

Nos ultimos 30 anos, a biologia molecular foi submetida a grandes avancos e
2004 sera lembrado como o0 ano que revolucionou o campo gragas a introducao de
plataformas de sequenciamento de nova geragdao (MARDIS, 2008; SHENDURE; JI,
2008; METZKER, 2010).
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Dentre as novas plataformas de sequenciamento, as principais sdo: o
pirosequenciamento da Roche/454, sequenciamento por sintese da lllumina/Solexa e
sequenciamento por ligacdo da Life Technologies/SOLID (WANG et al. 2009; JAIN,
2011).

As trés principais plataformas possuem diferengas quanto ao tamanho de
leitura, e o método de deteccdo, mas as tecnologias de sequenciamento sao
basicamente divididas nas seguintes etapas: preparagcdo da amostra,
sequenciamento, captura da imagem e a analise dos dados (METZKER, 2010).

No sequenciamento de segunda geragdo, o DNA gendmico (ou cDNA) é
quebrado aleatoriamente em tamanhos menores que, sdo ligados a uma superficie
soélida ou indiretamente imobilizadas (por ligagao de uma polimerase ao suporte). Essa
imobilizacdo permite que milhares de reagdes de sequenciamento sejam realizadas
simultaneamente, gerando assim uma grande quantidade de leituras. A grande
quantidade de dados gerados € muito atrativa, mas a eliminagdo do passo da
clonagem dos fragmentos de DNA (ou cDNA) é o maior beneficio destas novas
tecnologias. Todos os métodos atuais permitem o uso direto de pequenos DNAs ou
fragmentos de RNA sem sua insergao dentro de um plasmideo ou de outro vetor,
removendo assim uma etapa dispendiosa que era necessaria para o sequenciamento
tradicional do método de Sanger (COSTA, 2010).

As mais amplas aplicagdes estdo se utilizando dessas novas tecnologias. Na
verdade, essas plataformas foram rapidamente aplicadas a muitos contextos
genbmicos utilizando a terminacgéao “seq” (por exemplo, RNA-Seq para transcriptoma,
Chip-Seq para interacado DNA-proteina, etc.) (COSTA, 2010).

2.5 RNA-seq

Sequenciadores de nova geragao e suas plataformas possibilitaram um novo
método de sequenciamento de bibliotecas de cDNA, denominado RNA-seq (HAAS,
2012). Essa técnica é considerada pelos pesquisadores um método revolucionario e
segundo Ambrosone et al. (2013), essa tecnologia tem sido amplamente utilizada para

descrever as respostas genéticas das plantas aos estimulos ambientais.
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O método de RNA-seq permite uma detecgdo mais compreensiva dos
transcritos e suas isoformas, permitindo obter um perfil global dos genes expressos,
além da expresséao especifica de um alelo, modificagdes pds-transcricionais ou com
sequéncias rearranjadas (CARDOSO - SILVA et al., 2014).

Além disso, a deteccdo dos transcritos ndo fica restrita somente aqueles
correspondentes a uma sequéncia gendbmica pré-existente, o que torna o método
atrativo para a pesquisa em organismos cujos genomas ainda nao foram
determinados. Como nao existem etapas de clonagem, o RNA-Seq requer uma
quantidade muito menor de amostras de RNA e, uma vez que é um método
quantitativo, pode ser usado para determinar os niveis de expressdo génica de
maneira mais acurada. A técnica é capaz de capturar a dinamica do transcriptoma
através de diferentes tecidos e condigdes, sem necessidade de que normalizagcbes
sofisticadas sejam aplicadas sobre os conjuntos de dados (WANG et al., 2009;
OSHLACK et al., 2010).

O método utiliza-se da clonagem in vitro e de sistemas de suporte solido para
as unidades de sequenciamento, o que permite que milhares de leituras possam ser
determinadas de uma sé vez (CARVALHO & SILVA, 2010; RODRIGUES, C. M.,
2011). O sequenciamento dos fragmentos no protocolo de RNA-Seq da
lllumina/Solexa, tecnologia utilizada nesse estudo, pode ser single-read ou paired-
end, ou seja, uma populagdo de mRNA é convertida em uma biblioteca de cDNA
fragmentada ao acaso com adaptadores ligados a uma (single-read) ou em ambas
(paired-end) as extremidades. Em seguida, ocorre uma amplificacdo por PCR a partir
de uma ou de ambas as extremidades (JAIN, 2011).

O processo é divido em quatro etapas: 1) preparo das bibliotecas de cDNA; 2)
clusterizacao; 3) sequenciamento e captura de imagem e 4) analise dos resultados
(Figura 4). O estudo do transcriptoma, em geral, inicia-se com a extracdo de RNA total
de boa qualidade do tecido e organismo de interesse. Para organismos eucariotos, o
RNA mensageiro (mMRNA) é isolado por meio de colunas de oligo dT e o restante dos
RNAs, como o RNA ribossomal (rRNA), é eluido. No caso de organismos procariotos,
¢ feita a remocgao do rRNA da amostra com esferas magnéticas que contém sondas
que capturam este rRNA. Posteriormente, a molécula de mRNA é convertido na

primeira fita de DNA complementar (cDNA) por meio da enzima transcriptase reversa.
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Em seguida, a fita simples € convertida em uma molécula de cDNA de fita dupla pela
enzima DNA polimerase. As moléculas de cDNA sdo fragmentadas aleatoriamente
em fragmentos de tamanhos curtos pela agao da enzima DNAse |. As extremidades
destes fragmentos de cDNA sao convertidas para extremidades cegas ou abruptas
pela enzima T4 DNA polimerase. Em seguida, as extremidades s&o adeniladas para
facilitar a ligagdo dos adaptadores. Posteriormente, os adaptadores sdo adicionados.
Por fim, os fragmentos de cDNA sao amplificados por uma reagao de PCR seletiva,
na qual apenas os fragmentos que contém adaptadores em ambas as extremidades
sao amplificados. ApoOs esta etapa, as bibliotecas de cDNA estdo prontas para o
processo de clusterizagao.

Na clusterizagédo, também conhecida como etapa de clonagem in vitro, utiliza-
se uma superficie de clonagem denominada flow cell, que € dividida em oito linhas ou
canaletas que sao utilizadas para o sequenciamento das amostras. Em cada linha,
adaptadores sao fixados a superficie pela extremidade 5’, deixando a extremidade 3’
livre para servir na iniciagdo da reagao de sequenciamento dos fragmentos
imobilizados no suporte por hibridizagao (Figura 5).

Os fragmentos de cDNA da amostra também sao ligados aos adaptadores em
ambas as extremidades, o que permite sua fixacdo ao suporte de sequenciamento por

hibridizagdo a um dos adaptadores fixados.
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Figura 4. Esquema geral de um experimento de expressao génica pela técnica RNA-
Seq na plataforma lllumina/Solexa. A etapa 1 engloba a preparacéo da
amostra a partir do RNA extraido do organismo de estudo e sua conversao
em uma biblioteca de cDNA. A etapa 2 € a clonagem in vitro para a
amplificagdo da amostra, chamada de clusterizacdo. A etapa 3 é o
sequenciamento dos “clusters” formados de cada amostra. A etapa 4
compreende a analise dos resultados, com a filtragem dos dados,
mapeamento das sequéncias contra um transcriptoma de referéncia,
normalizacdo dos dados e teste estatistico para aferir significAncia na
diferenca de expresséo génica de um determinado transcrito. A etapa 5 é
o estudo biolégico dos genes diferencialmente expressos, por meio da
anotacao génica, categorizagao funcional dos genes e analises de vias
metabdlicas. Adaptado de JAIN (2011), citado por MURATA (2013).

No primeiro ciclo de amplificagcao, nucleotideos ndo marcados sao fornecidos
para que haja a sintese da segunda fita do fragmento imobilizado no suporte. Apds o
ciclo de anelamento, o fragmento forma uma estrutura em “ponte” na superficie de
sequenciamento e a extensao ocorre, formando a fita complementar também em
“ponte” (Figura 5). No ciclo de desnaturacéo, as fitas sdo separadas e linearizadas.
Esses ciclos sao repetidos 35 vezes e assim as cerca de mil copias geradas de cada
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fragmento nessa PCR de fase solida permanecem proximas umas das outras,

formando um cluster de sequenciamento (Figura 5).

lllumina/Solexa

Amplificacdo em fase solida
1 molécula de cDNA por “cluster”

cDNA com
adaptadores

dNTPs
DNA polimerase

r‘ 100-200 milhdes de “clusters”

Amplificac3o por ponte

Figura 5. Etapa da clusterizagédo na plataforma llumina/Solexa. Fonte: Metzker
(2010), citado por Cofre (2013).

Etapas de desnaturagdo sao necessarias para a separagao dos duplex
formados e, nos préximos ciclos de amplificacdo, nucleotideos terminadores
marcados sao fornecidos para as reacdes de sequenciamento que ocorrem dentro de
cada cluster (Figura 6). A alta densidade dos clusters de sequenciamento possibilita
que o sinal de fluorescéncia gerado com a incorporacéo de cada um dos nucleotideos
terminadores tenha uma intensidade suficiente para garantir sua detecgao exata. Até
50 milhdes de clusters podem ser produzidos por linha, correspondendo a uma
representacio satisfatoria da biblioteca. Apds a incorporacido de cada nucleotideo no
fragmento em sintese, a leitura do sinal de fluorescéncia é realizada. Em seguida,
ocorre uma etapa de lavagem para remogao dos reagentes excedentes e remogao do
terminal 3’ bloqueado e do fluoréforo do nucleotideo incorporado no ciclo anterior para
que a reagao de sequenciamento prossiga. A leitura das bases é feita pela analise
sequencial das imagens capturadas em cada ciclo de sequenciamento (SHENDURE;
JI, 2008).
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Figura 6. Representagdo esquematica do principio tecnolégico da plataforma lllumina.

O DNA ¢é fragmentado aleatoriamente e ligado a adaptadores A e B em
ambas as extremidades (A). As moléculas de DNA fita simples sdo aderidas
por afinidade ao suporte soélido onde estdo também aderidos em alta
densidade oligonucleotideos complementares aos adaptadores A e B (B).
Durante a etapa de anelamento (C), no primeiro ciclo de amplificacdo da
PCR em fase sélida, o adaptador da extremidade livre da molécula aderida
ao suporte encontra seu oligonucleotideo complementar no suporte,
formando uma estrutura em ponte. Uma vez fornecidos os reagentes
necessarios, a PCR é iniciada utilizando a extremidade 3  livre do
oligonucleotideo como primer (C e D). Na etapa de desnaturacédo (E), a
“‘ponte” é desfeita mediante elevacao de temperatura. Repete-se a etapa de
anelamento, formando novas estruturas em ponte e iniciando um novo ciclo
de amplificacdo. Apds uma série desses ciclos, serdo obtidos clusters de
moléculas idénticas ligadas ao suporte (F). Com a incorporagdo de
nucleotideos terminadores marcados e excitagao a laser (G), é gerado sinal,
o qual é captado por dispositivo de leitura e interpretado como um dos quatro
possiveis nucleotideos componentes da cadeia (H). O processo de
incorporagcao de nucleotideo marcado, excitacao e leitura é repetido para
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cada nucleotideo componente da sequéncia (I, J). A leitura é feita de forma
sequencial, o que permite a montagem da sequéncia completa de cada
cluster (K). Os dados s&o alinhados em comparagdo com uma referéncia e
diferencas nas sequéncias podem ser identificadas (L). Adaptado de
RODRIGUES, C. M., 2011.

Cada corrida de sequenciamento produz “terabytes” de dados em imagem. Os
sinais de intensidades dos quatro nucleotideos sédo extraidos a partir destas imagens
e serdo usados para nomear as bases. As imagens sao processadas a fim de extrair
0s sinais numéricos para cada base (ROUGEMONT et al., 2008; MARGUERAT;
BAHLER, 2010). O programa Firecrast (lllumina) de analise de imagens coleta
informagdes para que o programa Bustard converta a informagdo em uma sequéncia
de DNA de cadigo IUPAC associado com um indice de intensidade e qualidade. Um
terceiro programa, chamado Gerald, ira realizar a calibragdo da qualidade e filtragem
dos dados, e finalmente, produzir um arquivo de texto de sequéncias curtas de leitura
em formato FASTQ (WILHELM et al., 2010).

A ultima etapa € a analise dos dados, que é considerada critica, porque a
enorme quantidade de dados produzidos em cada sequenciamento requer uma
infraestrutura adequada para as analises computacionais e locais para o
armazenamento dos dados. Além disso, devido ao grande numero de sequéncias,
esta etapa é considerada também a mais demorada da tecnologia RNA-Seq
(WILHELM et al., 2010).

2.6 Montagem de novo

Hoje com o constante aprimoramento das técnicas de sequenciamento e a
imensa quantidade de dados brutos gerados, ferramentas computacionais para a
montagem de genomas e transcriptomas necessitam se tornar cada vez mais robustas
e sofisticadas (PASZKIEWICZ; STUDHOLME, 2010; GRABHERR et al., 2011).

Existem basicamente dois caminhos para converter dados de RNA-Seq em
sequéncias de transcritos: com a orientacdo do mapeamento das sequéncias obtidas
em sequéncias genémicas ja montadas (genoma de referéncia) ou via montagem de
novo (HAAS et al., 2013).
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A montagem consiste em um conjunto de procedimentos que visa organizar um
grande numero de sequéncias curtas em um espaco linear. Geralmente, em projetos
de sequenciamento, todo o DNA ou cDNA do organismo de estudo, é fragmentado
em milhdes de pedacgos pequenos, que depois sao “lidos” através do sequenciamento
automatizado, e posteriormente, para a montagem, todas essas pecas s&o alinhadas
umas as outras, tentando identificar as regides onde os segmentos de leitura se
sobrepdem. Quanto mais curtas as sequéncias, maior a quantidade de sobreposicdes
necessarias para que possa executar esta tarefa (MARTINS, 2013).

O emprego de segmentos de leitura com pareamento de extremidades, isto é,
com o sequenciamento das duas extremidades de um mesmo fragmento de DNA
("paired-end reads”), separadas por uma distancia conhecida, facilita o processo de
obtencao de sequéncias montadas ou contigs (sequéncias contiguas ou consenso)
(MARTINS, 2013).

A montagem de novo trabalha em cima da “redundéancia” das leituras para criar
sobreposi¢cdes e assim montar os transcritos. Nesta abordagem sao utilizados os
grafos De Bruijn, os quais usam os k-mers (sequéncias de bases com tamanho k) para
representar os nos; os pares de nds sao conectados entre si através de uma
sobreposicao de sequéncias de exatamente k-1 bases. Alguns montadores realizam
montagens com os dados utilizando grafos De Bruijn além de uma etapa de pos-
processamento, a fim de fundir os contigs e remover redundancia. Esta abordagem,
utilizada por programas como Rnnotator, Multiple-k e o Trans-AbySS, permite com
que haja perda de isoformas por redundancia, enquanto que outros programas, como
o Trinity, realizam a reconstrugao diretamente a partir dos grafos De Bruijn a fim de
montar cada isoforma (ZERBINO; BIRNEY, 2008; MARTIN et al., 2010; ROBERTSON
et al.,, 2010; SURGET-GROBA; MONTOYA-BURGOS, 2010; GRABHERR et al.,
2011).

As diferentes estratégias de montagem de novo tém vantagens e desvantagens
em velocidade e precisdo quando comparadas entre si. A montagem de novo é quase
sempre complexa e dificil, particularmente quando o genoma é grande e o material
analisado possui sequéncias repetitivas (como o caso da cana-de-agucar), que podem
causar falhas na montagem (METZKER, 2010).
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Em relagdo a complexidade do genoma e ao tempo de montagem, montagens
de novo sao mais lentas, consomem muito mais memoria de processamento e exigem
mais interatividade e ateng¢do do que montagens com referéncia. InUmeros sao os
fatores que afetam a qualidade da montagem, e uma estratégia para a melhoria da
qualidade do alinhamento ou montagem tem sido aumentar a cobertura genémica.
Além disso, como cada plataforma de sequenciamento produz um padrio diferente
de sequéncias de tamanho e cobertura variavel, a unido de tipos diferentes de NGS
(Next Generation Sequencing — Sequenciamento de nova geragao) na montagem
pode contribuir para corrigir deficiéncias (MARTINS, 2013).

Aury et al. (2008) relatam uma mistura de sequéncias obtidas utilizando-se as
plataformas Roche 454 e lllumina que resultou em melhora nas montagens de novo
de genomas microbianos em comparagao com as montagens de qualquer uma destas
plataformas separadamente.

A otimizagdo dos parametros do programa de montagem e a eliminagédo de
sequéncias de leitura de baixa qualidade também concorrem para a melhoria da
montagem de genomas e transcritpomas de forma significativa (GARG et al, 2011).

De qualquer forma, essa abordagem, mesmo que trabalhosa, representa uma
contribuigdo significativa para o desenvolvimento de recursos gendmicos, estudos
funcionais e para apoiar programas de melhoramento de plantas e animais
(MARTINS, 2013), além de contribuir para outras pesquisas na area, possibilitando
uma maior compreensao e correlagcdo da expressdo dos genes e produtos de sua

expressao envolvidos nas mais diversas respostas.

2.7 Estudos moleculares em cana-de-agucar na resposta a seca

O estresse hidrico € um importante fator Ilimitante de crescimento,
desenvolvimento e produtividade das plantas cultivadas, levando a modificacbes
morfolégicas, bioquimicas, fisiolégicas e moleculares nas plantas (JAMAUX,
STEINMETZ, BELHASSEN, 1997; BRAY, 1997).

Diversos estudos tem buscado desvendar os mecanismos por tras da tolerancia
a seca em cana-de-agucar (SUGIHARTO et al., 2002; ROCHA et al., 2007; CASU et
al., 2007; RODRIGUES; DE LAIA; ZINGARETTI, 2009; ISKANDAR et al., 2011; KIDO
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et al., 2012; VANTINI, et al.,, 2015), mas a classificacdo de genes induzidos sob
estresse hidrico e a identificagcdo de genes-chave que contribuem para a tolerancia,
ainda hoje sao um desafio (OLIVEIRA, 2012).

Uma classificagdo separa os produtos dos genes induzidos pela seca que
funcionam na resposta ao estresse, daqueles que atuam no estabelecimento da
tolerancia. Shinozaki e colaboradores (2003) categorizaram os produtos de genes
induzidos pelo estresse em dois grupos: o primeiro inclui proteinas relacionadas a
tolerancia ao estresse, e o0 segundo contendo proteinas regulatorias e fatores
protéicos envolvidos na transducdo de sinal e na expressao de genes responsivos ao
estresse.

No primeiro grupo inclui-se as chaperonas, late embryogenesis abundant
(LEASs) e dehidrinas, envolvidas na protegao de estruturas citoplasmaticas durante a
desidratacdo (ROELOFS et al., 2008). No segundo grupo inclui-se proteinas
funcionais como as aquaporinas (YAMAGUCHI-SHINOZAKI; SHINOZAKI, 2005), as
enzimas chave para biossintese de osmodlitos e acgucares soluveis (CARVALHO,
2008), além de transportadores de acgucares, lipideos, enzimas de via de
desintoxicagdo e enzimas que atuam no combate ao estresse oxidativo (OLIVEIRA,
2012). Nesse segundo grupo inclui-se também as proteinas regulatoérias como os
fatores de transcri¢ao, tais como ziperes de leucina, proteinas quinases e fosfatases,
enzimas envolvidas no metabolismo de fosfolipidos e moléculas sinalizadoras
(YAMAGUCHI-SHINOZAKI; SHINOZAKI, 2005).

Com relagéo aos estudos moleculares em cana-de-agucar, formou-se o projeto
SUCEST-FUN (http://sucest-fun.org), com a finalidade de associar fun¢des aos genes
sequenciados pelo SUCEST, projeto genoma da cana. Dentre os 238 mil cDNAs, que
compdem o banco de dados SUCEST-FUN, foram identificados genes envolvidos em
sinalizagdo, resisténcia a pragas, resposta a estresses bidticos e abidticos,
metabolismo de carboidratos e armazenamento de acgucares, desenvolvimento floral,
absorcdo de nutrientes, regulacdo do ciclo celular, assimilagdo de nitrogénio e
tolerancia a aluminio e metais (VETTORE et al., 2003). Esses ESTs sdo um excelente
recurso para a descoberta de novos genes para o melhoramento da cana.

A partir dos dados do SUCEST e SUCEST-FUN foi iniciado o projeto

“Transcriptoma da Cana-de-agucar”, que produziu microarranjos em laminas de vidro
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contendo 6139 elementos. Nesse projeto foram realizados os primeiros experimentos
de analise de expressdo génica em larga escala de plantas de cana, com
experimentos de interagdo com bactérias endofiticas, teor de sacarose, ABA, metil
jasmonato, seca, ataque de insetos e resposta a altas concentragdes de CO2 (PAPINI-
TERZI et al., 2005; Rocha et al.,, 2007; DE SOUZA et al., 2008), que trouxeram
grandes informagdes para a area.

Kido e colaboradores (2012) estudando raizes de cana-de-agucar tolerantes a
seca encontraram, apos categorizacdo no Gene Ontology, categorias de genes
relacionadas a estimulos hormonais (como etileno, acido salicilico, acido jasménico,
acido abscisico), genes de resposta a escassez de agua, estresse oxidativo e
osmotico, além de genes ainda nao classificados.

Em outro estudo, utilizando a técnica de cDNA-AFLP, Vantini e colaboradores
(2015), encontraram 173 fragmentos diferencialmente expressos em resposta ao
estresse hidrico em uma cultivar de cana-de-agucar tolerante a seca. Setenta deles
foram clonados, sequenciados, e categorizados. A analise de similaridade utilizando
BLAST revelou que 64% dos fragmentos expressos diferencialmente codificavam
proteinas nao-classificadas (23%), hipotéticas (21%), ou envolvidas em resposta ao
estresse (20%), os demais estavam envolvidos na sinalizagao e transducéao de sinal,
bioenergética, metabolismo secundario, crescimento e desenvolvimento.

Inimeros estudos ainda estao sendo desenvolvidos a fim de elucidar os genes
responsivos que codificam proteinas estruturais e/ou diretamente relacionadas ao
combate do estresse e estabelecimento da tolerancia a seca em cana-de-acucar, o
que pode auxiliar na obtengdo de gendtipos melhorados via manipulagdo direta

(transgenia) ou melhoramento classico.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal e condigées experimentais

As amostras de tecido vegetal utilizadas foram provenientes do experimento
em casa de vegetacao vinculado ao projeto multidisciplinar intitulado “Mecanismos
fisiolégicos em cultivares de cana-de-agucar submetidas a prolongada limitagéo
hidrica” desenvolvido no laboratério de Quimica e Bioquimica de Plantas do
Departamento de Tecnologia da FCAV/Unesp Jaboticabal — SP, sob supervisdo do
Prof. Dr. Jairo Osvaldo Cazetta e auxilio da Pesquisadora Dra. Samira Domingues
Carlin Cavallari, da Dra.Thais Ramos da Silva e da Mestranda Bruna Robiati Telles.

Todo experimento foi instalado e conduzido em casa de vegetacdo, em
ambiente controlado. O delineamento experimental utilizado foi em blocos
casualizados, no esquema fatorial 2x3x3 (duas cultivares (C) x trés tensdes hidricas
do solo (T) x trés épocas amostrais), com trés repeti¢cdes, perfazendo um total de 18
unidades experimentais e 54 amostras. Cada unidade experimental foi composta por
um vaso de plastico contendo 50 dm? de solo.

Foram utilizados dois gendtipos comerciais de cana-de-agucar considerados
potenciais em produtividade: SP81-3250 utilizado como padrdo de tolerancia, e
RB855453, suscetivel a deficiéncia hidrica (PINCELLI, 2010).

As mudas de cada um dos gendtipos foram obtidas a partir de mini-toletes do
colmo de cana-de-agucar provenientes da Unidade de Pesquisa e Desenvolvimento
de Jau — APTA Pdlo Centro Oeste. Estes toletes foram previamente tratados e
plantados em recipientes de plastico com capacidade para 0,50 dm? contendo areia
lavada e peneirada (Figura 7). As mudas originadas da brotacdo de uma gema foram

mantidas em areia, sem qualquer restricao hidrica, durante 30 dias.



Figura 7. Mini-toletes de cana-de-agucar plantados em recipientes de plastico

Apos este periodo, foram selecionadas quanto a sanidade e homogeneidade e
transplantadas duas mudas em cada unidade experimental (vaso de plastico com 50
dm? de solo), as quais foram cultivadas em solo por 30 dias sem restrigdo hidrica
(periodo necessario para o estabelecimento e adaptagao do sistema radicular), ou
seja, até completar 60 dias de idade (Figura 8). A partir desse momento iniciou-se a
aplicagcédo dos tratamentos com trés distintas tensdes hidricas (T1 — sem restricao
hidrica, T2 — restrigdo hidrica moderada, T3 — restrigdo hidrica severa), as quais foram
determinadas por meio dos resultados obtidos com a curva de retengcdo do solo e
apoio de dados da literatura.

O controle do conteudo de agua no solo foi realizado por meio de tensiometria
digital a partir do monitoramento diario das leituras das tensbes do solo, a fim de se
garantir a umidade no nivel concernente a cada tratamento. Para isso, foram
instalados dois tensidbmetros de puncdo em cada unidade experimental, um na
profundidade de 10 cm e outro na de 30 cm, para monitoramento diario da umidade
do solo (QUEIROZ, 2010). A estimativa da umidade do solo de cada vaso foi realizada
a partir da média das leituras dos tensidbmetros instalados nos vasos. A reposi¢cao de
agua foi realizada por meio de um tubo de PVC com perfuragdes ao longo de toda a
sua extensao, instalado no centro geométrico do vaso, garantindo rapida distribuicao

da umidade do solo em todos os estratos do vaso.
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Figura 8. Selegdo e transplante das mudas para cada uma das unidades
experimentais.

Aos 60 dias apos o plantio (DAP), houve a diminuigdo da tensao superficial do
solo, dando inicio a aplicagdo dos trés tratamentos distintos, o controle (sem
supressao de rega — 10 a 15 Kpa); estresse moderado (50 a 55 Kpa) e estresse severo
(maior que 80 Kpa), os quais foram mantidos e avaliados em trés épocas (E): E1 (30
dias apos aplicagado do estresse), E2 (60 dias apds aplicagao do estresse) e E3 (90
dias apés aplicagéo do estresse) — Figura 9, constituindo-se das idades de 90, 120 e
150 DAP, periodo dentro do qual aproximadamente 70 a 80% da producéo de cana é
definida (SINGH & RAO, 1987).

As avaliaces fisiologicas e bioquimicas foram realizadas no laboratério de
Quimica e Bioquimica de Plantas do Departamento de Tecnologia da FCAV/UNESP
Jaboticabal — SP, sob supervisdo do Prof. Dr. Jairo Osvaldo Cazetta e auxilio da
Pesquisadora Dra. Samira Domingues Carlin Cavallari e da aluna de Doutorado Thais
Ramos da Silva, aos 30, 60 e 90 dias apds o inicio dos tratamentos (DAT), sendo que
nestas mesmas datas foram feitas as coletas de material para a analise da expressao

génica por RNA-Seq.
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Figura 9. Aplicagdo das trés distintas tensdes hidricas em Mpa (T1- sem
restricao hidrica, T2- restricdo hidrica moderada, T3- restricdo hidrica
severa). A — Dez dias ap6s aplicagao do estresse; B — Sessenta dias
apods aplicacdo do estresse; C — Noventa dias apds aplicacdo do
estresse.

3.2 Coleta das amostras

As coletas para avaliagdes moleculares foram realizadas aos 30, 60 e 90 dias
apo6s o inicio dos tratamentos. Apds a retirada da nervura central, fragmentos da
folna+1 foram envolvidos em papel aluminio e imediatamente transferidos para
nitrogénio liquido. Em seguida, foram armazenados em ultrafreezer (-80°C) até o

momento de sua utilizacao.

3.3 Extracao de RNA

As amostras foram destinadas a extracdo de RNA total com uso do kit comercial
Purelink RNA Mini Kit (Life Technologies Corporation). A extracdo de RNA exige
cuidados para evitar a contaminagao da amostra com RNAses, desta forma, todo
material utilizado e todas as solugbes usadas para extragao foram feitas com agua
ultra pura tratada com dietilpirocarbonato (DEPC). Foram utilizadas 250 mg de folhas
para cada uma das amostras, que foram maceradas em nitrogénio liquido com auxilio
de cadinho e pistilo.

As amostras maceradas foram rapidamente transferidas para tubos de
microcentrifuga de 1,5 ml contendo tampdo de lise fornecido pelo kit e B-
mercaptoethanol. As amostras foram homogeneizadas em vortex por 2 minutos e
submetidas a uma centrifugagéo a 3.000xg por 5 minutos a temperatura ambiente. O

sobrenadante foi transferido para um novo tubo de microcentrifuga e adicionada a
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metade de seu volume de etanol absoluto para a precipitacdo dos acidos nucleicos.
O tubo foi homogeneizado até o desaparecimento completo do precipitado. A esta
solucgéao foi adicionado a coluna Spin Cartridge e os passos seguintes foram realizados
segundo as recomendacgdes do fabricante. O RNA purificado foi ressuspendido em 50
Ml de agua ultra pura. A quantificacdo das amostras de RNA foi determinada no
espectrofotometro NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific Inc.), através da
leitura de absorbéancia no comprimento de onda 260 nm, 280 nm e 230 nm. As
relagdes 260/280 nm e 260/230 nm estimam a pureza da amostra. A concentragao de
RNA total em cada amostra foi quantificada no fluorémetro Qubit® 2.0 (Invitrogen)
com o kit Qubit® RNA HS Assay e sua integridade foi determinada através do
Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies), utilizado o Agilent RNA 6000 nano Kkit,

segundo as recomendacdes do fabricante (Figura 10).

Figura 10. Equipamentos utilizados para a quantificacdo do RNA total. A-
NanoDrop ND_1000; B- Qubit® 2.0 (Invitrogen); C- Bioanalyzer
2100 (Agilent);

3.4 Isolamento do RNA mensageiro, montagem das bibliotecas de cDNA e
ligacao dos adaptadores

A partir do RNA total das amostras das plantas, o RNA mensageiro (MRNA) foi
isolado e purificado pelo kit de preparacdo de amostras TruSeq RNA Sample
Preparation v2 (lllumina). A quantidade inicial recomendada pela lllumina é de 0,1 a 4

pNg de RNA total, utilizamos 1,5 pg.
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O processo de purificagdo de mRNA baseou-se na ligagdo da cauda poli-A
dessas moléculas ao oligo(dT) ligado a esferas magnéticas. O mRNA purificado foi
fragmentado em sequéncias que variaram de 245 a 300 pb por enzimas presentes no
kit. A partir da fragmentacdo dos RNAs mensageiros, a primeira fita de cDNA foi
sintetizada por meio da enzima transcriptase reversa e oligonucleotideos randémicos.
O mRNA molde foi removido para a sintese da segunda fita do cDNA. Para a limpeza
das amostras, foi utilizado o kit Agencourt Ampure beads. As esferas magnéticas
deste kit separaram o cDNA dupla fita do restante dos reagentes.

Os cDNAs com extremidades coesivas resultantes da fragmentacdo, foram
convertidos em extremidades cegas pelo EndRepair Mix. Apds o reparo das pontas,
foi adicionado uma base adenina em cada extremidade 3’ dos fragmentos de cDNA
para facilitar a ligagdo dos adaptadores que possuem uma base timina. Os
adaptadores responsaveis por identificar as amostras foram ligados as extremidades
dos fragmentos de cDNA.

Foi realizada uma reagdo de polimerase em cadeia (PCR) com
oligonucleotideos especificos para as sequéncias dos adaptadores para aumentar o
numero de fragmentos das bibliotecas que continham adaptadores ligados nas duas
pontas. Para validacdo, as bibliotecas foram quantificadas por meio do fluorbmetro
Qubit® 2.0 e a concentragéo de cada biblioteca individual foi calculada usando gPCR.

Todas as bibliotecas foram normalizadas a 16 pmoles.

3.5 Sequenciamento do RNA

O sequenciamento dos mRNAs via RNA-Seq foi realizado na Facility de
sequenciamento da FCAV/UNESP utilizando a plataforma HiScanSQ System lllumina,
seguindo as instru¢des do fabricante para sequenciamento paired-end de fragmentos
de 50 pb e também na Facility de sequenciamento da ESALQ em Piracicaba utilizando
a plataforma HiSeq 2500 Illumina, seguindo as instru¢des do fabricante para

sequenciamento paired-end de fragmentos de 100 pb.
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3.6 Clusterizagao das bibliotecas de cDNA e sequenciamento

Nesta etapa, as bibliotecas foram inseridas na flow cell (ldamina onde acontece
a PCR em fase solida - Figura 11A) para formagdo de clusters e posterior
sequenciamento. Para a clusterizagao foi utilizado o kit TruSeq SR Cluster Kit v3 — HS
(cBot™ — Figura 11B), seguindo as recomendacgdes do fabricante. O sequenciamento
foi realizado na plataforma lllumina (Figura 11C), seguindo as instru¢des do fabricante
para sequenciamento paired-end de fragmentos de 50 pb (HiScanSQ) e 100 pb
(HiSeq2500).

Figura 11.Equipamentos utilizados para clusterizagdo e sequenciamento. A -
Flow cell, composta por oito canaletas, com a possibilidade de inserir
até 12 amostras em cada uma delas ; B - cBot, equipamento utilizado
para clusterizagao; C -Plataforma HiScanSQ.

3.7 Analise dos resultados do sequenciamento

3.7.1 Tratamento das leituras e filtro de qualidade

As leituras geradas no sequenciamento foram agrupadas por bibliotecas em
arquivos no formato FASTQ. Essas leituras foram processadas, incluindo a retirada
de adaptadores e regides de baixa qualidade, utilizando o programa SeqyClean
(verséao 1.8.10) (https://bitbucket.org/izhbannikov/seqyclean). Os paréametros do
programa SeqyClean para retirada dos adaptadores foram mantidos, exceto o
tamanho minimo de sequéncias que foi alterado para 25 nucleotideos. Para
eliminacao de regides de baixa qualidade foi utilizado o indice de qualidade Phred
Q30, que refere-se a uma probabilidade de 0,1% de uma base ter sido reconhecida

incorretamente.
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3.7.2 Montagem de novo do transcriptoma

As bibliotecas sem adaptadores e somente com as regides de alta qualidade
foram entdo usadas na montagem do transcriptoma com o programa Trinity
(GRABHERR et al., 2013) (versao r20140717).

As montagens foram realizadas separadamente para cada cultivar, ou seja, foi
obtido uma montagem da cultivar sensivel (RB855453) e uma da cultivar tolerante
(SP81-3250), ambas utilizando o programa Trinity. O Trinity inclui o programa
Trimmomatic (BOLGER; LOHSE; USADEL, 2014), o qual foi executado para remover
bases com qualidade menor que 20 nas extremidades das sequéncias, e utilizar
somente reads maiores que 32 bases. Os paradmetros do Trinity customizados foram
a contagem minima de 3 k-mers para considera-los validos e a contagem minima de

reads necessarias para fundir 2 contigs no algoritmo Inchworm do Trinity.

3.7.3 Montagem de um transcriptoma referéncia (Clusterizagéo)

O Trinity contém um padrédo de nomenclatura para as sequéncias de transcritos
montados, c<n°>_g<n°>_i<n®> (por ex.: c1_g1_i1), para identificagcdo do compontente
da montagem (c), gene (g) e isoforma (i). As diferentes isoformas (i) correspondentes
ao mesmo gene representam sequéncias compartilhadas com estruturas distintas,
frequentemente promovidas por encadeamentos alternativos de exons (alternative
splicing). Os diferentes genes, até podem representar partes do mesmo gene, se esse
gene nao teve cobertura suficiente com o sequenciamento realizado. O componente
(c) € uma definigao inteiramente operacional do Trinity e representa o agrupamento
(cluster) de reads relacionadas, ou seja, que contém alguma similaridade, e por isso,
componentes comuns até podem representar genes relacionados (por ex.: genes
paralogos). Sendo assim, o identificador génico adotado € o componente (c) junto com
o gene (g) (por ex.: c1_g1).

Para montar uma referéncia de sequéncias para as duas montagens e com
informagdo génica comum, ou seja, com identificadores de genes comuns, foi
realizado um procedimento de agrupamento (clusterizagédo) com base na similaridade
entre as sequéncias das duas montagens. Essa similaridade entre sequéncias foi
obtida utilizando o programa CD-HIT-EST (LI; GODZIK, 2006), e logo apés, as


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lohse%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24695404
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Usadel%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24695404
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sequéncias foram renomeadas de acordo com os grupos formados (clusters) além da
informacgéao prévia de genes contida nos identificadores do Trinity.

Desse modo, se um mesmo identificador génico do Trinity (c<n®>_g<n°>)
aparecer em grupos do CD-HIT distintos, entdo todos os genes e sequéncias desses
grupos serao reunidos em um novo grupo, o que operacionalmente definimos como
gene. Esse gene (grupo de sequéncias) ganha um novo numero identificador

(c0_g<n°>) onde a informagao de componente € ignorada (c0).

3.7.4 Mapeamento e calculo de abundancia

As reads foram entdo mapeadas no transcriptoma referéncia (Seg¢ao 3.7.3)
com o programa bowtie2 (v.2.1.0) (LANGMEAD; SALZBERG, 2012), configurado com
parametros ajustados para aumentar a sensibilidade nas buscas por um alinhamento
valido (very-sensitive).

A estimativa de abundéancia dos transcritos montados foi realizada com o
utilitario do pacote Trinity (align_and_estimate_abundance.pl) utilizando o método
implementado no programa eXpress (v.1.5.1). Esses dados de abundancia também
foram normalizados por FPKM (Fragments Per Kilobase of exon per Million fragments
mapped) dentro de cada biblioteca e entre as bibliotecas utilizando TMM (Trimmed

Mean of M-values) com scripts auxiliares do Trinity.

3.7.5 Identificagao dos Genes Diferencialmente Expressos (GDES)

Para comparar a expressdo génica entre os tratamentos, dois métodos
implementados em pacotes R/Bioconductor (v.3.1.2/v.3.0) (GENTLEMAN et al., 2004)
foram utilizados: edgeR (v.3.8.5) (ROBINSON et al., 2010; MCCARTHY;
CHEN; SMYTH, 2012) e DESeq2 (1.6.3) (LOVE; HUBER; ANDERS, 2014). Ambos
contém implementacbes de métodos estatisticos baseados em modelos lineares
generalizados (MLG) para a detecgdo da expressao génica diferencial. Todas as
comparagdes possiveis entre os 18 tratamentos foram realizadas com os dois
métodos e selecionadas de acordo com o valor absoluto de logz-fold-change acima de

1 (log2FC = 1) e valor de significancia estatistica apds ajuste de acordo com a taxa


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chen%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22287627
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de falsas descobertas (FDR - False Discovery Rate) abaixo de 0,01 (p-value ajustado
< 0,01). Além disso, foram excluidos os genes com média de contagem por milhdo

(CPM) com valores menores que 1 para cada réplica biolégica.

3.7.6 Anotacao dos transcritos

As ORFs (open reading frame — sequéncia de leitura aberta) e proteinas foram
preditas usando o] programa TransDecoder (r20140704)
(http://transdecoder.sourceforge.net/), com a configuragdo original. As proteinas
preditas foram submetidas a uma comparacdo com o banco de dados
UniProtKB/Swiss-Prot (BAIROCH; APWEILER, 1996) utilizando BLAST+ (v.2.2.29)
(CAMACHO et al., 2009) com blastp (-evalue 0.0001 e -max_target seqs 5) e
anotacao de assinaturas de proteinas com o InterProScan (ZDOBNOV; APWEILER,
2001). Para as isoformas que nao tiveram ORFs preditas pelo TransDecoder, foi
executada uma comparag¢ao com blastx, contra o UniProtKB/Swiss-Prot.

A fim de complementar a anotagéo dos transcritos, utilizamos outros bancos de
dados de referéncia, os transcriptomas e proteomas preditos de Arabidopsis thaliana
e Sorghum bicolor, ambos obtidos a partir do repositério da plataforma Phytozome
(v.10) (GOODSTEIN et al., 2012), os transcriptomas disponiveis de cana-de-agucar
SoGl (v.3.0) (Saccharum officinarum Gene Index) e SCG (SugarCane Genes) (v.1.0)
(GRATIVOL et al., 2014), ESTs do banco de dados dbEST (BOGUSKI; LOWE;
TOLSTOSHEV, 1993) e mMRNAs do GenBank para Saccharum spp., o UniGene de
Saccharum officinarum e ainda, contra os dados disponiveis de Miscanthus giganteus
(BARLING et al., 2013). As analises foram realizadas comparando a montagem com
os transcriptomas referéncias no espacgo de nucleotideos (blastn) e no espaco de
aminoacidos (blastx/tblastx), e com os proteomas apenas no espago de aminoacidos
(blastx/tblastn). Todas as comparagdes (parametros: e-value 1e-5 e -dbsize
500000000) foram realizadas duas vezes, uma com o transcriptoma montado como
item de consulta (query) e outra com o banco de dados (db). Esse procedimento foi
necessario, a fim de se encontrar os melhores correspondentes reciprocos
(Reciprocal Best Hits). Para ser reconhecido como um correspondente valido, os

alinhamentos com as melhores pontuagdes (somente os que possuiam pontuagao


http://transdecoder.sourceforge.net/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tolstoshev%20CM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8401577
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dentro de um limiar de até 5% abaixo da melhor pontuagdo), com uma cobertura de
alinhamento de no minimo 50% da sequéncia consultada e uma identidade maior ou
igual a 75% de no minimo 50 aminodacidos (blastx/tblastx/tblastn) ou 150 nucleotideos
(blastn). As sequéncias com as variantes transcricionais montadas foram utilizadas

nessas comparagoes, porém a anotagao foi realizada por gene.

3.7.7 Integracao dos dados e analise exploratoria

Os dados de abundancia, anotagao e de expressao diferencial dos genes foram
integrados por meio de rotinas automatizadas desenvolvidas em Perl. As analises
exploratorias dos dados utilizando agrupamentos hierarquicos foram realizadas com

rotinas desenvolvidas em R, com o auxilio de fun¢des de pacotes R/Bioconductor.

3.7.8 Analise de agrupamentos de perfis de expressao génica diferencial

Um agrupamento de perfis de expressao génica diferencial foi realizada a partir
dos resultados de expressao génica diferencial considerando as comparagdes entre
as cultivares nos 3 tempos. Os valores de logz-fold-change obtidos com edgeR foram
selecionados para as 3 comparagdes (SxT-30, SxT-60 e SxT-90), o método de
agrupamento selecionado foi o K-means, utilizando um valor de k=4 (numero de
agrupamentos), definidos por meio da distancia euclidiana. Esse agrupamento foi

realizado no ambiente R por meio da fungdo kmeans().
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Material Vegetal

No projeto multidisciplinar “Mecanismos fisiolégicos em cultivares de cana-de-
agucar submetidas a prolongada limitagdo hidrica”, sob supervisdo do Prof. Dr. Jairo
Osvaldo Cazetta, foi realizada uma analise fisioldégica das cultivares contrastantes
utilizadas nesse trabalho (RB855453 e SP81-3250). Foram analisados parametros
morfolégicos como numero de perfilhos e de folhas verdes, altura da planta e area
foliar (TELLES, 2013), bem como parametros fisiolégicos como conduténcia
estomatica, transpiracao, potencial hidrico das folhas, teor de clorofila, assimilacdo de
COg2, analisados por Carlin (comunicagéo pessoal).

A conclusdo deste projeto mostrou que a cultivar SP81-3250, tolerante,
apresentou maior produtividade e maiores valores na maioria dos parametros
avaliados. A RB855453, considerada sensivel, apresentou valores intermediarios de
produtividade apesar da taxa fotossintética maior que a cultivar SP em situagao de
estresse mais prolongado.

As cultivares avaliadas apresentaram respostas morfofisiologicas distintas em
relagdo aos parametros analisados evidenciando uma forte influéncia do gendtipo e
sua interacdo com o ambiente. Tais parametros mostraram-se eficientes em distinguir
as duas cultivares de cana-de-agucar utilizadas quanto a tolerancia e suscetibilidade
a seca (TELLES, 2013).

4.2 \Verificagao da concentracao e integridade do RNA total extraido

Para a construgcao de uma boa biblioteca de RNA - seq foi necessario obter um
RNA de boa qualidade. Na Tabela 1 podemos observar os resultados da avaliagao
das amostras de RNA total, obtidos no Nanodrop. Os resultados do RNA total para a
relagdo A260/A280nm das amostras variou entre 1,97 e 2,22, e a relagado A260/230nm
variou de 0,33 a 2,38. SAMBROOK; FRITCH; MANIATS (1989) consideram amostras
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de boa qualidade quando as leituras de 260/280 apresentam relagcbes de 1,8 a 2,0 e
260/230 quando acima de 2,0. Relagdes fora destes valores indicam contaminantes
na amostra como proteinas ou tiocianato de guanidina, respectivamente. Algumas das
amostras analisadas se encontravam dentro desses valores, o que nos permitiu dar
continuidade as etapas seguintes do projeto

Uma outra analise das amostras foi realizada com o equipamento Qubit, que
permitiu estimar a contaminacgao por DNA e proteina, além de quantificar o RNA total.
Esta técnica utiliza fluoréforos especificos para RNA, DNA e proteina, o que se
caracteriza como a principal vantagem deste método, pois possibilita quantificar
separadamente os acidos nucléicos, que acabam sendo “somados” na
espectrofotometria. A Tabela 1 mostra as concentracées de RNAs obtidas através do
Qubit que variaram de 38,10 a 250,0 ng/uL, resultados que foram suficientes para a

construcao das bibliotecas e sequenciamento dos transcritos.

Tabela 1. Resultados obtidos com a leitura das amostras de RNA total nos trés
equipamentos: NanoDrop, Qubit e Bioanalyzer

R Repeticio NanoDrop Qubit | Bioanalyzer

260/280 260/230 (ng/pL) RIN
SSTN3 1 2,10 2,12 162,0 7.9
SSTN3 2 2,16 1,18 200,0 7.8
SSTN3 3 2,07 2,2 43,4 7.9
SSTM3 1 2,12 2,21 200,0 7.9
SSTM3 2 2,10 1,95 140,0 7.8
SSTM3 3 2,08 1,85 150,0 7.8
SSTS3 1 2,09 0,95 56,0 7.7
SSTS3 2 2,12 2,35 120,0 7.7
SSTS3 3 1,97 1,09 81,0 7.4
SSSN3 1 2,12 2,16 63,0 7.9
SSSN3 2 2,10 2,23 170,0 8.0
SSSN3 3 2,11 1,96 162,0 7.4
SSSM3 1 2,08 2,11 71,0 7.9
SSSM3 2 2,10 1,71 91,4 7.8
SSSM3 3 2,06 2,25 140,0 8.0
SSSS3 1 2,15 2,01 87,0 7.7
SSSS3 2 2,05 0,33 38,1 7.3
SSSS3 3 2,09 2,38 250,0 7.3
SSTN6 1 2,14 1,79 156,0 8.0
SSTN6 2 2,04 1,1 176,0 8.0
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. .~ NanoDro Qubit Bionanlyzer
AICHITES | RGP 260/280 5030 (ng/uL) RIN
SSTNG 3 213 136 188.0 7.9
SSTM6 1 2.17 0.73 134.0 78
SSTM6 2 214 2.25 116,0 8.0
SSTM6 3 2.14 17 116.0 8.0
SSTS6 1 2.15 104 192.0 7.9
SSTS6 2 217 157 164.0 74
SSTS6 3 2.09 137 106.0 7.8
SSSN6 1 218 0.97 120.0 8.2
SSSN6 2 2.07 2.21 138.0 8.0
SSSN6 3 2.18 0,46 130,0 78
SSSM6 1 2.15 2.29 134.0 78
SSSM6 2 2.06 2.22 198.0 8.1
SSSM6 3 213 153 146.0 8.0
SSSS6 1 218 127 168.0 8.0
SSSS6 2 212 1 77.40 76
SSSS6 3 213 118 192.0 7.9
SSTNO 1 216 2.00 97.6 8.0
SSTNO 2 2.07 180 134.0 7.8
SSTNO 3 2.18 107 124.0 78
SSTM9 1 2.20 2.05 114.0 7.8
SSTM9 2 2.15 2.24 81.8 7.8
SSTM9 3 218 158 106,0 7.8
SSTS9 1 2.02 1,60 128.0 7.8
SSTS9 2 217 145 164.0 7.9
SSTS9 3 2.09 2.03 86,2 75
SSSN9 1 217 177 1400 78
SSSN9 2 2.18 2.18 160,0 78
SSSN9 3 213 167 136.0 7.8
SSSM9 1 2.18 2.09 156.0 8.2
SSSM9 2 2.19 129 54.0 8.0
SSSM9 3 2.20 195 192,0 8.0
SSSS9 1 2.08 177 118.,0 8.1
SSSS9 2 2.18 172 132,0 8.1
SSSS9 3 216 159 134.0 74

*SS- Saccharum sp.; S- cultivar sensivel (RB855453) / T- cultivar tolerante (SP81-3250);
Tratamento: N- ndo estressado; M- estresse moderado; S- estresse severo; Epocas de
estresse: 3 - 30 dias, 6- 60 dias , 9- 90 dias.

Uma outra analise realizada foi avaliar a integridade do RNA total através do

equipamento Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies). A avaliagdo da

integridade nesse equipamento € baseada na razao entre as bandas de RNAs
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ribossomais 18S e 28S e no sinal de emissao de fluorescéncia entre os dois picos de
detecgdo das bandas. O software do equipamento expressa a integridade das
amostras baseado em um sistema numérico de 1 a 10, onde o 1 representa o perfil
mais degradado e o 10 o mais intacto, chamado de RNA Integrity Number (RIN).
Portanto, os valores entre 1 e 10 indicam a variagcao gradual da integridade do RNA
total, de mais degrado para mais integro (BISELLI,2011).

Os resultados obtidos para os valores de integridade do RNA (RIN) variaram
entre 7,3 e 8,2 (Tabela 1 e Figuras 12, 13 e 14), indicando que todas as amostras
estavam com uma boa integridade e que poderiam ser utilizadas para o
sequenciamento do transcriptoma de cana-de-acgucar por apresentaram a qualidade
necessaria para analise via RNA-seq. Os eletroferogramas de todas as amostras
geradas no equipamento Bioanalyzer, apresentaram dois picos além daqueles
baseados na raz&o entre as bandas de RNA ribossomal 18S e 28S. Uma das
possiveis explicacbes € que esses dois picos menores possam ser de pequenos
RNAs ribossomais de cloroplasto, o que ja foi descrito na literatura para Arabidopsis
que apresentava esse mesmo padrao (informagdes disponiveis no protocolo da
Agilent Technologies: {HYPERLINK:
“http://lwww.chem.agilent.com/Library/usermanuals/Public/5185-5818 v4.0.pdf"}).


http://www.chem.agilent.com/Library/usermanuals/Public/5185-5818_v4.0.pdf
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RIN: 7.9 SSTN3-1 RIN: 7.8 SSTN3-2 RIN: 79 SSTN3-3
RIN:7.9 SSTM3-1 RIN: 7.8 SSTM3-2 ., RIN:78 SSTM3-3
RIN;7.7 SSTS3-1 RIN: 7.7 SSTS3-2 RIN: 74 SSTS3-3

| N7 588N RIN: 8.0 SSSN3-2 RIN:74  SSSN3-3
RIN:7.9 SSSM3-1 Y RIN:7.8 SSSM3-2 RIN:80 SSSM3-3
RIN: 7.7 SSSS3-1 PRI (SN RIN:73  SSSS33

Figura 12. Eletroferograma e valor de RIN das amostras de RNA total de folhas de
cana-de-agucar coletadas aos 30 dias de estresse hidrico, gerados pelo
Bioanalyzer (Agilent 2100 Bioanalyzer).



RIN: 80 SSTNG-1 RIN: 80 SSTNG-2
RIN:7.8 SSTM6-1 : RIN:80 SSTM6-2
RIN:79 SSTS6-1 : RN:74 SSTS6-2
RIN: 8.2 sssns-; : RIN:80 SSSN6-2
RIN:78 SSSM6-1 ‘ RIN:81 SSSM6-2
RIN:80 SSSS6-1 : RIN:76  $SSS6-2

RIN:7.9 SSTN6-3

RIN: 8.0 SSTM6-3

RIN:78 SSTS6-3

. RIN:78 SSSN6-3

RIN: 8.0 SSSM6-3

RIN: 7.9 S$8SS6-3
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Figura 13. Eletroferograma e valor de RIN das amostras de RNA total de folhas de
cana-de-agucar coletadas aos 60 dias de estresse hidrico, gerados pelo

Bioanalyzer (Agilent 2100 Bioanalyzer).



RIN: 80 SSTNY-1 RIN: 7.8 SSTN9-2
RIN: 7.8 SSTM9-1 ; RIN: 78 SSTM9-2
RIN:78 SSTS9-1 _ RIN:79 SSTS9-2
RIN: 80 SSSN9-1 ; RIN:7.9 SSSN9-2
RIN:82  SSSM9-1 : RIN:B0  SSSM9-2
RIN:81  $5559-1 : RIN:81 $SSS9-2

RIN: 7.8

RIN: 7.8

RIN: 7.5

RIN: 8.2

RIN: 8.0

RIN: 7.4

SSTN9-3

SSTM9-3

S$STS9-3

SSSN9-3

SSSM9-3

$8889-3
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Figura 14. Eletroferograma e valor de RIN das amostras de RNA total de folhas de
cana-de-agucar coletadas aos 90 dias de estresse hidrico, gerados pelo

Bioanalyzer (Agilent 2100 Bioanalyzer).
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4.3 Analise do transcriptoma de folhas de cana-de-agucar das duas cultivares
aos 30, 60 e 90 dias de déficit hidrico

4.3.1 Tratamento das leituras e filtro de qualidade

Para identificar as diferengas nos mecanismos moleculares de resposta ao
estresse hidrico, a tecnologia de RNA-seq foi utilizada, com o sequenciamento em
larga escala dos transcritos de RNA (transcriptoma) presentes nas folhas de cana-de-
agucar tolerante (SP81-3250) e sensivel (RB855453), nos tempos de 30, 60 e 90 dias
apods aplicacao de déficit hidrico.

Os dados da Tabela 2 mostram o numero de leituras geradas para cada uma
das amostras, bem como o indice de qualidade e revelam que a quantidade de
sequéncias de baixa qualidade removida foi muito pequena, fazendo com que o
numero de sequéncias utilizadas na analise nao diminuisse muito quando comparado
as sequéncias brutas (de 1.712.145.471 leituras, o valor passou para um total de
1.631.373.110, entre pareadas e nao pareadas), evidenciando o sucesso e boa

qualidade do sequenciamento.
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Tabela 2. Resultado pré e pés-processamento inicial dos dados apds o sequenciamento.

< N°Ade_ nglidade N° de Sequéncias Ql'JaIidade
Amostra* qufg-mas P(rbea-:;c, Pés-Processamento P?sa-l;’;osc,
_ [PS / UPS] _

Processamento| Q>=30) Q>=30)
SSTN3-1 18.647.749 87,02% 17.362.876 / 770.016 92,01%
SSTN3-2 24.129.298 85,15% 21.947.827 / 1.153.591 91,05%
SSTN3-3 26.932.633 92.32 % 26.572.302 / 309.541 94,43%
SSTN6-1 16.533.394 56,46% 11.867.917 / 2.148.253 74,21%
SSTN6-2 17.686.387 93,73% 16.758.089 / 472.872 96,62%
SSTN6-3 33.564.272 91.65 % 32.594.671/ 645.201 94,54%
SSTN9-1 49.232.187 85,37% 45.574.668 / 2.206.604 91,02%
SSTN9-2 31.107.404 93.46 % 30.690.302 / 319.665 95,15%
SSTN9-3 58.270.794 84,88% 53.385.711/2.923.818 90,97%
SSTM3-1 16.803.821 85,36% 15.541.732 /] 764.869 90,84%
SSTM3-2 27.031.164 93.23 % 26.703.462 / 289.237 95,29%
SSTM3-3 47.733.844 69,93% 39.505.095 / 4.240.403 82,05%
SSTM6-1 57.691.801 90,06% 54.722.730 / 1.781.261 93,83%
SSTM6-2 26.594.489 85,65% 24.564.720 / 1.210.347 91,15%
SSTM6-3 14.508.881 92,62% 13.886.313 / 421.227 95,53%
SSTM9-1 16.301.413 93.25 % 15.763.220 / 212.129 99,86%
SSTM9-2 31.756.126 93,11% 30.444.340 / 927.620 95,91%
SSTM9-3 26.325.899 94,06% 25.200.140/ 689.797 96,66%
SSTS3-1 16.816.298 64,11% 13.374.402 / 1.801.375 77,51%
SSTS3-2 19.588.072 94,47% 18.787.571/ 523.371 96,90%
SSTS3-3 19.895.781 86,56% 18.579.249 / 863.560 91,45%
SSTS6-1 9.747.705 94,19% 9.319.799 / 273.445 96,85%
SSTS6-2 30.367.143 68,10% 24.480.225 / 2.945.581 81,54%
SSTS6-3 16.161.803 93.97 % 15.945.083 / 168.495 97,34%
SSTS9-1 25.441.538 86,53% 23.738.953 / 1.052.168 91,58%
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N°Ade. nglidade N° de Sequéncias Ql,JaIidade

Amostra* SEG LR Pre-Proc, | p4s.processamento | T OS-Proc,
Pré- (bases (bases
Processamento| Q>=30) Pyl Q>=30)
SSTS9-2 60.509.713 58,21% 43.537.533/7.346.218 76,51%
SSTS9-3 23.909.879 92,34% 22.681.916 / 718.095 95,49%
SSSN3-1 37.480.176 87,32% 34.918.211 / 1.543.226 92,30%
SSSN3-2 45.350.518 92,65% 43.131.408 / 1.367.349 95,79%
SSSN3-3 25.488.492 90,09% 24.064.391 / 837.671 93,91%
SSSN6-1 29.039.554 85,37% 26.774.945/1.476.724 91,07%
SSSN6-2 20.848.855 93.22 % 20.572.037 / 232.620 96,21%
SSSN6-3 96.079.473 54,96% 66.899.978 / 12.309.346 74,34%
SSSN9-1 17.256.307 57,95% 12.686.858 / 2.186.074 74,68%
SSSN9-2 14.342.805 90,44% 13.698.100 / 424.382 93,79%
SSSN9-3 10.580.680 93,03% 10.166.485/291.615 95,63%
SSSM3-1 38.911.273 93,26% 38.404.159 / 388.435 95,04%
SSSM3-2 33.933.745 93,06% 32.289.286 / 948.575 95,97%
SSSM3-3 71.347.235 83,60% 65.172.047 / 3.631.983 90,06%
SSSM6-1 52.928.530 86,06% 48.952.197 | 2.374.817 91,56%
SSSM6-2 38.212.092 92,25% 36.421.002/1.170.214 95,45%
SSSM6-3 22.917.019 93.06 % 22.433.452/361.528 94,77%
SSSM9-1 32.162.909 84,36% 29.590.019 / 1.525.240 90,37%
SSSM9-2 26.905.877 85,80% 25.048.047 /1 1.174.794 90,99%
SSSM9-3 8.243.162 85,47% 7.586.580 / 375.340 90,75%
SSSS3-1 20.258.101 86,08% 18.795.417 / 855.861 91,33%
SSSS3-2 17.723.650 92,55% 16.856.170 / 648.912 95,80%
SSSS3-3 62.759.848 59,80% 46.343.765/ 7.598.328 76,89%
SSSS6-1 43.230.312 86,66% 39.823.263 / 1.838.796 92,18%
SSSS6-2 58.256.808 68,74% 47.179.589/5.512.213 81,77%
SSSS6-3 32.428.127 93,80% 30.910.668 / 995.007 96,64%
SSSS9-1 37.205.810 93.74 % 36.770.189 / 317.268 96,06%
SSSS9-2 22.522.578 92.46 % 22.156.521 / 262.882 94,31%




46

Continuagao

N° de Qualidade o A Qualidade
a . . N° de Sequéncias .
. Sequéncias Pré-Proc, . Pés-Proc,
Amostra . Pés-Processamento
Pré- (bases [PS / UPS] (bases
Processamento| Q>=30) Q>=30)
SSSS9-3 32.442.047 92.79 % 32.027.468 / 342.053 94,76%
Totalde | 4 745 145.471 i 1.631.373.110 i
leituras

Nas colunas, em ordem: o nome das amostras. 0 nhumero de sequéncias geradas, qualidade Phred
(@>=30) em porcentagem das mesmas, numero de sequéncias apds o processamento evidenciando
as sequéncias pareadas (PS) e as sequéncias nao pareadas (UPS) e a qualidade.

*SS- Saccharum sp.; S- cultivar sensivel (RB855453) /T- cultivar tolerante (SP81-3250); Tratamento:
N- ndo estressado; M- estresse moderado; S- estresse severo; Epocas de estresse: 3- 30 dias, 6- 60
dias , 9- 90 dias. Repeticéo biolégica: 1,2 e 3.

4.3.2 Montagem de novo do transcriptoma

A Tabela 3 apresenta a estatistica descritiva das duas montagens de novo
geradas separadamente para cada uma das cultivares. O processo de montagem com
o software Trinity resultou para a cultivar tolerante (SP81-3250) em 177.509
transcritos (todas as isoformas génicas), sendo 93.755 genes distintos com o tamanho
meédio de 833,06 e um total de 147.875.185 bases. Com relagao ao transcrito mais
longo, o tamanho médio foi de 715,95 com 67.123.628 bases.

Para a cultivar sensivel (RB855453) foram identificados 185.153 transcritos
(todas as isoformas génicas), 101.367 genes distintos com tamanho médio de 816,35
e um total de 151.148.742 bases. O transcrito mais longo apresentou tamanho médio
de 700,05 e 70.961.559 bases (Tabela 3).

Tais resultados foram semelhantes aos valores de N50 e porcentagem de GC
obtidos na montagem de novo de transcriptomas de cana-de-agucar encontrados no

trabalho de Cardoso — Silva (2014), utilizando 0 mesmo programa para a montagem.




Tabela 3. Estatistica descritiva da montagem dos transcriptomas das cultivares tolerante e sensivel de cana-
de-agucar utilizando o programa Trinity.

Numero
Total de Total (-le Porcentagem N50* Mediana Média total de
genes transcritos de GC
bases

Cultivar Tolerante (SP81-3250)
Genes 93.755 177.509 42,86 1.262 539 833,06 147.875.185
Transcrito . . - 1126 417 71595  67.123.628
mais longo
Cultivar Sensivel (RB855453)
Genes 101.367 185.153 42,71 1.233 524 816,35 151.148.742
Transerito . . . 1.072 412 700,05  70.961.559
mais longo

*N50: Numero em que 50% dos genes / isoformas estdo acima desse valor e 50% abaixo desse valor.

Ly
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4.3.3 Identificacdo dos Genes Diferencialmente Expressos (GDEs)

A Tabela 4 representa os genes diferencialmente expressos identificados apds
a montagem de novo, comparando os tratamentos (cultivares e tempos de coleta apos
restricdo hidrica) aos pares. Podemos observar que, quando comparados o0s
tratamentos da mesma cultivar o numero de genes diferencialmente expressos foi
menor do que quando as cultivares contrastantes foram comparadas. Isso confirma
nossas hipoteses de que a maior variagao a nivel génico acontece entre cultivares
contrastantes.

Para complementar os resultados e comparar os perfis de expressao de cada
uma das 54 amostras foi construido um HeatMap (Figura 15), onde foi possivel
visualizar o comportamento das cultivares frente ao estresse a que foram submetidas
e agrupa-las de acordo com a semelhancga.

A Figura 15, assim como a Tabela 4, mostram que houve uma maior correlagéo
entre os tratamentos da mesma cultivar. Quanto maior for a similaridade da expressao
na comparagao (par-a-par), maior sera o valor, ou seja, mais proximo de 1, e a cor
caracteristica sera o vermelho. Por outro lado, quanto menor a similaridade da
expressao (valores proximos de zero ou -1) a cor caracteristica sera o verde. Dessa
forma, é possivel concluir que a maior similaridade acontece dentro da mesma cultivar,
enquanto as maiores diferencas aparecem quando comparadas as cultivares

contrastantes.



Tabela 4. Numero de genes diferencialmente expressos entre os tratamentos (linha x coluna). Os valores representam os genes
diferencialmente expressos induzidos no tratamento representado na linha quando comparado ao da coluna. Valores acima
da mediana estao em tons de verde e valores abaixo da mediana em tons de vermelho, valores préoximos a mediana (3.028,5)
estdo em tons de amarelo.

Tratamento* SSSN3 SSSN6 SSSN9 SSSM3 SSSM6 SSSM9 SSSS3 SSSS6 SSSS9 SSTN3 SSTN6 SSTN9 SSTM3 SSTM6 SSTM9 SSTS3 SSTS6 SSTS9

SSSN3

3710 7060 6459 3742 6002 3358

SSSN6 5849 3714 4156 5732 3093 4729 5142 3820 3610
SSSN9 4289 3905 3222 4284 3166 3563 3823 3852 3138
SssM3 4250 8578 7586 4421 7334 8445 3500 8244 7416
SSSM6 4967 3374 3768 4939 2049 4123 4431 3498 3488
SSSM9 5323 3808 3141 5032 3163 3227 4559 3880 3046
S8883 4123 8066 6901 3953 6613 7819 3208 6843 6779
SSSS6 5269 4002 4085 5286 3460 4770 4331 3336 3621
SSSS9 6046 5309 4439 5582 4342 4752 4588 4194 3229
SSTN3 3074 5276 3591 5307 5670 3501 5033 2127 2355 2331 2288
SSTNG6 4299 3835 4095 5567 3196 3625 6626 3410
SSTN9 4230 4628 3750 5201 3788 3455 5823 3658
SSTM3 3194 6318 4999 3693 4929 5234 3299 4560 1615 1592
SSTM6 3969 3390 3568 5024 3027 3378 5339 3118
SSTM9 4447 5329 4046 5790 4215 3551 6537 4148
SSTS3 3030 7239 5316 3375 5469 5567 2898 4799
SSTS6 4347 4003 4094 5345 3349 3705 5069 2907
SSTS9 4591 4336 3586 5406 3693 3374 5592 3219

*SS- Saccharum sp.; S- cultivar sensivel (RB855453) /T- cultivar tolerante (SP81-3250); Tratamento: N- ndo estressado; M- estresse moderado; S-

estresse severo; Epocas de estresse: 3 - 30 dias, 6- 60 dias , 9- 90 dias.

14
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Figura 15. Agrupamento hierarquico (método de distdncia baseado na
correlagao de Pearson/método de ligagdo completa) e HeatMap comparando os
valores de expressao (log2-FPKM) normalizados (TMM) entre as 54 amostras
para os genes identificados como diferencialmente expressos em ao menos uma
comparagao.



Analisando-se os cinco maiores valores de genes diferencialmente expressos
da Tabela 4, que sédo 8578, 8445, 8244, 8066 e 7819 , é possivel perceber que nao
existe um tempo de estresse que sobressai, mas 0s cinco maiores valores apareceram

aos 30 dias na cultivar sensivel quando comparado a tolerante nas diferentes épocas.

4.3.4 Anotacao dos transcritos

Os transcritos foram anotados contra o banco de dados UniProtKB/Swiss-Prot
utilizando BLAST+ (blastp/blastx). Como pode ser observado no grafico (Figura 16), a
maior porcentagem de anotacdo se deu contra os organismos Arabidopsis thaliana e
Oryza sativa, com 14,99 % e 13,97% de isoformas anotadas, respectivamente, sendo
que Oryza sativa pertence a familia das gramineas (Poaceae), mesma familia da
cana-de-agucar.

Por outro lado, quando confrontamos os dados da montagem com o SwissProt,
houve uma porcentagem de alinhamento com outros organismos, tais como Homo
sapiens, Mus musculus, Rattus novergicus e outros organismos e plantas que nao
pertencem a familia Poaceae. Estabelecemos trés hipoteses sobre este fato: i) O
banco de dados utilizado possui uma maior frequéncia de genes para Homo sapiens
(20.198), Mus musculus (16.711), A. thaliana (13.888) e Rattus novergicus (7.921),
por exemplo, enquanto a cana-de-agucar possui uma frequéncia de 304 genes
depositados (UNIPROTKB, 2015); ii) A segunda possibilidade diz respeito aos genes
ortélogos, que sao genes que derivam de um ancestral comum através de um evento
de especiacao, e na maioria dos casos, possuem funcdes equivalentes em diferentes
organismos. Isso explicaria a anotagao da cana-de-agucar com os demais organismos
(GOMES, 2013); iii) Por fim, existe também a possibilidade de contaminacao com tais

organismos nas nossas amostras.

51
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H Arabidopsis thaliana
B Oryza sativa

m Homo sapiens

B Mus musculus

W Rattus norvegicus

W Bos taurus

B Zea mays
4,39

2,75

H Outros

2,54

2,43

Figura 16. Distribuicdo (%) das espécies mais representadas dentre as proteinas
correspondentes aos genes da montagem do transcriptoma de cana-de-
acgucar anotados com o banco de dados UniProtKB/Swiss-Prot.

Para complementar a anotacdo dos transcritos, utilizamos outros bancos de
dados de referéncia da cana-de-agucar e organismos proximos (Tabela 5). Pudemos
observar que a maior porcentagem de anotacédo se deu contra variedades de cana-
de-agucar utilizadas no trabalho de Cardoso-Silva (2014) com 40% de genes
anotados, seguido pelo banco de ESTs de cana-de-agucar com 21,07%. As anotagdes
contra M. giganteus, S. bicolor e demais bancos relacionados a cana apresentaram
cerca de 20% de genes anotados.

A menor porcentagem de anotagido apareceu contra A. thaliana e sequéncias

de RNA mensageiro, com 0,24% e 0,41% de genes anotados, respectivamente.



Tabela 5. Resultados da anotagao do transcriptoma da cana-de-agucar contra os diferentes bancos de dados.

N NG d NG d ist Nidmero de Total de registros
Banco de dados de umero de umero de genes  [YUMero de regisiros registros unicos do banco de
referéncia genes anotados anotados noa unicos anotados na anotados na dados de
na montagem montagem (%) montagem o A
montagem (%) referéncia

PRINTS 3.236 2,43 480 0,36 2.106
Pfam 21.214 15,96 3.858 2,90 14.831
InterPro 21.195 15,94 4.609 3,47 27.002
ProDom 202 0,15 101 0,08 1.894
SMART 6.355 4,78 564 0,42 1.008
TIGRFAM 2.077 1,56 664 0,50 4.284
ProSiteProfiles 8.943 6,73 605 0,46 1.087
KEGG 1.573 1,18 108 0,08 -
Reactome 1.209 0,91 52 0,04 -
MetaCyc 1.014 0,76 457 0,34 -
UniPathway 1.002 0,75 138 0,10 -
SwissProt 5.213 3,92 15.224 11,45 547.357
Transcriptomas
BlastN/BlastN
S. bicolor 25.577 19,24 19.497 14,67 33.032
A. thaliana 320 0,24 351 0,26 27.416
M. giganteus 22.762 17,12 24.076 18,11 61.055
CARDOSO-SILVA et. al, 2014 53.678 40,38 51.697 38,89 72.269
SOaGl 27.245 20,50 41.374 31,13 121.342
SCG 9.002 6,77 11.061 8,32 36.871
S. officinarum
(UNIGENE) 15.841 11,92 12.398 9,33 15.394
Saccharum (ESTs) 28.007 21,07 105.915 79,68 285.138
Saccharum (mRNA) 541 0,41 555 0,42 744

€g
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Banco de dados de

Numero de
genes anotados

NUmero de genes
anotados na

NUmero de registros
unicos anotados na

Numero de
registros unicos

Total de registros
do banco de

referéncia na montagem montagem (%) montagem anotados na dados de
montagem (%) referéncia

tBlastX/tBlastX
S. bicolor 18.800 14,14 14.838 11,16 33.032
A. thaliana 3.449 2,59 3.772 2,84 27.416
M. giganteus 19.118 14,38 19.867 14,94 61.055
CARDOSO-SILVA et. al, 2014 53.684 40,38 48.971 36,84 72.269
SOaGI 25.783 19,40 38.734 29,14 121.342
SCG 7.641 5,75 9.330 7,02 36.871
S. officinarum
(UNIGENE) 15.667 11,79 12.111 9,11 15.394
Saccharum (ESTs) 26.538 19,96 101.068 76,03 285.138
Saccharum (mRNA) 600 0,45 535 0,40 744
Proteomas
BlastX/tBlastN
S. bicolor 16701 12,56 15606 11,74 33.032
A. thaliana 3512 2,64 4255 3,20 27.416

28]
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4.3.5 Padréao geral da expressao diferencial das cultivares

Apods o levantamento do numero de genes diferencialmente expressos (GDEs),
foi realizada uma categorizacdo destes genes comparando de maneira geral as
cultivares utilizando-se o resultado da anotagao do InterProScan e o programa WEGO
(YE et al., 2006). Nessa comparagao inicial ndo levou-se em consideragdo nenhum
tempo e nivel de estresse; a comparacéo foi feita entre as cultivares.

O programa WEGO permite criar um grafico através de uma classificagao
fornecida pelo Gene Ontology (GO), facilitando assim a visualizagao da anotagéo (YE
et al., 2006). O Gene Ontology classifica a anotagdo em trés categorias distintas:
Processos bioldgicos, Fungao molecular e Componente celular (ASHBURNER et al.,
2000).

Como pode ser verificado no grafico da Figura 17, foram identificados 11.655
genes diferencialmente expressos, sendo 5.796 genes diferencialmente expressos
induzidos na cultivar sensivel, e 5.859 genes diferencialmente expressos induzidos na
cultivar tolerante.

Além disso, é possivel observar que algumas classes se destacaram por
apresentarem um maior numero de GDEs, mas sem diferenga significativa entre as
cultivares. As classes funcionais mais representadas (5 a 10% de genes
diferencialmente expressos induzidos em tolerante e sensivel) foram ligacdo e
atividade catalitica, na categoria funcao molecular, e processo celular e processos

metabdlicos na categoria processos bioldgicos.
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Figura 17. Categorizacao dos genes diferencialmente expressos comparando as duas
cultivares, tolerante e sensivel, submetidas ao déficit hidrico prolongado.
Grafico gerado pelo Programa WEGO, através da classificagao fornecida
pelo Gene Ontology.

4.3.5.1 Genes diferencialmente expressos induzidos na cultivar tolerante (SP81-
3250)

Dentre os GDEs induzidos identificados (Tabela 6), a cultivar tolerante
apresentou um GDE induzido relacionado a transducdo molecular, a histidina quinase
— dominio de transferéncia de fosfato (Hpt). A maioria dos sistemas de transdugao de
sinal de procariotos e eucariotos usa esquemas de fosfotransferéncia envolvendo dois
componentes conservados, uma proteina histidina quinase (HK) e uma proteina
reguladora de resposta (RR). A HK é regulada por estimulos ambientais, e realiza a
autofosforilagdo de um residuo de histidina, criando um grupo fosfato de alta energia
que é posteriormente transferido para um residuo de aspartato no dominio RR. A

fosforilagdo induz uma alteragdo conformacional que resulta na ativacdo de um
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dominio associado, efetuando respostas que podem causar alteragbes na fisiologia
celular, muitas vezes regulando a expressdo do gene (STOCK; ROBINSON;
GOUDREAU, 2000).

Além destes dois dominios de sinalizagdo, alguns sistemas de dois
componentes contém um outro dominio de sinalizagdo comum, denominado dominio
de transferéncia de fosfato (Hpt) que contém histidina. A grande maioria dos dominios
Hpt de organismos procariotos séo parte do dominio de multi-quinases, enquanto que
em eucariotos sdo encontrados em proteinas separadas e independentes. Dominios
Hpt possuem aproximadamente 120 aminoacidos de comprimento e contém um
residuo de histidina, capaz de participar em reacdes de transferéncia de fosfato. Eles
possuem finalidade dupla, atuando como receptores e doadores de fosfato. A
presenca de dominios Hpt e a utilizagdo de sistemas de varias etapas sugerem outros
pontos de regulagéo da via de sinalizagdo (STOCK; ROBINSON; GOUDREAU, 2000).

Na Tabela 6 observamos na cultivar tolerante, a indugdo de um gene do
complexo de proteinas Exo70 que participa do processo de exocitose. A exocitose &
um processo no qual as membranas de vesiculas intracelulares fundem-se com a
membrana plasmatica levando a uma continuidade entre o meio intra e extracelular.
Assim, realiza duas funcbes: a fusdo das membranas vesicular e plasmatica, e a
liberacdo dos conteudos intravesiculares para fora da célula. Desta forma,
desempenha fungdo essencial para o crescimento e desenvolvimento da planta,
principalmente para o crescimento apical em plantas (MORAES, 2005).

Para esse processo de exocitose € necessario o complexo exocyst. Esse
complexo é formado por oito subunidades: SEC3, SEC5, SEC6, SEC8, SEC10,
SEC15, EXO70, e EXO84, que variam em tamanho e sao recrutados por diferentes
mecanismos (LI et al., 2010).

Acredita-se que a subunidade SEC3 é independente do citoesqueleto de actina,
enquanto a EXO70 é parcialmente dependente da actina F (actina filamentosa)
(FINGER et al., 1998; BOYD et al.,, 2004). A Actina F aciona muitos processos
celulares, incluindo a morfogénese, divisao e migracao celular (HOLMES, 2009).

Em nosso trabalho, a expressdo de genes relacionados a Exo70 pode estar

relacionada com a maior migracdo e movimentacdo de células, responsaveis por



58

desencadear respostas a deficiéncia hidrica como o alongamento da raiz,
proporcionando maiores condigdes de sobrevivéncia diante do estresse.

A cultivar tolerante apresentou um gene relacionado a uma familia de DNA
helicase, a Pif1 (Tabela 6). As DNA helicases desempenham papéis essenciais na
replicacéo, reparagcéo e recombinagdo de DNA em todos os organismos (KNOLL;
PUCHTA, 2011).

A maioria das helicases de varios organismos tém sido classificadas em duas
superfamilias, SF1 e SF2, com base na conservagao de sete motivos de helicase. As
helicases Pif1 sdo membros da superfamilia de SF1 e tém sido encontradas em todo
os eucariotos, de levedura a humano, partilhando um elevado grau de conservagao
(BOULE; ZAKIAN, 2006), sendo essenciais para a manutencéo do genoma nuclear e
mitocondrial (BOCHMAN; SABOURIA; ZAKIANA, 2010).

No trabalho realizado por Umate, Tuteja e Tuteja (2010) foram identificados em
Arabidopsis e arroz 115 e 113 genes, respectivamente, pertencentes a familia
helicase. Dos 113 genes encontrados em arroz, 64 foram homoélogos a Arabidopsis,
leveduras e humanos. Os resultados revelaram que a expressao de genes helicase é
profundamente regulada sob varias condi¢des de estresse, fornecendo uma base para
a caracterizacdo mais profunda de cada tipo helicase.

A inducdo de genes da familia helicase na cultivar tolerante em cana-de-agucar
sugere uma relagao com o estresse hidrico. Esse resultado esta de acordo com o que
foi descrito no trabalho de Knoll e Puchta (2011), que demonstrou que os genes da
familia helicase em plantas parecem exercer um papel predominante na modulagao

das respostas ambientais.



Tabela 6. Categorizagao dos genes diferencialmente expressos induzidos na cultivar tolerante (SP81-3250), em comparagao
a cultivar sensivel (RB855453)

Categoria  Classe Genes Anotacao InterPro (IIJC;EgSIa:e%) (éc;gg':e%)
c0 g125596  Signal transduction histidine kinase, phosphotransfer (Hpt) domain -1,1692 -1,1474
c0_g85180 7TM GPCR, serpentine receptor class g (Srg) -1,5643 -1,5218
Funcdo Transdugio c0_g36381 lonotropic glultamate re<_:eptor . . _ _ _ _ -1,9778 -1,9567
Molecular Molecular c0_g57464 P_AS fold;Seljn_e-th_reonlne/ty_rosme-proteln_ _kl_nase cgtalytlc domaln;P_AS domgln;Proteln -1,5823 1,5418
kinase domain;Serine/threonine/dual specificity protein kinase, catalytic domain
c0_g130103 Siganl transduction histi_dine kinase EnvZ-like, dimerisation/ 7.7462 7.0977
phosphoacceptor domain
c0 g21585 UspA;Exocyst complex protein Exo70 -1,6920 -1,6675
c0_g23007 UspA;Exocyst complex protein Exo70 -2,3371 -1,1692
c0 g44106 DNA helicase Pif1 like;Helitron helicase-like domain;DNA helicase -1,6174 -1,5816
c0 g47588 UspA;Exocyst complex protein Exo70 -1,1647 -1,1282
DNA polymerase beta, thumb domain;DNA polymerase beta, palm domain;DNA
c0_g91470 polymgrage family X, beta-like;DNA polymerase Iaen byda, fingers domaﬁw;DNA polymerase -1,2157 - -1,1789
c0 g105210 Endonuclease V -1,0041 -1,0084
c0_g72187 Q—box dom.ain—con’Fai.ning protein .kinase family protgin;_U-box domain-coptaining protein -1,1862 -1,1393
kinase family protein;U-box domain-containing protein kinase family protein
Processos Resposta a c0_g10016 DNA hel?case Pif1 Iike. _ -1,5998 -1,5842
Biolégicos estresse c0 g106663 DNA helicase;DNA helicase Pif1 like -5,1519 -4,9713
Mitochondrial carrier protein;Helitron helicase-like domain;DNA helicase;DNA helicase
c0_g23843 P, . . -2,7447 -2,7273
Pif1 like;Mitochondrial substrate/solute carrier
c0_g4556 DNA helicase;DNA helicase Pif1 like -4,3910 -4,2934
c0_g58503 DNA photolyase, FAD-binding/Cryptochrome, C-terminal;DNA photolyase, N-terminal -1,3012 -1,2611
c0_g59009 Helitron helicase-like domain;DNA helicase;DNA helicase Pif1 like -1,7492 -1,7054
c0_g68641 DNA helicase;DNA helicase Pif1 like -8,6507 -7,9816
c0 _g78701 DNA helicase;DNA helicase Pif1 like -2,4557 -2,4179
c0_g94988 DNA helicase Pif1 like -2,5039 -2,4778
c0_g97444 DNA .recombination and repair pro’Fein Rad§1, C-termina!;Dl\_lA recombingtion ar_wd repair 22,1700 12,1262
protein RecA, monomer-monomer interface;DNA recombination and repair protein
c0_g434 Bet v | domain -6,5840 -6,5369

69
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Categoria  Classe Genes Anotacgéo InterPro (II)oEgSFe%) (é?g;%)
c0_g65939 Membrane insertase OXA1/ALB3/YidC -1,1405 -1,1064

c0_g56360 ;iihopr?eS22:$9Dér;1e;gélltt_lgg_srfzf;zin?lgrétjr (Ij(l;(;iiliT domain; Pre-SET zinc-binding sub- 12,8221 12,7335

c0_g61487 Pre-SET domain;Pre-SET zinc-binding sub-group;SRA-YDG -3,0358 -3,0262

c0_g10016 DNA helicase Pif1 like -1,5998 -1,56842

c0_g106663 DNA helicase;DNA helicase Pif1 like -5,1519 -4,9713

Efﬁ.‘if;iﬁi ggmponen tos _C0_g44106  Helitron helicase-like domain;DNA helicase;DNA helicase Pif1 like -1,6174  -1,5816
celulares c0_g4556 DNA helicase;DNA helicase Pif1 like -4,3910 -4,2934

c0_g47588 DNA helicase Pif1 like -1,1647 -1,1282

c0_g59009 Helitron helicase-like domain;DNA helicase;DNA helicase Pif1 like -1,7492 -1,7054

c0_g68641 DNA helicase;DNA helicase Pif1 like -8,6507 -7,9815

c0_g78701 DNA helicase;DNA helicase Pif1 like -2,4557 -2,4179

c0_g94988 DNA helicase Pif1 like -2,5039 -2,4778

c0_g62432 Microtubule-associated protein, MAP65/Ase1/PRC1 -1,1763 -1,1281

09
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4.3.5.2 Genes diferencialmente expressos induzidos na cultivar sensivel (RB855453)

Ap0s a categorizagao dos GDEs (Figura 17) observamos que a cultivar sensivel
obteve expressao de genes induzidos em duas categorias em que a cultivar tolerante
nao expressou nenhum gene diferencialmente expresso, como fragmentos de virus e
crescimento. A Tabela 7 apresenta tais categorias com os genes relacionados com
estas funcgdes.

No presente trabalho, a cultivar sensivel expressou genes induzidos
relacionados a proteinas ribossomais, que catalisam a ligagao entre dois aminoacidos
na sintese de proteinas.

Essas proteinas que compdéem o rRNA sdo nomeadas de acordo com a
subunidade do ribossomo a que pertencem. A subunidade pequena, € nomeada do
S1 ao S31, e a subunidade grande € nomeada no L1 ao L44 (RAMAKRISHNAN;
MOORE, 2001; MAGUIRE; ZIMMERMANN, 2001).

A funcdo dessas proteinas € organizar e estabilizar a estrutura terciaria do
rRNA, e exercem atividades cruciais de decodificacdo e transferéncia de peptideos
baseados no RNA, desempenhando papel ativo nas funcdes que podem ter evoluido
para agilizar o processo de sintese protéica (SANYAL; LILJAS, 2000;
RAMAKRISHNAN; MOORE, 2001).

A cultivar sensivel apresentou proteinas induzidas localizadas na subunidade
pequena do ribossomo (S7, S13, S17 e S23) e também proteinas localizadas na
subunidade maior (L1, L6 e L24). Essas proteinas podem estar desempenhando papel
fundamental de resposta, aumentando a velocidade da sintese de proteinas, como
forma de contornar o estresse apds sua percepgao.

A cultivar sensivel apresentou ainda genes induzidos relacionados ao
crescimento como o COBRA, plant (Tabela 7). As proteinas da familia COBRA estao
envolvidas na determinacao da orientagao da expansao celular, com papel importante
na deposigao de celulose na parede celular (REA; VATAMANIUK; RIGDEN, 2004).

A parede celular primaria de plantas combina propriedades unicas de forga e
rigidez além de plasticidade e viscosidade, que auxiliam no crescimento e protegao
das células. Tais propriedades derivam da natureza dos diferentes componentes da

parede: microfibrilas de celulose, embebida em uma matriz amorfa e hidratada (65%
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de agua) de hemicelulose, pectinas e glicoproteinas. A expansédo celular depende
diretamente do controle local destas estruturas (ROUDIER et al., 2005).

As microfibrilas de celulose representam o componente mais importante no
controle da expansao celular, e sua auséncia resulta numa perda rapida de
crescimento (ROUDIER et al., 2005).

Expressando as proteinas da familia COBRA, provavelmente, a cultivar
sensivel pode evitar a auséncia de celulose na parede celular, como forma de manter
o crescimento mesmo sob déficit hidrico.

Na cultivar sensivel, houve expressao induzida também do gene GrpE (GroP-
like gene E), que codifica uma proteina que auxilia na troca de nucleotideos das
proteinas de choque térmico — HSP70 (Heat Shock Proteins) (Tabela 7).

A resposta ao estresse celular € um mecanismo evolutivamente conservado,
que permite as células responderem as condicdes metabdlicas e ambientais adversas.
Essa resposta € representada, em nivel molecular, pela indugdo da sintese de
diferentes tipos de proteinas com funcéo de protecao celular, quando submetidas a
estresses bidticos e/ou abibticos, as quais estdo associadas a expressao de proteinas
de choque térmico (ARAP, 2003).

As chaperonas moleculares interagem com diversos substratos protéicos para
auxiliar na adequada conformacao tridimensional de proteinas recém-formadas. Elas
exercem papel importante durante o estresse celular prevenindo a formacao de
proteinas com conformagao tridimensional incorreta (BORGES; PEROTO; RAMOS,
2001; VANTINI et al., 2015).

Consequentemente as proteinas de choque térmico auxiliam na recuperacao
celular apds o estresse reparando proteinas mal-formadas ou entdo promovendo sua
degradagao. As proteinas reguladas pela glicose (glucose-regulated proteins — GRP)
séo exemplos de chaperonas conhecidas (ARAP, 2003).

Genes codificantes de GRPs sao regulados por auxina, acido abscisico, seca,
frio, ferimentos, luz, temperatura, salinidade, encharcamento e patdégenos, com
padrdao de expressao bem diversos, variando em fungcdo do desenvolvimento e do
tecido/érgéo analisados (POERSH, 2011).
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Bocca et al (2005) afirmam que os genes codificantes de GRPs s&o finamente
regulados durante o desenvolvimento bem como sob muitas influéncias externas,
tendo em muitos casos regulagao tecido-especifica.

A atividade da co-chaperona GrpE é atuar como fator de liberagao de
nucleotideos do ADP da Hsp70 podendo trabalhar como um sensor térmico.
(HARRISON, 2003; CAGLIARI, 2009).

Portanto, no presente trabalho, a expressao induzida do gene GrpE na cultivar
sensivel sugere que a planta esteja fazendo uso também deste mecanismo de
protecao celular, quando submetida ao déficit hidrico.

Neste trabalho, a cultivar sensivel apresentou também um gene induzido
relacionado a atividade antioxidante, com anotagao no InterPro de Plant peroxidase,
Haem peroxidase (Tabela 7). Em plantas submetidas a condi¢gbes de seca ocorre um
aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS), como o radical
superoéxido (O2), peroxido de hidrogénio (H202), radical hidroxila (OH") e o oxigénio
singlet (O2") (JALEEL et al., 2007), que causam peroxidagéo dos lipideos e danos nos
pigmentos, proteinas e acidos nucléicos (PRICE; HENDRY, 1991; SMIRNOFF,1993).

As peroxidases exercem importantes funcbées na defesa antioxidante
removendo peréxidos, incluindo o peréxido de hidrogénio. Ao remover os peroxidos,
as plantas podem reduzir a formagao de radicais livres e minimizar os danos causados
pelo estresse oxidativo, através de enzimas de varredura de radicais livres como a
catalase (CAT), superodxido dismutase (SOD), guaiacol peroxidase (POD) e enzimas
do ciclo ascorbato-glutationa, como a ascorbato peroxidase (APx) (PURVIS;
SHEWFELT, 1993).

As peroxidases estdo relacionadas com os processos de crescimento e
diferenciacao celular, e mudancas morfogenéticas em resposta aos estresses fisico,
quimico e bioldgico. O aumento da atividade desta enzima em plantas submetidas a
estas condigdes pode ser fator determinante da capacidade de adaptacdo dessas
plantas (PIZA; LIMA; BRASIL, 2003).



Tabela 7. Categorizagao de genes mais expressos na cultivar sensivel (RB855453), em comparacgao a cultivar tolerante

(SP81-3250)

. Anotacao logFC logFC
Categoria Classe Genes InterPro (DESeq) (EdgeR)
c0_g63988 Potato leaf roll virus readthrough protein 8,2803 8,1956
RNA-directed RNA polymerase, luteovirus;Luteovirus group 1 coat protein;Peptidase
g:lrzgornente Z;agirxltasntos c0_g79161 S39B, luteovirus;RNA-directed RNA polymerase, catalytic domain;Luteovirus Orf2 8.0120 8.0114
putative replicase 1;Luteovirus VPG protein;Sugarcane yellow leaf virus (SCYLV), ’ ’
Orf0
c0_g30020 Coatqmer beta subunit, C-terminal; Coatomer beta subunit, appendage platform 1,5992 1,6383
domain
c0_g14836 Mitochondrial brown fat uncoupling protein; Mitochondrial substrate/solute carrier 1,4909 15550
c0 9123018 UDP-galactose transporter; Nucleotide-sugar transporter 3,0680 3,0845
Endonuclease/exonuclease/phosphatase;Reverse transcriptase domain; Reverse
c0_g128466 transcriptase zinc-binding domain; E2F/DP family, winged-helix DNA-binding 1,6759 1,7143
domain
co g101910  Mitochondrial glycoprotein 1,2996 1,3343
Fragmentos X .
de organelas c0_g103803 Gamma-tubulin complex component protein 1,7088 1,7620
c0_g95023 Gamma-tubulin complex component protein 2,4154 2,4554
Funcs c0_g10853 Mitochondrial substrate/solute carrier 5,5451 5,3218
¢ao - . . . - — .
Molecular c0_g78369 Rlboss_.omal pro'teln IT1/r|bosomaI biogenesis protein; Ribossomal protein L1, 17986 18616
— bacterial-type Zinc Finger, ' '
c0 _g16433 Ribosomal protein S7, bacterial/organellar-type;Ribosomal protein S7 domain 1,3320 1,3969
c0_g71959 RING-type; Rephca'uon termination factor 2, RING-finger; Photosystem Il PsbP, 12463 1,2979
oxygen envolving complex
c0_g118783 Ea?riZi:;I;{eCS-llke protein, C-terminal, eukaryotic; Rad21/Rec8-like protein, N- 1,0760 11271
Regulagdo de c0_g74851 GrpE nucleotide exchange factor 1,4263 1,4823
enzimas c0_g90447 PRONE domain 1,1674 1,1878
] c0_g30020 Coatqmer beta subunit, C-terminal;Coatomer beta subunit, appendage platform 1,5992 1,6383
Molécula domain
Estrutural c0_g12654 Ribosomal protein S13 1,0825 1,1339
c0_g16433 Ribosomal protein S7 domain;Ribosomal protein S7, bacterial/organellar-type 1,3320 1,3969

¥9
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Categoria Classe Genes Anotagido InterPro (II)oEgSFe%) (é(:jggFeCI:Q)
c0_g49460 Ribosomal protein L24 1,3599 1,3934
c0_g74560 Ribosomal protein L6, bacterial-type;Ribosomal protein L6, alpha-beta domain 1,5295 1,5996
Molécula c0_g76629 Ribosomal protein S17, archaeal/eukaryotic;Ribosomal protein S17 1,9920 2,0431
Estrutual c0_g78369 FIjrigtoesismal protein L1, bacterial-type;Ribosomal protein L1/ribosomal biogenesis 1,7986 1,8616
c0_g86191 Ribosomal protein S23, eukaryotic/archaeal;Ribosomal protein $12/S23 2,0223 2,0870
Antioxidante c0_g21368 Plant peroxidase;Haem peroxidase, plant/fungal/bacterial 1,7599 1,8178
c0 g4744 EF-hand domain;NADPH oxidase Respiratory burst 1,0145 1,0411
Fungio c0_g10585 DNA-binding WRKY 1,6786 1,8537
Molecular c0_g123089 AP2/ERF domain _ _ 1,0240 1,0548
c0_g128466 EndonL_Jclease/_exon_ucl_ease/pho_sphatase;Reve_rse _transcrlp_tase do_ma_ln;Revers_e 16759 17143
— transcriptase zinc-binding domain;E2F/DP family, winged-helix DNA-binding domain ’ ’
c0_g132647 DNA-binding WRKY;HAT dimerisation domain, C-terminal;Zinc finger, BED- 6.3247 6.2331
Regulagédo da type;hAT-like transposase, RNase-H fold ’ ’
transcrigao c0_g16589 Basic-leucine zipper domain 1,5280 1,5664
c0_g38455 DNA-binding WRKY 1,8150 1,8181
c0_g66075 Leucine-rich repeat,DNA-binding WRKY;NB-ARC 4,0763 4,1019
c0_g68180 DNA-binding WRKY 1,5651 1,6073
Ankyrin repeat-containing domain;Transcription factor, K-box;Zinc finger, RING-
c0_g93997 type);/AnkyriFr:: repeat;Transgcription factor, MA%S-box ) 1,3047 1,3390
Processos
Biologicos  Biogénesede ., 13,457  CORRA, plant 77824  7,8048
componentes
celulares
c0 _g83750 Plus-3 domain, subgroup;Plus-3;SWIB/MDM2 domain 3,1022 3,1510
Crescimento  c0_g84427 COBRA, plant 7,7824 7,8048
= Reverse transcriptase zinc-bindin domain;Zinc finger, CCHC-
E;?g;?g:o c0_g11417 type;Endonuclease/exgnucIease/phosphatase?Reverse transcriptase dom%in;DiacngcheroI 3,4322 3,4802
kinase, catalytic domain
c0_g12346 E_rotein kinase C-like, .pho.rbol ester/diagylglycerol-bir_mding dpmain;DiacngcheroI 15163 1,5687
inase, accessory domain;Diacylglycerol kinase, catalytic domain
c0_g121330 ferritin 4 1,1236 1,1578

g9
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Categoria Classe Genes Anotacgéo InterPro (II)oEgSFe%) (é(:jggFeCI:Q)
c0_g119598 '(I:'ztlglryet?CO)gr;rg;Taln,Protem kinase domain;Serine/threonine/dual specificity protein kinase, 8,3272 7.9082
c0_g13282 Thioredoxin domain;Thioredoxin-like fold 1,0866 1,1160
c0_g39167 Thioredoxin domain;Thioredoxin-like fold 1,8731 1,9081
c0_g69132 Thioredoxin domain;Thioredoxin-like fold 7,3280 7,1310
c0_g77585 Thioredoxin domain;Thioredoxin-like fold 1,8140 1,8791
c0_g80930 Thioredoxin domain 8,7958 8,8462
c0 _g93185 Thioredoxin domain;Tetratricopeptide repeat; Tetratricopeptide repeat-containing domain 1,4393 1,4758
c0 g129677 DNA helicase;DNA helicase Pif1 like 8,2697 7,9021
c0 g6174 DNA helicase;Replication factor A, C-terminal;DNA helicase Pif1 like 1,5994 1,6381

Small GTP-binding protein domain;Small GTPase superfamily, Ras type;Ran GTPase;Small
c0_g133695 GTPase superfamily, Rho type;Small GTPase superfamily;Small GTPase superfamily, Rab 1,0526 1,1135
type;Small GTPase superfamily, ARF type
NAF domain;NAF/FISL domain;Protein kinase domain;Serine/threonine/dual specificity protein
c0_g26345 kinase, catalytic domain P yP 1,0467 1,0990
Small GTP-binding protein domain;Small GTPase superfamily, Ras type;Ran GTPase;Small
Processos Regulagao c0_g63037 GTPase superfamgilyp,) Rho type;Small GTPase superfaF;nin;SmyaII GTP):s)e superfamily, 1,8076 1,8621
Biolégicos biolégica c0_g92967 Small GTP-binding protein domain;Small GTPase superfamily, Ras type;Small GTPase 17374 17706
superfamily, Rho type;Small GTPase superfamily;Small GTPase superfamily, Rab type ’ ’
Signal transduction histidine kinase, core;Signal transduction histidine kinase EnvZ-
c0_g9926 like, dimerisation/phosphoacceptor domain;Histidine kinase-like ATPase, C-terminal 2,0598 2,1005
c0_g10896 Ribosome-inactivating protein 1,0865 1,1078
c0_g11010 Ribosome-inactivating protein 1,2970 1,3205
c0 g1993 Ribosome-inactivating protein 7,7932 7,6943
c0_g32030 Ribogpme—inact?vatﬁng proteir!;Protein' kinase = domain;Serine/threonine/dual 3.8288 3.8894
specificity protein kinase, catalytic domain
c0_g43491 Ribosome-inactivating protein 2,4544 2,5098
c0 g105521  Auxin response factor 1,1259 1,1361
c0_g108500  NAC domain;Zinc finger, BED-type 8,5004 8,0737
c0_g112736  Zinc finger, C2HC5-type 1,7371 1,7331
c0_g123573  NAC domain;Zinc finger, BED-type 7,1341 6,6617
c0_g125381 B3 DNA binding domain;Auxin response factor 1,0201 1,0342
c0 g130760 NAC domain 1,3994 1,4303

99
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Categoria Classe Genes Anotacgéo InterPro (II)oEgSFei) (é(:jggFecI:R)
c0_g16367 Mitochodrial transcription termination factor 1,1112 1,1579
c0 _g26214 NAC domain 1,9261 1,9545

Processos Regulagao c0_g32050 Homeobox_domain;ELK;KNOX2;Homeobox KN domain 1,0625 1,0701

Biolégicos biolégica c0_g35974 NAC domain 1,4074 1,4815
c0_g48604 AUX/IAA protein;Aux/IAA-ARF-dimerisation 1,0581 1,0589
c0 _g15188 Zinc finger-XS domain; XS domain 1,9657 1,9825
c0_g38286 Uncharacterised domain XH;XS domain 1,2280 1,2596

19
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4.3.6 Expresséao génica diferencial aos 30, 60 e 90 dias de estresse

Na Figura 18, podemos observar o resultado da categorizagdo dos 15.966
genes diferencialmente expressos (GDEs induzidos) ao longo do tempo (30, 60 e 90
dias de déficit hidrico) nas duas cultivares.

Ao observar a categorizacdo em cada um dos trés tempos estudados,
verificamos aos 30 dias um maior numero de genes induzidos na cultivar sensivel,
sendo que essa mesma cultivar apresenta GDEs em categorias que a cultivar
tolerante ndo possui GDEs induzidos. Essas categorias sdo crescimento, antioxidante
e viruléncia, as quais se mantém apenas na cultivar sensivel nas trés épocas, com
pequenas alteragdes na quantidade de genes envolvidos em tais categorias. Aos 30
dias, a cultivar sensivel apresenta uma quantidade maior ou igual de GDEs induzidos
em comparagao com a cultivar tolerante na maioria das categorias (Figura 18 A)

Aos 60 dias de estresse, o numero de genes induzidos na cultivar sensivel
(5103) € menor do que o numero de genes induzidos em 30 dias (5822), entretanto
esse numero ainda € maior do que os GDEs da cultivar tolerante, a qual teve um
aumento de 4877 aos 30 dias para 5073 aos 60 dias. Essa cultivar apresentou também
um aumento de genes envolvidos em regulagdo enzimatica e resposta a estimulos,
ultrapassando assim a cultivar sensivel nestas categorias (Figura 18 B).

Aos 90 dias de déficit hidrico, o numero de genes diferencialmente expressos
induzidos na cultivar tolerante ultrapassa o numero dos mesmos para a cultivar
sensivel (6001 na tolerante e 5004 para a sensivel). Além disso, na categoria
regulacdo enzimatica ocorre uma queda na expressao de GDEs da cultivar tolerante

e um aumento para a cultivar sensivel (Figura 18 C).
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Figura 18. Categorizagao dos genes diferencialmente expressos (GDEs) induzidos nas
duas cultivares estudadas em cada um dos tempos amostrais. A- 30 dias;
B-60 dias e C- 90 dias de déficit hidrico.
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A relagcdo entre os genes diferencialmente expressos induzidos que sao

comuns ou exclusivos dentro de cada cultivar, nas trés diferentes épocas amostrais

(30, 60 e 90 dias), estao representados no Diagrama de Venn (Figura 19).
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Figura 19. Diagramas de Venn mostrando o numero de genes que foram induzidos
nas cultivares tolerante (A) e sensivel (B) nos tempos de 30, 60 e 90 dias
apos estresse. Os diagramas mostram o numero de genes induzidos em
cada tempo e o0 numero de genes que SA0 exXpressos em comum ou Sao
exclusivos de cada tempo.

4.3.6.1 Analise de agrupamentos de perfis de expressao diferencial para a cultivar
tolerante (SP81-3250)

Para a analise de clustering foram selecionados os genes diferencialmente
expressos comuns entre as trés diferentes épocas amostrais. Esse numero de genes
foi de 6361, sendo 3154 induzidos na cultivar tolerante em relagao a cultivar sensivel
e 3207 genes induzidos na cultivar sensivel em relagdo a cultlivar tolerante (Figura
19).

A andlise agrupou os genes em quatro clusters (de acordo com a razdo de
log2FC de uma cultivar em relagéo a outra): dois contendo genes induzidos na cultivar

sensivel (o primeiro com valores de log2FC de 0 a 6,0 e o segundo com valores entre
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6,0 e 14,0) e dois contendo genes induzidos na cultivar tolerante (valores de log2FC
de 0 a -6,0 no primeiro cluster e -6,0 a -14,0 no segundo).

Para cada um dos clusters gerados foram analisados os 20 genes com 0s
maiores valores de log2FC que puderam ser anotados através das metodologias
descritas no Material e Métodos.

No cluster 1, onde agruparam-se os genes induzidos na cultivar tolerante
(Tabela 9) em relagcédo a cultivar sensivel, foi possivel identificar uma proteina nao
caracterizada (LOC100845726- Brachypodium distachyon), composta pelo dominio
proteico conservado Peptidase_S10, serine carboxypeptidase (Pfam00450).

As peptidases (proteases, proteinases ou enzimas proteoliticas) sdo enzimas
que quebram ligacbes peptidicas, a ligacdo covalente mais importante que une os
aminoacidos para formar peptideos e proteinas. Nesse processo, uma molécula de
agua é utilizada e por isso, as peptidases sao classificadas como hidrolases. Essas
proteinas, identificadas a partir de tomate silvestre e Arabidopsis, catalisam a
transacetilagdo no metabolismo secundario em plantas (SHIRLEY; CHAPPLE, 2003),
e além do papel nutricional, onde hidrolisam grandes cadeias polipeptidicas em
pequenas moléculas que a célula possa absorver, estdo envolvidas também em
outros processos biolégicos, como formagéo e germinagéo de esporos e ciclo celular
(FEDATTO, 2004).

Tais proteinases ja foram identificadas em folhas de tomate em resposta a
ferimentos (MOURA; BERGEY; RYAN, 2001), e o genoma de Arabidopsis possui
cerca de 51 proteinas anotadas para as enzimas de carboxipeptidase (FRASER et al.,
2007).

Liu et al. (2008) também encontraram tais enzimas em folhas, raizes, caules
e espiga de arroz sob estresse bidtico e oxidativo. Nesse estudo, plantas transgénicas
de Arabidopsis com expressao constitutiva de um gene para essa enzima
(OsBISCPL1) foram geradas e os ensaios de resisténcia a doengas indicou que as
plantas transgénicas mostraram maior resisténcia a doenca, em comparagao as
plantas do tipo selvagem. Além disso, as plantas modificadas, também mostraram
uma tolerancia aumentada ao estresse oxidativo.

Os resultados em nosso trabalho sugerem que as enzimas carboxipeptidases

podem estar envolvidas também no processo de tolerancia ao déficit hidrico,
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desencadeando uma cascata de resposta na auséncia de agua, o que favorece o
melhor desempenho da planta. O comportamento deste gene ao longo do tempo pode
ser observado no grafico da Figura 20. Notamos que ele diminui sua expressao
gradativamente até os 60 dias e depois se mantém constante.

Identificou-se ainda na cultivar tolerante a enzima, 4-cumarato: coenzima A
ligase (4CL) (Tabela 8), uma enzima chave nas vias metabdlicas para
fenilpropandides e biossintese dos flavondides (GUI; SHEN; LI, 2011). Estas vias
fenilpropandides geram diferentes classes de compostos naturais (metabdlitos
secundarios) com fungdes essenciais no desenvolvimento das plantas e das
interagdes ambientais, tais como lignina para suporte estrutural, flavonas e flavonois
para protecao UV, antocianinas, chalconas e auronas como pigmentos para a atragao
de polinizadores e os distribuidores de sementes e isoflavonas para defesa de
patégenos (HAMBERGER; HAHLBROCK, 2004).

As plantas necessitam de trés enzimas para a reagdo sequencial da via geral
de fenilpropandides: fenilalanina amoénia-liase (PAL), cinamato 4-hidroxilase (C4H), e
4-cumarato: CoA-ligase (4CL). Como ultima enzima da via fenilpropanoide geral, a
4CL regula a ativagdo do acido cindmico e seus derivados para seus tioésteres
correspondentes. Estes tioésteres sao intermediarios para vias centrais especificas
que conduzem a sintese de flavondides e lignina (HAHLBROCK; SCHEEL, 1989;
DIXON; PAIVA, 1995; DOUGLAS, 1996), os quais controlam as varias funcoes
fisiolégicas em plantas e facilitam a adaptagao as perturbacdes ambientais (DIXON;
PAIVA, 1995).

A lignina é responsavel pela protegado dos polissacarideos da parede celular
contra a degradagao microbiana e proporciona suporte mecanico para toda a planta.
Seu teor varia de acordo com o tipo de célula em estudo (VANHOLME et al, 2010;
NEUTELINGS et al, 2011).

Em um estudo com Hibiscus cannabiuns submetido a periodos de restricao
hidrica, ocorreu maior transcrigdo de um gene 4CL nos tempos iniciais (7 dias) apos
a retencao da agua, e, em seguida, diminuiu nos tempos posteriores (CHOWDHURY
etal., 2013).

As alteracgdes no teor de lignina e a expressao do gene podem ser dependentes
dos tecidos e o tempo de exposigao a seca (VINCENT et al., 2005; FAN et al., 2006;
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YANG et al., 2006; LEE et al., 2007; YOSHIMURA et al., 2008). Além disso, a seca
pode causar redugdo do crescimento com deposicdo de lignina e aumento da
expressao de genes de lignina, tais como PAL, C3H, 4CL, CCoAOMT, COMT, CAD e
POD. O aumento da deposi¢cdo de lignina prejudica a extensibilidade da parede
celular, diminui a expansao da parede da célula e reduz o crescimento, o que poderia
ser benéfico para a disponibilidade de agua (FAN et al., 2006).

Em nosso trabalho, a expressao deste gene diminui gradativamente até os 90
dias de estresse (Figura 20).

No cluster 1, encontrou-se um gene induzido na cultivar tolerante com pico de
expressao aos 30 dias de estresse com diminui¢cao aos 60 e 90 dias (Figura 20). Esse
gene foi anotado como pathogenesis-related protein PRB1-3-like, que possui o
dominio Cysteine-rich secretory protein family (CRISPs), um grupo de glicoproteinas,
ainda pouco conhecido em plantas. Essas glicoproteinas s&o ricas no aminoacido
cisteina em sua estrutura principal. Os residuos de cisteina sdo oxidados para cistina
em proteinas, com a formacao de ligagdes dissulfeto, que desempenha um papel no
enovelamento de proteinas e a estabilizagao da estrutura terciaria (SEVIER; KAISER,
2002). Em nosso trabalho, supde-se que essas glicoproteinas, podem estar atuando
durante o estresse celular prevenindo a formacdo de proteinas com conformacao
tridimensional incorreta durante o déficit hidrico.

A cultivar tolerante apresentou um gene com anotagao de cullin-1-like com pico
de expressao aos 60 dias de estresse e diminuicdo apods esse periodo (Figura 20).

As proteinas cullin funcionam como suportes moleculares que tém papéis
cruciais na modificacdo pos- traducional de proteinas celulares que envolvem
ubiquitina. S&o encontradas em Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans,
Arabidopsis thaliana e leveduras. Estudos genéticos em varios organismos modelo
ajudaram a desvendar uma série de fungdes fisioldgicas associadas com as proteinas
cullin, e podem assim, ter um impacto sobre uma multiplicidade de processos
bioldgicos, incluindo crescimento celular, desenvolvimento, transdugdo de sinal,
controle transcricional, integridade genémica e supressdo de tumores (SARIKAS;
HARTMANN; PAN, 2011).

Em Arabidopsis, essas proteinas regulam a sinalizagdo hormonal, as respostas
a luz, ritmos circadianos e fotomorfogénese (HOTTON, CALLIS, 2008). O papel da
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proteina cullin tipo 1 (CUL1) , esta relacionado ao controle do ciclo celular, e é
compreendida em consideravel detalhe (SARIKAS; HARTMANN; PAN, 2011).

Identificamos ainda nas plantas tolerantes um gene induzido que codifica uma
aquaporina (AQP) com baixa expressao aos 30 e 90 dias e aumento aos 60 dias
(Figura 20). Sabe-se que o crescimento e desenvolvimento das plantas s&o
dependentes de regulagdo do movimento da agua na planta. A difusdo de agua
através das membranas celulares é facilitada por aquaporinas que fornecem os meios
para modificar de forma rapida e reversivel a permeabilidade a agua. Isto é feito
mudando a densidade e atividade de aquaporina na membrana, incluindo
modificagdes pos-traducionais e interacdo com proteinas que atuam sobre o seu
trafego. Dessa forma, elas podem agir em conjunto com a regulagao dos estématos,
bem como na condutividade de raizes e folhas (CHAUMONT; TYERMAN, 2014;
JARZYNIAK; JASINSKI, 2014).

Duas visdes opostas existem hoje sobre as fungdes de AQPs em plantas sob
estresse hidrico. A primeira é que o aumento da AQP pode fornecer niveis adicionais
para a planta lidar com estresse hidrico, o que se verifica com a indug&o ou ativacao
de aquaporinas durante estresse hidrico. A segunda visdo € que as plantas tentam
evitar a perda excessiva de agua por queda na expressdo de AQPs durante a
desidratagdo (HACHEZ; ZELAZNY; CHAUMONT, 2006).

Alexandersson et al. (2005) mostraram diferentes padroes de expressao de
genes AQP em Arabidopsis sob estresse hidrico. A tendéncia geral foi uma sub-
regulagao de trés genes relacionados com subfamilias das AQP. Curiosamente, estes
trés genes sdo modestamente expressos em raizes e altamente expressos em folhas
e / ou flores.

Um estudo com sorgo identificou um total de 41 genes de AQP, que foram
classificadas em quatro subfamilias (PIPs, TIPs, NIPs e SIPs), dispersos de maneira
desigual em todo o genoma. Essas plantas foram submetidas a déficit de acido
abscisico (ABA), estresse hidrico, frio e calor, e a analise de transcrigao destes genes
em diferentes tecidos revelou que podem desempenhar um papel importante no
crescimento e desenvolvimento da planta (REDDY et al., 2015).

Em cana-de-acucar, 42 isoformas distintas de aquaporinas foram expressas a

partir de raizes de cana com genotipo tolerante e sensivel a seca. Nessas isoformas
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foi possivel identificar as quatro subfamilias de aquaporinas. Trés genes foram
validados via qRT-PCR e revelaram que a resposta ao estresse € especifico de cada
gendtipo (SILVA et al., 2013).
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Figura 20. Comportamento de cinco genes induzidos na cultivar tolerante em relagao
a cultivar sensivel (Cluster 1) ao longo do tempo (30, 60 e 90 dias).



Tabela 8. Descrigdo dos genes encontrados no Cluster 1 ap6s blastx contra banco de dados nao redundante (“nr”)

CLUSTER 1 - Cultivar Tolerante

Log2FC
Gene Tamanho Anotacgéo e-value Identidade Acesso - 9 - -

(bases) 30dias 60dias 90 dias

c0_g35613 687 ?é’ggzsgfzgﬁ’” SORBIDRAFT_019003115 4 00E.76  62%  XP_002466185.1 -57939 -2,4004 -2,4077
PREDICTED: uncharacterized protein o

c0_g103113 271 LOC100845726 [Brachypodium distachyon] 6,00E-05 89% XP_003557772.2 -5,2990 -2,8906 -2,8670
c0_g13807 447 ?é’ggzsgf%gﬁfs’” SORBIDRAFT_019022470 5 noe.06  97%  XP_002467277.1 -4,8455 -3.8674 -3,0834
c0_g28316 320 Zg’:}gé faTrgD,.;a‘fif:]“mar ate—CoAligase-like 1- g5 hoE 51 81%  XP_004985664.1 -4,7440 42272  -2,9402
c0_g105192 697 Nenhuma similaridade significativa encontrada - - - -4,7326  -4,3727 -2,9445
c0_g88019 374 fn};plfggﬁzz’ protein [Stenotrophomonas 3.8 33% WP 0321273171 -4,6577 -4,4468 -2,8587
c0_g20954 1306 Nenhuma similaridade significativa encontrada -4,6533 -3,9895 -2,6449
c0_g132246 991 hypothetical protein [Yersinia rohdei] 20 30% WP_032817318.1 -4,6042 -3,9610 -3,2596
c0_g19700 302 Phospholipase D LcsSicTox-betalC1(PLD) 5,00E-10 54% C0JB40.1 -4,5911  -3,7599  -3,1096
c0_g90410 1105 Nenhuma similaridade significativa encontrada - - - -4,5639 -3,3830 -3,0874
c0_g71234 446 Nenhuma similaridade significativa encontrada - - - -4,5544  -39854 -2,6972
c0_g116365 522 Nenhuma similaridade significativa encontrada - - - -4,5469 -41775 -2,4155
c0_g33047 333 hypothetical protein [Shewanella baltica] 8.3 44% WP_012088333.1 -4,5407 -3,7649 -3,0135
c0_g96208 377 ?é’ggzsgfzggﬁ’” SORBIDRAFT_049013083 7 hoe 05 60%  XP 0024537501 -45072 -4,2066 -2,3839
c0_g45025 315 hypothetical protein [Enterococcus moraviensis] 2.7 33% WP_010766294.1 -4,4635 -3,8302 -2,8029
c0_g75701 773 Nenhuma similaridade significativa encontrada -4,4463 -4,1976 -3,3673
c0_g109367  ego  Uncharacterized protein LOC100191850 [Zea ¢ oo 49 g1y, NP 0011307461 -44021 -38721  -2,6312

mays]

9/


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242037581
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242037581
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_721629988
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_721629988
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/721629988?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S16SEA9G01N
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242039765
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242039765
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242039765?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S16TSWE7013
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_514821987
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_514821987
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/514821987?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S16V0X68013
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_692316477
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_692316477
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/692316477?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S17957XV013
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_696237594
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/696237594?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S17D1136013
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/292630552?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S17F98PR016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/501036332?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S17VACR5013
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242064922
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242064922
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242064922?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S17WJ7PY013
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_498460885
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/498460885?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S17XMFWR013
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_212275566
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_212275566
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/212275566?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S188WK85013

Continuagao

Tamanho Log2FC

Gene Anotacgéo e-value Identidade Acesso - - -
(bases) 30dias 60dias 90 dias

OSJUNBb0O062H02.17 [Oryza sativa Japonica

c0_g123719 2425 Group] 0.0 58% CAD40278.2 -4,4015 -3,6691 -2,9725
c0_g63207 2708 Nenhuma similaridade significativa encontrada - - - -4,3721  -3,5565 -2,7979
c0_g8749 859 Nenhuma similaridade significativa encontrada - - - -4,3574  -3,6517  -3,0228

hypothetical protein SORBIDRAFT_03g046922

c0_g93284 16 [Sorghum bicolor]

1,00E-05 84% XP_002459158.1 -4,3506 -4,6297 -2,4984

hypothetical protein B456 _012G151700

c0_g35220 315 [Gossypium raimondii]

3,00E-15 43% KJB77699.1 -4,1599  -5,1735 -2,1312

PREDICTED: PQ-loop repeat-containing protein

c0_g85905 373 1 isoform X3 [Mandrillus leucophaeus]

5.3 48% XP_011831262.1 -4,0087 -4,0236 -3,2090

hypothetical protein SORBIDRAFT 039026710

c0_g69234 1684 [Sorghum bicolor]

8,00E-71 99% XP_002458083.1 -3,9873 -4,1435 -3,4923

hypothetical protein LOC_0s12930780 [Oryza

c0_g7644 659 sativa Japonica Group] 1,00E-11 57% ABA98304.1 -3,8948 -4,1003 -2,7597
c0_g120750 800 Nenhuma similaridade significativa encontrada -3,8692 -4,1127 -3,8220
c0_g111898 1983 1. oRg?(l)?;EsDﬁ%n[csh:t; arf;e,gfc‘;f’ otein 0.0 88%  XP 0049670611 -3.8475 -3,9178 -4,1165
c0_g109175 430 Nenhuma similaridade significativa encontrada - - - -3,8230 -4,6884 -3,5324
c0_g109313 721 Nenhuma similaridade significativa encontrada - - - -3,8209 -4,1895 -3,4315
c0_g64038 520 Nenhuma similaridade significativa encontrada - - - -3,8208 -4,1124 -3,1273

PREDICTED: putative disease resistance o
c0_g107652 699 protein RGA4-like [Setaria italica] 1,00E-31 56% XP_004967143.1 -3,8158 -3,8758 -3,9991
c0_g88488  4p5  refrotransposon protein, putative, unclassified 4 goe g5 319, AAX95863.1 37669 -37733 -4,3134
[Oryza sativa Japonica Group]
c0_g64412 2507 T REDICTED: uncharacterized protein 0.0 51%  XP_ 0049546451 -37444 -3.8143 -4.3694

LOC101755730 [Setaria italica]

Ll


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_38346992
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_38346992
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/38346992?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S18AMYTY013
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242060025
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242060025
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242060025?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S18TN20N013
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_763810797
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_763810797
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/763810797?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S18VVW54013
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_795114476
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_795114476
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/795114476?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S18XF5V7013
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242057875
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242057875
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242057875?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S18ZTJMP013
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_77555508
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_77555508
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/77555508?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S1913VKC016
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_514770685
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_514770685
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/514770685?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S19AR1MB013
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_514771012
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_514771012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/514771012?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S19NWRHU013
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_62733754
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_62733754
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/62733754?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S19R51C201N
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_514721075
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_514721075
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/514721075?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S19S5V42016

Continuagao

Log2FC
Gene Tamanho Anotacgéo e-value Identidade Acesso - 9 - -
(bases) 30dias 60dias 90 dias
c0_g94137 201 Nenhuma similaridade significativa encontrada - - - -3,7405 -4,2204 -2,6682
PREDICTED: uncharacterized protein 3,00E- o
c0_g96212 1555 LOC101766936 [Setaria italica] 145 58% XP_004967999.1 -3,7350 -4,5958 -3,3299
c0_g113944 480 [TZ’Z Aa" nﬁgﬁgﬁhet’ca’ protein ZEAMMBY73_658394 & oo 15 859, DAA56665.1  -37248 -3.9464  -3,1231
c0_g18041 526 Putative aquaporin TIP1-2 [Aegilops tauschii] 1,00E-04 93% EMT32480.1 -3,7203  -4,0583 -3,2579
0 g36339 632  [ypothetical protein SORBIDRAFT_069015900 4 q4r g3 g7, XP 0024464231 -3.6844 -38186 -2,9227
[Sorghum bicolor]
c0_g108784 942 putative str/pe rust resistance protein Yr10 5,00E- 829 AAM94294 1 .3.6840 -3.9583 -4.0414
[Sorghum bicolor] 134
0 g53720 477  PREDICTED: pathogenesis-related protein 500E-10  88%  XP_008651988.1 -3,6737 -41102 -4,0332
PRB1-3-like [Zea mays]
PREDICTED: uncharacterized protein o
c0_g111898 1983 LOC101775145 [Setaria italica] 0.0 88% XP_004967061.1 -3,8475 -3,9178 -4,1165
PREDICTED: putative disease resistance o
c0_g107652 699 protein RGA4-like [Setaria italica] 1,00E-31 56% XP_004967143.1 -3,8158 -3,8758  -3,9991
c0_g88488  4p5  [efrotransposon protein, putative, unclassified 4 gor g 319, AAX95863.1 37669 -3,7733  -4,3134
[Oryza sativa Japonica Group]
PREDICTED: uncharacterized protein o
c0_g64412 2507 LOC101755730 [Setaria italica] 0.0 51% XP_004954645.1 -3,7444  -3,8143 -4,3694
c0_g108784 942 putative strlpe rust resistance protein Yr10 5,00E- 829% AAM94294 1 36840 -3,9583 -4,0414
[Sorghum bicolor] 134
c0_g133833 100  [Wpothetical protein SORBIDRAFT_069002845 7 g0k 5o 569, XP 0024475311 -3,6555 -3,7185 -3,9789
[Sorghum bicolor]
c0_g115870 322 Nenhuma similaridade significativa encontrada - - - -3,6273 -4,0117 -4,1848
c0_g87629 2985 ‘é’;’;fll’;}ed protein product [Oryza sativa Japonica , 40% BAC15618.2  -3,5378 -3,8456 -3,9473
c0_g28427 237  !9and-gated channel protein [Rhodobacter 6.2 33%  WP_044249893.1 -34178 -42253 -4,3831

sphaeroides]
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_514774516
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_514774516
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/514774516?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S19V5NA1013
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_414879534
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_414879534
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/414879534?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S1A0PU7V013
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_475624122
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/475624122?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S1A2CW38013
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242072974
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242072974
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242072974?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S1A3ARG5013
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_22208465
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_22208465
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/22208465?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S1A5CV7R013
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_670422115
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_670422115
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/670422115?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S1A7EPVC01N
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_514770685
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_514770685
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/514770685?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S1ATWUTP013
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_514771012
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_514771012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/514771012?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S1AV4RVC016
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_62733754
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_62733754
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/62733754?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S1AW9JWZ013
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_514721075
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_514721075
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/514721075?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S1AX5YC5013
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_22208465
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_22208465
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/22208465?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S1A5CV7R013
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242075190
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242075190
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242075190?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S1B8XZGG013
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_31044099
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_31044099
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/31044099?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S1BBRRAP01N
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_763392812
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_763392812
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/763392812?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S1BCW8DM013

Continuagao

Log2FC
Gene Tamanho Anotacgéo e-value Identidade Acesso - 9 - -
(bases) 30dias 60dias 90 dias
c0_g60869 270 Nenhuma similaridade significativa encontrada - - - -3,3746  -4,0896 -4,4724
c0_g16579 949 g’ggﬁﬁgj’ﬂgjgf‘;’” SORBIDRAFT_099009990 2,10105- 64%  XP 0024408671 -33414 -3.8630 -3,9708
c0_g40033 463 Nenhuma similaridade significativa encontrada - - - -3,3382 -3,3434 -3,8018
c0_g133170 914 Nenhuma similaridade significativa encontrada - - - -3,2666  -3,5603 -4,2722
c0_g22295 323 ?é’ggzsgf%ggg’” SORBIDRAFT_079028100 7 00E 41 70%  XP_ 0024459241 -32220 -3,3655 -3,9035
c0_g52129 952 Nenhuma similaridade significativa encontrada - - - -3,2193  -3,6634 -4,3826
PREDICTED: ankyrin repeat, PH and SEC7
c0_g58819 538 domain containing protein secG-like [Setaria 0.009 57% XP_004964171.1  -3,2175 -3,4154 -4,0523
italica]
c0_g108342 430  LySRfamily transcriptional regulator 14 38% WP 037337706.1 -32106 -3,5215 -4,4403
[Salinisphaera hydrothermalis]
c0_g119650 2454 ?é’ggzsgfzggﬁ’” SORBIDRAFT_069010506 g g0 61 439  XP 0024476331 -3.1811 -35760 -4,3856
c0_g13138 978 gc;e;gg;ansfer ase, GNAT [Bacillus cereus 0.84 33% EEK45605.1  -3,1401 -32041 -4,5008
c0_g2664  13gg  ypothetical protein PISMIDRAFT_13860 2.1 24% KIK19170.1  -31253 -35856 -3,8268
[Pisolithus microcarpus 441]
c0_g113354 1295  Ascorbate peroxidase [Medicago truncatula] 0.015 79% XP_003612205.1 -6,1074  -2,3993 -3,5181
c0_gd6753 331 [TZ’: Aa" nf;g‘}’/‘;;het’ca’ protein ZEAMMBY73_957883 4 o4 63% DAAGO311.1  -58134 29777 -2,9846
c0_g106139 803 Nenhuma similaridade significativa encontrada - - - -5,7566  -2,3089 -3,7091
c0_g80365 581 Nenhuma similaridade significativa encontrada - - - -5,1230 -2,5012 -2,9431
c0_g33807 756 7{52;”2723; 9” otein Os|_09298 [Oryza sativa ¢ qqr g5 799, EAY87878.1  -50825 -2,0987 -2,8890
c0_g11694 450  ypothetical protein [Nocardiopsis 3.4 35% WP 0407257721 -50038 -2,5481 -3,7964

chromatogenes]
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242090069
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242090069
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242090069?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S1BFCWRA013
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242082311
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242082311
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242082311?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S1CMTRZE01N
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_514758970
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_514758970
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_514758970
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/514758970?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S1BXJHBA01N
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_739477818
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_739477818
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/739477818?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S1BYSG3P01N
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242075394
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242075394
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242075394?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S1C0RA0901N
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_228587541
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_228587541
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/228587541?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S1C2BKS401N
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_750962266
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_750962266
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/750962266?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S1C4CJRE01N
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_357483837
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/357483837?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S1CTZ3JX013
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_414884297
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_414884297
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/414884297?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S1CUVBVA016
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_125541483
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_125541483
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/125541483?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S1CZRGK9013
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_750443894
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_750443894
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/750443894?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S1D17SEX016

Continuagao

Log2FC

Gene Tamanho Anotacgao e-value Identidade Acesso - 9 - -
(bases) 30 dias 60 dias 90 dias
c0_g15969 485 Nenhuma similaridade significativa encontrada - - - -4,9306 -2,3922 -4,5939
c0_g40218 831  hypothetical protein [Sphingomonas sp. DC-6] 9.1 39% WP 0300917011 -48366 -2,1877 -2,7548
c0_g54148 1474 ?é’ggzsgfzgﬁ)ﬁ’” SORBIDRAFT_039002980 94%  XP 0024550111 -4.8222 -2,6184 -3,8020
c0_g112490 1236 'C’;‘argfze"’ke protein [Oryza sativa Japonica 1’105095 75% BAD68127.1  -4,7678 -3,1403  -3,2466
c0_g92220 322 Nenhuma similaridade significativa encontrada - - - -4,7362  -3,1536  -3,5467
c0_g107649 422 ?gggzsgfzgﬁﬁ” SORBIDRAFT_059003620 ¢ g0 05 73%  XP 0024503161 -4.6564 -2,8209 -3,8348
c0_g19165 461 ?ggf;ﬁﬁgfzgﬁ)ﬁ’” SORBIDRAFT_02g001620 5 g0 57 839,  XP_002461366.1 -4,5960 -2,4065 -2,7983
c0_g50821 1150 . gg%f;f%é%”g:t; argel;’:,ﬁ:‘;]p’ otein 2,00E-84  83%  XP 0049805531 -45914 -32779  -4,1191
c0_g9400 286 f&gzgfhg‘zgﬁg’ogggﬁ‘g -binding protein 43 43%  WP_ 0409943151 -4,5807 -2,7937 -3,6389
c0_g30089 694 Nenhuma similaridade significativa encontrada - - - -4,5691  -3,1714  -3,1913
c0_g103739 216 hypothetical protein [Enterococcus avium] 7.3 35% WP_016178288.1 -4,5575 -2,7809 -3,4066
c0_g22750 672 ?ﬁ,’ﬁj‘ﬁgi%‘gjgg;‘e’” PRUPE_ppa021335mg 6,00E-04  81%  XP 0072034041 -45495 -30301 -3,3254
c0_g82002 995 dplfjg?,’,%s[’ + cullin-1-like [Brachypodium 2,00E-08  71%  XP_003568930.1 -4,5207 -3,1528 -3,5232
c0_g14616 410 Nenhuma similaridade significativa encontrada - - - -4,5170  -2,3528 -3,5973
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_662140348
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/662140348?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S1DBRUGP013
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242051731
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242051731
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242051731?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S1DF9ZNV013
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_55296801
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_55296801
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/55296801?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S1DJR7KY013
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242070079
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242070079
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242070079?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S1DSC2U5016
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242047240
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242047240
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242047240?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S1DU3MU3016
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_514811517
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_514811517
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/514811517?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S1DWCYS5016
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_751285580
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_751285580
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/751285580?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S1E8AUV8013
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_510803519
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/510803519?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S1EAFUC7016
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_595812435
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_595812435
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/595812435?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S1EBJ952013
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_357134651
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_357134651
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/357134651?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S1EDCPP0013
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No cluster 2 da cultivar tolerante foi identificado uma proteina de membrana de
ligacao de esterdides (membrane steroid-binding protein 1—MSBP1) (Tabela 10), com
pico de expressao aos 30 e 90 dias de estresse (Figura 22).

Essa proteina que também foi identificada e caracterizada em Arabidopsis
thaliana, funciona como um regulador negativo de alongamento e expansao celular
(YANG; XU; XUE, 2005) e também da sinalizagao de brassinosterdides (BRs) (SHI et
al., 2011).

Yang, Xu e Xue (2005), em seu experimento verificaram que as plantas
transgénicas com baixa expressdo de MSBP1 demonstraram fendtipos de hipocétilo
longo, reduzindo assim a capacidade de ligacdo dos esterdides. Por outro lado,
plantas transgénicas superexpressando MSBP1 mostraram um aumento na
capacidade de ligacdo de esterdides de membrana, e exibiram um fendtipo de
hipocatilo curto.

O alongamento celular reduzido de MSBP1, foi relacionado com a expresséo
alterada de genes envolvidos no alongamento de células, tais como as expansinas,
indicando que uma maior quantidade de MSBP1 afeta vias para o alongamento
celular. Além disso, a expressdo de MSBP1 em hipocotilos é suprimida pela escuridao
e ativada pela luz, o que sugere que MSBP1 atua como um regulador negativo do
alongamento das células. (YANG; XU; XUE, 2005).

Também no cluster 2, identificamos um gene com pico de expressao aos 30 e
60 dias de estresse (Figura 22), com anotacao para uma proteina nao caracterizada
(LOC101772414). Essa proteina apresenta a regido MuDR family transposase, uma
regidao encontrada em proteinas vegetais. O elemento MuDr regula a transposi¢ao de
uma familia de elementos transponiveis Mu (Mutator) que estao presentes no genoma
do milho em grande numero de copias (EMBRAPA, 2010).

Os elementos transponiveis podem ser divididos em duas grandes classes,
com base no mecanismo utilizado para a transposi¢éo, e na organizagao estrutural do
elemento. Os elementos MuDR se incluem na classe Il que compreende os elementos
que se transpdem diretamente de DNA a DNA, chamados de transposons e usam a
transposase, uma enzima codificada por eles. Esses elementos de classe || podem se

excisar precisamente do sitio original e se inserir em um novo local do genoma,
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podendo, até mesmo, reverter mutagdes originalmente causadas pela sua insergao
(DEPRA, 2005).

De acordo com Cruz (2012), através do projeto SUCEST (Sugarcane EST
Project), dentro da caracterizagdo dos genes hipotéticos da cana, as familias mais
representadas dos elementos de classe Il foram MuDr, Ac e Tam3. Tais elementos
foram encontrados expressos em diferentes tecidos e ao longo de diferentes estagios
de crescimento da planta.

Ainda no cluster 2 identificamos um gene com descrigdo E3 SUMO-protein
ligase. Essas proteinas SUMO (Small ubiquitin-related modifier), ligam-se de forma
covalente e modificam outras proteinas que participam de diversos processos
celulares, incluindo regulagéao da transcri¢ao, o transporte nuclear, a manutencao da
integridade do genoma, e a transducéao de sinal (JOHNSON, 2004).

Em plantas, as proteinas SUMO estéo intimamente relacionadas a resposta a
estimulos ambientais, incluindo o calor, o frio, a seca, salinidade , e ainda, a
modulagao de acido abscisico e outros hormdénios, bem como a homeostase de
nutrientes (ZHANG et al., 2013).

Em Arabidopsis, a seca induz um acumulo das proteinas SUMO, um processo
parcialmente dependente da ligase E3 - SIZ1. A SIZ1 parece agir positivamente na
tolerdncia a seca mostrando sensibilidade desde curto a longos prazos de
desidratacdo (CASTRO et al., 2012).

As E3 ligases estao envolvidas com a via de ubiquitinagéo e portanto, controlam
numerosos processos celulares. A maioria delas, identificadas até o momento,
parecem facilitar as respostas a estimulos ambientais modulando a abundancia dos
principais fatores de transcricdo (LYZENGA; STONE, 2012).

Com a identificagdo de um numero crescente de E3 ligases que regulam as
respostas a estresses abidticos, os mecanismos de modo de agao das E3 estéo se
tornando mais definidos (Figura 21). Essas ligases podem funcionar por meio da
supressdo da via de sinalizagdo de estresse durante condicbes favoraveis de
crescimento, ou atenuando- a quando as condicbes melhoram, permitindo o
crescimento. As E3 ligases também podem exercer fungdo dentro de um ciclo de

feedback positivo para aumentar a sinalizagéo ao estresse (Figura 21).
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Figura 21. Regulacédo do estresse abidtico via sinalizacéo por E3 ligases. A planta
perceber os sinais de estresse através de sensores (desconhecido) e o
sinal € enviado via horménios vegetais, mensageiros secundarios e
reguladores da transcricdo. A expressao induzida dos genes de estresse
e facilitada por fatores de transcrigéo (TF). As E3 ligases tendem a regular
os componentes da via de sinalizagdo, principalmente os TFs. Na
auséncia de um sinal, as ligases podem suprimir a via de sinalizagéo, por
exemplo, promovendo a degradacao de um TF. E3 ligases pode exercer
uma funcdo dentro de um mecanismo de feedback para melhorar ou
atenuar o sinal do estresse. FONTE: LYZENGA; STONE, 2012.

Catala et al. (2007) em seus experimentos com Arabidopsis demonstraram que
mutantes que ndo possuiam a E3 - SlIZ1, quando submetidos ao déficit hidrico,
apresentaram menor tolerancia a seca e menor estatura por conta da menor
expressao de genes envolvidos na biossintese e sinalizagao de brassinosterdides. No
genoma de Arabidopsis, 1700 genes foram induzidos pela seca, sendo que o SIZ1 é
responsavel por mediar a expressao de 300 deles. Tais resultados reforcam que a E3
ligase desempenha papel importante na resposta a seca através da regulagdo da

expressao génica.
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Em cana de agucar, o longo periodo de estresse pode ter induzido um acumulo
dessas proteinas e consequentemente tolerancia ao déficit hidrico. De acordo com a
Figura 22 é possivel verificar que a expressao desse gene aumentou até os 60 dias
de estresse, mantendo-se constante até os 90 dias de déficit hidrico.

No cluster 2 da cultivar tolerante foi identificado um gene com anotagéo para a
proteina argonauta. Varias classes de proteinas argonautas e pequenos RNAs séo
encontradas em todos os organismos eucariotos e tém fungdes importantes em
processos diversos como o desenvolvimento embrionario, a diferenciagao de células
e silenciamento de transposons (HOCK; MEISTER, 2008).

Pequenos RNAs n&do codantes emergiram como moléculas chave na regulagéo
de varios processos bioldgicos. Em plantas, microRNAs (miRNAs) e RNAs de
interferéncia (iRNAs) representam a grande maioria da populacao de pequenos RNAs.
Estes sdo processados pelas enzimas DICER-LIKE (DCL1) e interagem com as
enzimas Argonautas (AGO), efetuando o silenciamento génico (PINOTI, 2012).

Para manter o crescimento e o desenvolvimento normal de uma planta, a
expressao do gene deve estar sob rigorosa vigilancia. Uma das vias regulatérias pos-
transcricional envolve pequenos RNAs (sRNA) que orientam as proteinas argonautas
aos seus objetivos especificos através de complementaridade de sequéncia, que
conduz ent&o a clivagem do mRNA ou inibi¢do da tradugéo. (SHAO et al, 2014).

As enzimas argonautas desempenham papéis cruciais no silenciamento de
RNA. Sao proteinas altamente conservadas e sdo definidas pela presenca dos
dominios PAZ e PIWI. Em Arabidopsis, a familia AGO compreende dez membros, e é
provavel que diversas fungdes de silenciamento de RNA estejam relacionadas com a
variagcdo nos membros dessas familias (QIAN et al, 2011).

Yigit et al (2006) relataram que o arroz possui 0 maior niumero de argonautas
entre as plantas, quase dobrando o numero relatado em Arabidopsis.

Qian e colaboradores (2011) em seu experimento, encontraram quase 0
mesmo numero de membros de AGO em milho e supdem que essas familias de
proteinas de milho, arroz e Arabidopsis partiiham grandes semelhancgas.

Em um estudo sobre estresse hidrico e estresse salino com Panicum virgatum,
foi observada uma alta expressdo de miRNAs conservados e de alguns miRNAS

recém identificados, induzidos pela seca e salinidade (XIE et al., 2014).
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Em cana de agucar, devido a auséncia da sequéncia gendmica, a identificagéo
de miRNAs é muito complicada. Seus precursores sdo altamente instaveis, tornando
a sua detecgao em ESTs de cana muito dificil (VETTORE et al., 2003).

Em uma revisdo sobre expressao de miRNAs em cana-de-agucar sob déficit
hidrico (GENTILE et al., 2015) afirma-se que o padrdo de expressao destes RNAs é
variavel, dependo das espécies, do tipo de tratamento, do tecido envolvido, da cultivar
e condi¢des de crescimento (campo, casa de vegetacao, por exemplo). Acredita-se
que os miRNAs s&o regulados por uma via complexa, e que as plantas podem ajustar
a expressao dos mesmos de diversas maneiras, de modo a lidar com diferentes fases

e intensidade do estresse hidrico.
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Figura 22. Comportamento de quatro genes induzidos na cultivar tolerante em relagao
a cultivar sensivel (Cluster 2) ao longo do tempo (30, 60 e 90 dias).



Tabela 9. Descrigdo dos genes encontrados no Cluster 2 ap6s blastx contra banco de dados nao redundante (“nr”)

CLUSTER 2- Cultivar Tolerante

Log2FC
Gene Tamanho Anotacgéo e-value Identidade Acesso - 9 - -

(bases) 30dias 60 dias 90 dias

c0_g34267 266 Nenhuma similaridade significativa encontrada - - - -11,1969 -7,9270 -10,4007
c0_gd716 1109 Fgggﬂﬁ:ff}'icp;gg'” SORBIDRAFT_019049310 3 0013 56%  XP_002468628.1 -11,0807 -9,0885 -11,3632
c0_g123767 1258 “m”:;‘s‘i"ade“zed protein LOC100384284 [Zea 5 00r 41 89% NP _001170317.1 -10,7337 -6,7775 -8,0049
c0_g117932 407 gg;hoevt:rf}; protein, conserved [Leishmania 3.9 34%  XP_003860095.1 -10,6848 -10,3079 -10,4829
c0_g110486 374 Fggg;?j;‘?ﬁéﬁg‘;fr'gaﬁ’oPTR—OOOSS175509 2.0 35%  XP_0023126212 -10,6131 -7,4380 -8,5454
c0_g35794 1102 membrane steroid-binding protein 1 [Zea mays] 1,00E-45 80% NP_001150181.1 -10,6042 -8,8465 -10,3494
c0_g103873 683 Nenhuma similaridade significativa encontrada -10,5365 -8,4416 -7,2568
c0_g85162 334 Fsygro;ﬂﬁ:ff‘)'icpggg'” SORBIDRAFT_02g004840 44 89%  XP_002461567.1 -10,5005 -8,1451 -6,4650
c0_g16445 1959 Ef;"r':]‘gyz]NA'b'”d'“g domain containing protein g 45 87%  NP_001151853.1 -10,3993 -8,0327 -0,8766

hypothetical protein PAXINDRAFT_130281 o ) ) )

c0_ga6198 1790 BP0 B e 200175 19 35% KIJ17846.1  -10,3635 -6,8858 -8,6876
c0_g3833 661 Fgg?gt:ﬁ::qczlicp;%ﬁm SORBIDRAFT_099004440 3 00E_14  98%  XP_002439324.1 -10,2765 -7,7049 -57771
c0_g78028 1596 Fggf;;‘ﬁ:}'q"f}'icp;gg'” SORBIDRAFT_029026130 5 00E.04  60%  XP 0024602951 -10,2266 -7,3450 -2,7485
c0_g82730 308 Nenhuma similaridade significativa encontrada - - - -10,2196 -9,0512 -9,6472
c0_g111924 436 Nenhuma similaridade significativa encontrada - - - -10,1944 -9,2801 -8,4163
c0_g90955 1371 Nenhuma similaridade significativa encontrada - - - -10,1836 -6,1907 -6,5783
c0_g105191 460 Nenhuma similaridade significativa encontrada - - - -10,1373 -9,1164 -9,2467
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242042467
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242042467
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242042467?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S34FP9B1015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_293335609
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_293335609
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/293335609?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S34HDWNB015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_398013807
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_398013807
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/398013807?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S34JN876015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/566184527?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S34KTMED01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_226494955
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/226494955?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=S34N3DFV015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242047642
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242047642
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242047642?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S34RHK35015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_226528110
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_226528110
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/226528110?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S34Y8USX015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_749842883
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_749842883
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/749842883?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S34ZYE7Z015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242086983
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242086983
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242086983?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S3514ENP01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242044848
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242044848
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242044848?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S354S5EU015

Continuagao

Log2FC
Gene Tamanho Anotacgao e-value Identidade Acesso - g. -

(bases) 30 dias 60 dias 90 dias

c0_g64180 1837 ESiE;'CTED: ankyrin-3-like isoform X1 [Setaria 83%  XP_004978963.1 -10,1348 -8,8773 -9,9306
c0_g56006 240 Sg?riirg::r:prﬁtg?st1lc7?l protein [Trichophyton 11 37%  XP_003019398.1 -10,1208 -7,0114 -7,6388
0 g84727  3p4  tungal zn(2)-Cys(6) binuclear cluster domain- 5.3 36% ELU45075.1  -10,1078 -7,6464 -7,2856

containing protein [Rhizoctonia solani AG-1 |A]
c0_g59082 726 F&‘fgggﬁg‘ﬁfg&‘m FE'L@?Q RAFT_819455 9.1 35% KIM83219.1  -10,0928 -8,2092 -7,4221
c0_g103873 683 Nenhuma similaridade significativa encontrada - - - -10,5365 -8,4416 -7,2568
0 g85162 334 Fggf;ﬁﬁ:fz'icpggg'” SORBIDRAFT_029004840 4 4¢ 89%  XP_002461567.1 -10,5005 -8,1451 -6,4650
c0_g3833 661 Fgggﬂﬁ;ci'icp;gg'” SORBIDRAFT_099004440 550k 14 98%  XP_002439324.1 -10.2765 -7,7049 -57771
c0_g78028 1596 Fsygf’;'ﬁﬁ:fi'icpéfétﬁ'" SORBIDRAFT_02g026130 5 50E 04 60%  XP_002460295.1 -10,2266 -7,3450 -2,7485
c0_g111924 436 Nenhuma similaridade significativa encontrada - - - -10,1944 -9,2801 -8,4163
0 g84727  3p4  1ungal zn(2)-Cys(6) binuclear cluster domain- 5.3 36% ELU450751  -10,1078 -7,6464 -7,2856
containing protein [Rhizoctonia solani AG-1 |1A]

c0_g59082 726 [‘%ﬁ’gggﬁg‘;a'cfgg’:m F;'ﬁgggRAFT—mg“% 9.1 35% KIM83219.1  -10,0928 -8,2092 -7,4221
c0_g119451 285 Egg?(')2;55%3“8”%‘$;t§;z;‘;;;‘t’;‘:]” 100E-04  81%  XP_006656192.1 -10,0846 -7,8960 -7,6353
c0_g74520 589 Nenhuma similaridade significativa encontrada - - - -10,0770 -10,1163 -10,2622
c0_g9636 909 hypothetical protein [Sorghum bicolor] 5,00E-06 59% AAD27576.1 -10,0615 -7,7728 -6,0682
c0_g116001 702 sa‘l"gggd protein [Hordeum vulgare subsp. 0.37 29% BAJ98001.1  -9,9738 -9.6432 -9,0279
c0_g22760 677 0Os11g0209000 [Oryza sativa Japonica Group] 2.8 69% NP_001067475.1 -9,9304 -10,0104 -9,0584
c0_g55261 2102 Egg%gg;%ﬁ”[czheaar?gfge‘j protein 5’10205‘ 49%  XP_008656787.1 -9,9080 -12,9819 -10,1087
c0_g113752 847  BnaA09g39630D [Brassica napus] 0.14 78% CDY113971  -9,8895 -9,7404 -9,3636
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_514808242
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_514808242
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/514808242?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S35FKZ3G015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_302655210
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_302655210
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/302655210?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S35GGPX201R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_443926408
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_443926408
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/443926408?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S35JP9CA015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_751734926
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_751734926
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/751734926?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S35JJCYN015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242047642
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242047642
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242047642?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S35VPEVD01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242086983
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242086983
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242086983?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S35X62KU015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242044848
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242044848
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242044848?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S35ZSWEJ015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_443926408
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_443926408
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/443926408?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S361VUVN015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_751734926
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_751734926
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/751734926?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S362TMK401R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_573947753
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_573947753
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/573947753?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S364JR1E015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_4680213
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/4680213?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S36C28KW015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_326488779
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_326488779
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/326488779?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S36DFJ68015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_115484663
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/115484663?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S36ENX3F014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_670432504
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_670432504
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/670432504?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S36G1R2R014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_674921739
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/674921739?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S36H9GUB01R

Continuagao

Log2FC
Gene Tamanho Anotacgao e-value Identidade Acesso - 9 - -
(bases) 30 dias 60 dias 90 dias

c0_g20750 670 :&E’:ﬂ}gfj'sc%'g’ﬁfég]cmﬂ 135 [Chondromyces 4 g, 29% EYF00148.1  -9,8661 -7,8434 -7,4957

c0_g111574 1435 'r‘ny:;;]het'ca' protein ZEAMMBY73_045866 [Zea g noe 11 469 AFW75917.1 97317 -94101 -8,5701

c0_g61029 376 [’X&?Qféf&airf’éﬁéﬂg d,gl]\/lTR_500075p001 94500 59 32% ERN04628.1  -9,7310 -9,9226 -8,9115
PREDICTED: uncharacterized protein o

©0_g120316 671 | Crn0ical et X1 [oen maye] 100E-15  97%  XP_008667181.1 -9,6350 -9.9459 -9,7815
PREDICTED: uncharacterized protein 5,00E- o

C0_g110526 1921 | Qo oy 76%  XP_004964132.1 -9,6303 -9,7530 -7,9080
PREDICTED: putative disease resistance

c0_g132393 1044  RPP13-like protein 3-like isoform X1 [Setaria ~ 4,00E-09  65%  XP_004967978.1 -9,5771 -8.4538 -7,8949
italica]

c0_g74520 589 Nenhuma similaridade significativa encontrada - - - -10,0770 -10,1163 -10,2622

c0_g22760 677  0s11g0209000 [Oryza sativa Japonica Group] 238 69% NP 0010674751 -9,9304 -10,0104 -9,0584

c0_g55261 2102 Egg?52256[;:1‘;”[02“63;?;’;9559‘1 protein 5'102095 49%  XP_008656787.1 -9,9080 -12,9819 -10,1087

0 g61029 376 [Xgﬂg;ﬂ;ﬂfgﬁ;‘g d’;']\"TR—SOOO75p°01 94500 5 329% ERN04628.1  -9,7310 -9.9226 -8,9115
PREDICTED: uncharacterized protein o

€0_g120316 671 | cin0icat et X tren maye] 100E-15  97%  XP_008667181.1 -9.6350 -9.9459 -9,7815
PREDICTED: uncharacterized protein 5,00E- o

C0_g110526 1021 | Qo aa] oy 76%  XP_004964132.1 -9,6303 -9,7530 -7,9080

c0_g60502 830 Nenhuma similaridade significativa encontrada - - - -9,4449 -9,4946 -9,0914

c0_g2552 1046 Nenhuma similaridade significativa encontrada - - - -9,3646 -9,4472 -9,6216

c0_g41538 1316 Nenhuma similaridade significativa encontrada - - - -9,2724 -9,7678 -9,4968

c0_g57553 521 gzs‘c’mgﬁﬁgfmte'” [Paraglaciecola 27 36% WP _007638827.1 -9.2228 -9,3867 -9,2811

0 g66251  go4  D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase [Bacillus 2.8 329% WP _026694004.1 -9.1933 -10,2747 -10,5388

kribbensis]
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_599561726
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_599561726
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/599561726?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S36JBJ91015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_413943268
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_413943268
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/413943268?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S36N31H6015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_548845137
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_548845137
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/548845137?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S36P7XNM015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_670371789
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_670371789
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/670371789?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S36RUSKP015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_514758814
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_514758814
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/514758814?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S36T48JC015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_514774424
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_514774424
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_514774424
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/514774424?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S36V6TKW015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_115484663
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/115484663?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S3B8ARAH015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_670432504
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_670432504
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/670432504?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S3BA0C88015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_548845137
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_548845137
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/548845137?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S3CVWUCC015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_670371789
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_670371789
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/670371789?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S3BCU73D015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_514758814
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_514758814
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/514758814?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S3BE4XB6015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_494912789
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_494912789
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/494912789?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S3BNVNVJ015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_651981779
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_651981779
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/651981779?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S3C1F9HV015

Continuagao

Log2FC
Gene Tamanho Anotacgao e-value Identidade Acesso - 9 - -
(bases) 30dias 60 dias 90 dias
c0_g114516 376 Fggfgtﬁﬁzfi'iggg'” SORBIDRAFT_029005615 4 50E 19 84%  XP_002459498.1 -9.1610 -10,1026 -9,3074
c0_g115226 756 Fggfgtﬁﬁzfi'iggg'” SORBIDRAFT_03g011873 7 50E 09 44%  XP_0024577031 -9,1567 -10,1410 -9,7034
c0_g43638 344 Eﬁig;ﬂuigrggg']” argonaute 16-like 0.006 90%  XP_010035500.1 -9,1127 -9.4484 -9,7392
c0_g116693 874 Nenhuma similaridade significativa encontrada - - - -9,0115 -10,7546 -10,3652
PREDICTED: sushi, von Willebrand factor type
c0_g10694 1101 A, EGF and pentraxin domain-containing protein 3.5 44% XP_006733545.1 -8,9415 -9,8215 -9,6653
1-like [Leptonychotes weddellii]
c0_g40659 250 hypothetical protein [Parasitella parasitica] 3.6 35% CEP08920.1 -8,9147  -9,1907 -9,6862
c0_g72868 2809 E';E%_Clﬁ2;&3?2’?2‘229:123;]‘93'3“”Ce 0.0 71%  XP_008649401.1 -8.8799 -04422 -9,8477
c0_g55616 1599 Nenhuma similaridade significativa encontrada - - - -8,8741  -8,9963 -8,7596
c0_g119185 2668 Nenhuma similaridade significativa encontrada - - - -8,8656 -9,2679 -7,3693
c0_g22760 677 0s11g0209000 [Oryza sativa Japonica Group] 2.8 69% NP_001067475.1 -9,9304 -10,0104 -9,0584
0 g55261 2102 Egg?52256[;:1‘;”[02“63;?;’;9559‘1 protein 5'102095 49%  XP_008656787.1 -9,9080 -12,9819 -10,1087
0 g61029 376 [Xgﬂg;ﬂ;ﬂfgﬁ;‘g d’;']\"TR—SOOO75p°01 94500 5 329% ERN04628.1  -9,7310 -9.9226 -8,9115
PREDICTED: uncharacterized protein o
c0_g120316 671 LOC100193501 isoform X1 [Zea mays] 1,00E-15 97% XP_008667181.1 -9,6350 -9,9459 -9,7815
PREDICTED: uncharacterized protein 5,00E- o
c0_g110526 1921 LOC101772414 [Setaria italica] 134 76% XP_004964132.1 -9,6303 -9,7530 -7,9080
c0_g60502 830 Nenhuma similaridade significativa encontrada - - - -9,4449 -9,4946 -9,0914
c0_g41538 1316 Nenhuma similaridade significativa encontrada - - - -9,2724 -9,7678 -9,4968
c0_g57553 521 ngg::ggﬁﬁ;fmte'” [Paraglaciecola 27 36%  WP_007638827.1 -9.2228 -9,3867 -9,2811
c0_g55616 1599 Nenhuma similaridade significativa encontrada - - - -8,8741  -8,9963 -8,7596
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242043254
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242043254
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242043254?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S3C31KD2015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242057115
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242057115
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242057115?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S3C5EW8Z01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_702489772
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_702489772
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/702489772?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S3C6MSKG015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_585162728
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_585162728
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_585162728
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/585162728?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S3CA5AWF01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_758368619
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/758368619?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S3CB627T015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_670417067
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_670417067
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/670417067?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S3CCKS0N015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_115484663
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/115484663?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S3CYNU0V015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_670432504
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_670432504
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/670432504?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S3D14HAF015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_548845137
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_548845137
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/548845137?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S3D2HPRT015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_670371789
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_670371789
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/670371789?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S3D4F180015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_514758814
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_514758814
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/514758814?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S3D5NUHX015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_494912789
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_494912789
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/494912789?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S3D949SS015

Continuagao

Log2FC
Gene Tamanho Anotacgao e-value Identidade Acesso - g. -
(bases) 30 dias 60 dias 90 dias
c0_g114516 376 Fggfgtﬁﬁzfi'iggg'” SORBIDRAFT_029005615 4 50E 19 84%  XP_002459498.1 -9.1610 -10,1026 -9,3074
c0_g115226 756 Fggfgtﬁﬁzfi'iggg'” SORBIDRAFT_03g011873 7 50E 09 44%  XP_0024577031 -9,1567 -10,1410 -9,7034
c0_g116693 874 Nenhuma similaridade significativa encontrada - - - -9,0115 -10,7546 -10,3652
PREDICTED: sushi, von Willebrand factor type
c0_g10694 1101 A, EGF and pentraxin domain-containing protein 3.5 44% XP_006733545.1 -8,9415 -9,8215 -9,6653
1-like [Leptonychotes weddellii]
c0_g119185 2668 Nenhuma similaridade significativa encontrada - - - -8,8656 -9,2679 -7,3693
c0_g57349 4931 giJul\Fl)l?bOOGZHOZﬂ 7 [Oryza sativa Japonica 0.0 57% CAD40278.2  -8,8288 -9,5929 -8,6824
c0_g121842 3348 2;’53;“?;‘;3:1Er:tg'rgbgc—O“ 1907260 [Oryza 0.0 66% AAX930411  -87156 -9,3504 -9,1723
c0_g121275  go3  PREDICTED: trem-like transcript 4 protein 43 33%  XP 0105874011 -8,6913 -10,3783 -8,9832
[Loxodonta africana]
c0_g120219 1265 Eg?f;f%e’f:rg‘ft';’:gé‘]’mte'” ligase Slz2-like 3 00E 03 779%  XP_ 0049776411 -8,6802 -10,0484 -9.7016
hypothetical protein ) o ) ) )
c0_g27202 413 B 14005460 [Sorghum bicolor] 00E-59  87%  XP_002489303.1 -86784 -0,0822 -89988
c0_g108135 1432  nypothetical protein SORBIDRAFT 059003840 575 450,  xp 0024490381 -85747 -86011 -6,1766

[Sorghum bicolor]
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242043254
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242043254
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242043254?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S3DH5MKN015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242057115
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242057115
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242057115?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S3DKD2NJ015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_585162728
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_585162728
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_585162728
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/585162728?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S3CA5AWF01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_38346992
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_38346992
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/38346992?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S3DWC4U101R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_62701968
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_62701968
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/62701968?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S3DXS8JF015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_731454324
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_731454324
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/731454324?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S3E29XJK015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_514805566
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_514805566
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/514805566?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S3E4V476015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_253761858
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_253761858
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/253761858?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S3E647VJ015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242067523
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242067523
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242067523?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S3E7U5TU015
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4.3.6.2 Analise de agrupamentos de perfis de expressao diferencial para a cultivar
sensivel (RB855453)

No cluster 3, onde agruparam-se os genes induzidos na cultivar sensivel em
relagéo a cultivar tolerante (Tabela 11), encontramos um gene com anotagéo para os
fatores de transcrigao basicos helix-loop-helix (HLH / bHLH), caracterizados por duas
alfa-hélices conectadas por um loop, os quais pertencem a uma familia de reguladores
de transcrigdo presentes em trés reinos eucariéticos. Muitas fungdes diferentes foram
identificadas para estas proteinas em animais, incluindo o controle da proliferagédo de
células e desenvolvimento de linhagens celulares especificas (HEIM et al, 2003).

Em plantas, pouco se sabe sobre a familia bHLH. Vantini et al. (2015)
trabalhando com cana-de-agucar e déficit hidrico, identificaram a expressao do fator
de transcricdo bHLH com trés dias de estresse hidrico. Em outro experimento, Heim
et al. (2003), determinaram que existem 133 genes bHLH em Arabidopsis thaliana, e
que pelo menos 113 deles sao expressos. Em seu estudo, doze subfamilias foram
identificadas e supbe-se que possuem papéis diferentes na célula vegetal e
desenvolvimento dos tecidos, bem como o metabolismo das plantas. Exemplos de
membros da familia bHLH de A. thaliana incluem as proteinas GLABRA3 (GL3),
importantes na diferenciagao celular dos tricomas, o “Phytochrome interacting factor
3” (PIF3), necessario para a sinalizacdo da luz mediada pelo foto-receptor do
fitocromo B (PhyB) e os produtos dos genes AtbHLHO044/BEE1, AtbHLHO58/BEE2 e
AtbHLHOS0/BEE3 que tém sido relacionados a multiplas vias de regulagdo do
crescimento e desenvolvimento das plantas.

Hao et al (2012), também trabalhando com A. thaliana concluiram que as bHLH
junto com fatores que interagem com fitocromo regulam o alongamento celular e o
desenvolvimento das plantas em resposta a luz e horménios.

Foi encontrado também na cultivar sensivel, uma proteina n&o caracterizada
que apresenta uma regido das proteinas fucosiltransferases, semelhante a familia das
glicosiltransferases, relacionados com a biossintese de polissacarideos da parede
celular e ligacdo de porgdes de agucar a varias moléculas pequenas, tais como
hormonios e flavondides (KEEGSTRA; RAIKHEL, 2001).
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Como todas as glicosiltransferases, as fucosiltransferases (FUTs) precisam de
dois substratos para catalisar a reagdo: um doador de agucar e um receptor
(MARTINEZ-DUNCKE et al., 2003).

As descri¢cdes das capacidades dessas proteinas em organismos-modelo como
Arabidopsis, Caenorhabditis e Drosophila tém sido escassos, e sua especificidade
ainda permanece desconhecida. Acredita-se que a biossintese de celulose (principal
componente da parede celular de plantas, responsavel pela rigidez e firmeza das
plantas) e embriogénese normal em plantas exigem certas enzimas que séo partes
da via de glicosilagcédo (WILSON, 2002).

A expressao desses genes ao longo do tempo pode ser observada no grafico
da Figura 23. Podemos verificar que a expressao deles é alta aos 30 dias, porém,

comega a decair até os 60 e se mantém constante até 90 dias.

6,0000
5,0000
4,0000
@)
[N
% 3,0000
o
-
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30 dias 60 dias 90 dias
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== H|H DNA-binding e ncharacterized protein LOC101755185

Figura 23. Comportamento de dois genes induzidos na cultivar sensivel em relagao a
cultivar tolerante (Cluster 3) ao longo do tempo (30, 60 e 90 dias).



Tabela 10. Descri¢cdo dos genes encontrados no Cluster 3 apds blastx contra banco de dados ndo redundante (“nr”)

CLUSTER 3 - Cultivar Sensivel

Log2FC
Gene Tamanho Anotacao e-value Identidade Acesso - -g -
(bases) 30 dias 60 dias 90 dias
c0_g81099 1147 Nenhuma similaridade significativa identificada - - - 5,9189 3,3026 2,5700
hypothetical protein
c0_g64496 888 SORBIDRAFT_0015s007030 [Sorghum 2,00E-78 44% XP_002489165.1 5,9157 2,9069 2,4875
bicolor]
c0_g101696 1357 Nenhuma similaridade significativa identificada - - - 5,8165 3,3983 2,3922
c0_g131897 701 Nenhuma similaridade significativa identificada - - - 5,6661 2,8707 2,1557
c0_g126663 819 - REDICTED: probable thiol methyltransferase 5 nr oy 48%  XP_004964819.1 55179  2,8406 26684
2-like isoform X2 [Setaria italica]
hypothetical protein o
c0_g4620 1944 SORBIDRAFT 019023090 [Sorghum bicolor] 0.0 62% XP_002464669.1 5,4848 3,9771 2,2382
hypothetical protein : o
c0_g81096 270 SORBIDRAFT 099007200 [Sorghum bicolor] 5,00E-47 96% XP_002439466.1 5,3888 3,8201 2,6793
c0_g102265 475 Nenhuma similaridade significativa identificada - - - 5,2593 3,8867 2,901
c0_g13692 1680 rr;ly:y"st]het"’a' protein ZEAMMBT3_767827 [2ea 5 noe 47 93% AFW82827.1 52191  3,3007 3,2470
c0_g44894 250 hypothetical protein [Labrenzia sp. DG1229] 1.7 30% WP_029065296.1 5,2028 3,2480 2,9755
c0_g86957 1126  relrotransposon protein, putative, unclassified ¢ o o5 56% AAY23271.1 5,1829 3,9685 2,5621
[Oryza sativa Japonica Group]
c0_g74864 402 hypothetical protein [Campylobacter gracilis] 2.3 34% WP_005871310.1 5,1627 2,8223 2,2549
0 9122034 433 [F’Sz'fa[:ifgji[;]beta'g'“COS'dase 32-like 100E-04  100%  XP 0049573221 51257 44213 2,3162
c0_g101697 407 Nenhuma similaridade significativa identificada - - - 5,0076 3,5611 3,0264
0 g33179 350 Ejggtzg:g‘;&fj:g:‘ﬁ;gﬁ:;'” TetA 3.9 36% WP 0410536051 4,9840  3,8027 3,1262
PREDICTED: uncharacterized protein o
c0_g63918 1065 LOC100194277 isoform X2 [Zea mays] 0.011 92% XP_008650957.1 4,9833 2,5625 2,1417
c0_g52277 1109 Nenhuma similaridade significativa identificada - - - 4,8506 3,2851 3,2318
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_253761577
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_253761577
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_253761577
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/253761577?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S1HH35W801N
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_514761562
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_514761562
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/514761562?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S1HSYVSE016
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242034549
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242034549
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242034549?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S1J3G53M013
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242087267
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242087267
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242087267?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S1J41E7W01N
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_413950178
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_413950178
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/413950178?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S1JAMNMD01N
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_656026055
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/656026055?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S1JD7T8Y016
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_62954902
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_62954902
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/62954902?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S1JE8KR3016
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_492512423
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/492512423?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S1JFAD7T01N
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_514732003
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_514732003
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/514732003?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S1JH8FZ501N
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_751585163
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_751585163
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/751585163?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S1JSAT9C01N
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_670420268
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_670420268
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/670420268?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S1JUUB0301N

Continuagao

Log2FC
Gene Tamanho Anotacgao e-value Identidade Acesso - .g -
(bases) 30 dias 60 dias 90 dias
hypothetical protein } o
c0_g109655 520 SORBIDRAFT 08015425 [Sorghum bicolor] 5,00E-46 85% XP_002442168.1 4,9674 3,9772 3,1233
c0_g22928 813 g‘rgf‘é'i‘r’]e[;e';”mz\)',ﬁ]'b'”d'”g domain superfamily g o¢ 39 82% AFWB0293.1 49217  2,3810 2,2911
hypothetical protein : o
c0_g79550 351 SORBIDRAFT 089000535 [Sorghum bicolor] 5,00E-13 89% XP_002442654.1 4,8562 3,8163 3,1346
c0_g39758  3gg  retrotransposon protein, putative, Ty1-copia 1,00E-35 61% ABA97865.1 45191 47603 2,7825
— subclass [Oryza sativa Japonica Group] ’ ) ’ ’ ’
PREDICTED: zinc finger BED domain-
c0_g72454 778 containing protein RICESLEEPER 1-like 3,00E-14 40% XP_010924127.1 4,2695 4,3393 2,8649
[Elaeis guineensis]
c0_g124586 905 ;”:;S?ra“te”zed protein LOC100273715 [Zea 0.010 79%  NP_001141598.1 42505 48299 29414
hypothetical protein SCLCIDRAFT_1209376 o
c0_g14298 227 [Scleroderma citrinum Foug A] 0.10 36% KIM67999.1 4,2146 4,5065 2,7533
c0_g108388 3065 g‘j:gﬁl‘f] resistance protein RPM1 [Aegilops 0.0 57% EMT12200.1 42029  5,0410 2,8484
c0_g6517 246 #gxg%s]a' stress protein [Herbaspirillum sp. 6.4 33% WP 0400402941 41207 45906 2,7926
c0_g28744 1137 Nenhuma similaridade significativa identificada - - - 4,1156 4,3075 3,0909
c0_g88729 329 Nenhuma similaridade significativa identificada - - - 4,0899 4,3883 3,1016
hypothetical protein
c0_g18393 642 SORBIDRAFT_0012s017630 [Sorghum 6,00E-59 85% XP_002489223.1 4,0880 4,3991 3,56813
bicolor]
c0_g66682 284 Nenhuma similaridade significativa identificada - - - 4,0823 4,7752 2,6280
c0_g130547 1426 Nenhuma similaridade significativa identificada - - - 4,0758 4,5150 3,2446
c0_g9885 4089 E’gg’:gﬁﬂfna'bf’ggltgr'? SORBIDRAFT_049014351 0.0 60%  XP_ 0024537631 40590  4,4009 3,5719
c0_g50067 1221 Nenhuma similaridade significativa identificada - - - 4,0572 41144 3,7850
c0_g111579 1211 Nenhuma similaridade significativa identificada - - - 4,0413 4,1623 2,8251
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242083486
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242083486
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242083486?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S1JW43AP01N
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_413920361
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_413920361
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/413920361?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S1JXV4YD013
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242084458
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242084458
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242084458?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S1JZ5N84013
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_77555069
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_77555069
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/77555069?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S1KCBY2F013
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_743794254
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_743794254
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_743794254
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/743794254?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S1KEE0H801N
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_226499122
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_226499122
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/226499122?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S1KGJ61401N
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_751719006
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_751719006
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/751719006?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S1KJMK4Y01N
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_475554268
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_475554268
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/475554268?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S1KKNUXG01N
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_748792283
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_748792283
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/748792283?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S1KMVJGG016
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_253761696
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_253761696
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_253761696
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/253761696?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S1V2VSSS016
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242064948
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242064948
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242064948?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S1V8AXJ6013

Continuagao

Log2FC
Gene Tamanho Anotacgao e-value Identidade Acesso - .g -
(bases) 30 dias 60 dias 90 dias
hypothetical protein : o
c0_g102774 1065 SORBIDRAFT 029005880 [Sorghum bicolor] 2,00E-06 73% XP_002461647.1  4,0393 4,6345 3,4188
c0_g44856 311 hypothetical protein [Vibrio litoralis] 1.4 31% WP_027695645.1 4,0202 4,9914 2,9313
c0_g118078 3553 0Os08g0205150 [Oryza sativa Japonica Group] 0.0 50% NP_001175434.1  3,9893 3,9921 3,6998
hypothetical protein : o
c0_g25084 1167 SORBIDRAFT 07g028200 [Sorghum bicolor] 2,00E-90 61% XP_002444798.1  3,9721 4,2315 2,4183
c0_g105607 590 Nenhuma similaridade significativa identificada - - - 3,9328 4,0845 3,5591
c0_g66309 262 chemotaxis protein [Rhizobium nepotum] 6.9 34% WP_045019663.1 3,8985 3,9148 3,6300
c0_g914 1209 Nenhuma similaridade significativa identificada - - - 3,8558 3,8574 4,0660
c0_g56716 373  retrotransposon protein, putative, Ty1-copia 0.003 46% ABGO0000.1  3,6835  4,0213 4,0847
subclass [Oryza sativa Japonica Group]
c0_g39320 777 Nenhuma similaridade significativa identificada - - - 3,5508 3,8699 4,1147
c0_g27322 1221 r“n”:yhs?ra"te”zed protein LOC100191535 [Zea 0.0 89% NP 0011304381 34959 35756 4,8271
c0_g123425 1434 Egg?égg;%g%”[czheaﬁgfgged protein 1,00E-44 46%  XP_008657975.1 34912  4,0308 41058
PREDICTED: uncharacterized protein o
c0_g94946 1161 LOC100191246 isoform X2 [Zea mays] 4,00E-39 77% XP_008680950.1 3,4754 3,7585 4,4910
hypothetical protein o
c0_g56231 1610 SORBIDRAFT 039001370 [Sorghum bicolor] 0.0 89% XP_002454918.1  3,4517 3,5797 3,9476
hypothetical protein o
c0_g42979 2632 SORBIDRAFT 079006250 [Sorghum bicolor] 0.0 95% XP_002445226.1  3,4488 3,9709 4,3102
hypothetical protein : o
c0_g15307 1611 SORBIDRAFT 029036440 [Sorghum bicolor] 1,00E-11 78% XP_002463025.1  3,4139 3,6359 3,8084
hypothetical protein
c0_g92382 313 SORBIDRAFT_0010s012040 [Sorghum 2,00E-31 97% XP_002489311.1  3,3790 4,0987 4,1789
bicolor]
c0_g38444 844 Nenhuma similaridade significativa identificada - - - 3,3367 3,5851 3,9154
c0_g113797 366 Nenhuma similaridade significativa identificada - - - 3,2078 3,2653 3,3192
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242047802
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242047802
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242047802?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S1VKEMZ4016
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_653844617
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/653844617?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S1VJWNW1016
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_297726141
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/297726141?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S1VNMF78016
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242080059
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242080059
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242080059?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S1VPZZE2013
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_769877913
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/769877913?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S1VTC664013
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_108712205
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_108712205
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/108712205?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S2V6PZPB015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_212275708
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_212275708
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/212275708?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S2VACM0H015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_670364112
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_670364112
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/670364112?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S2VC5S6N014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_670402156
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_670402156
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/670402156?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S2VDX56001R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242051545
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242051545
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242051545?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S2VGG7H0015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242080915
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242080915
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242080915?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S2VK1R6101R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242050562
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242050562
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242050562?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S2VW3TF801R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_253761874
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_253761874
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_253761874
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/253761874?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S2VX482H015

Continuagao

Log2FC
Gene Tamanho Anotacgao e-value Identidade Acesso - .g -
(bases) 30 dias 60 dias 90 dias
hypothetical protein o
c0_g62151 2048 SORBIDRAFT 089001950 [Sorghum bicolor] 0.0 87% XP_002442734.1  3,3188 3,4717 3,6510
hypothetical protein : o
c0_g97325 477 SORBIDRAFT 059002050 [Sorghum bicolor] 4,00E-06 96% XP_002450216.1  3,2243 3,8633 3,9572
hypothetical protein : o
c0_g95471 402 SORBIDRAFT 019014700 [Sorghum bicolor] 9,00E-14 73% XP_002464235.1 3,1670 4,2038 4,3754
c0_g112818 459 Nenhuma similaridade significativa identificada - - - 3,1564 3,4229 3,5399
c0_g3166 750 Nenhuma similaridade significativa identificada - - - 3,1380 3,2303 3,5714
c0_g68606 441 g{gﬁge“c"" protein [Oryza sativa Japonica 8,00E-05 83% AAGE0187.1 13,1239 37414 3,592
c0_g18784 469 PPK-1 [Caenorhabditis elegans] 6.3 35% NP_491576.2 3,1087 4,0614 4,3085
c0_g80016 1136 Nenhuma similaridade significativa identificada - - - 3,0980 3,3497 3,3626
c0_g115272 331 hypothetical protein [Pantoea sp. MBLJ3] 3.8 38% WP_039661838.1 7,0218 2,3203 2,4425
c0_g90525 327 Syntaxin-22 [Triticum urartu] 6.9 58% EMS53062.1 6,8633 2,3507 2,5430
c0_g33315 1427 Nenhuma similaridade significativa identificada - - - 6,2938 2,2268 2,6912
c0_g124723 269 0s02g0583300 [Oryza sativa Japonica Group]  5,00E-18 95% NP_001173043.1  6,0541 2,6632 3,197
putative multidrug export ATP-
c0_g31517 382 binding/permease protein [Clostridium 3.0 38% EPS51386.1 5,8575 2,2581 3,2235
botulinum A1 str. CFSAN002368]
c0_g38357 674 Nenhuma similaridade significativa identificada - - - 5,2472 2,6622 3,6771
hypothetical protein : o
c0_g124947 273 SORBIDRAFT 089004120 [Sorghum bicolor] 1,00E-46 94% XP_002442868.1 5,2147 3,0515 3,5170
c0_g127328 1193 Egg?(')?; 5Es[i:slgng‘;;if;ﬁ[;i‘;]prOte'” 4,00E-78 88%  XP_0049543211 51053  3,2794 3,4186
c0_gd7890 835 ﬁ’;g'ﬁji’gﬁicg‘r"sg%fm”y protein [Saccharum 0.008 100% AGT15916.1 49776  3,2589 3,5483
c0_g43682 576 Nenhuma similaridade significativa identificada - - - 4,8615 2,6940 2,7294
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242084618
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242084618
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242084618?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S2W0GDJ601R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242069879
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242069879
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242069879?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S2W1MZ9P015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242033681
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242033681
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242033681?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S2WA0JZ601R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_12597879
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_12597879
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/12597879?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S2WDZAAD01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_25150133
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/25150133?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S2WFAKBV015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_746636989
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/746636989?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S2WW420S015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_474033696
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_297721361
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/297721361?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S2X2TRSM015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_526258865
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_526258865
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_526258865
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/526258865?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S2XTY24V01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242084886
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242084886
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242084886?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=S2XW4VAT01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_514719780
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_514719780
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/514719780?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=S2X52JKB015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_530277834
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_530277834
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/530277834?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S2X98DZK014

Continuagao

Log2FC
Gene Tamanho Anotacgao e-value Identidade Acesso - .g -

(bases) 30 dias 60 dias 90 dias

hypothetical protein } o
c0_g9218 667  SORBIDR AFT 049009860 [Sorghum bicolor] 2,00E-72 80% XP_002453651.1  4,8503 3,1635 3,5201
c0_g125792 1485 hypothetical protein [Corynebacterium imitans] 8.5 32% WP_038594006.1 4,8066 3,4314 3,4555
c0_g68466 889 Egg?(l)?;?Est ﬂ”g‘;;aric;eitr;i‘;]prOte'” 2,00E-120  90%  XP_004977960.1 47745  3,0335 3,8344
c0_g59832 689 Nenhuma similaridade significativa identificada - - - 4,7469 3,1033 4,0622
c0_g52475  1ogy  Putative non-LTR retroelement reverse 0.0 90% ABE77191.1 47343  2,3448 3,7241

transcriptase [Sorghum bicolor]

c0_g91396 370 5’22 iﬁgg[cgr'w’;?m” protein RecN [Bacteroides 5.6 35% WP 0249961121 47164  2,3484 3,5277
c0_g131264 495 Nenhuma similaridade significativa identificada - - - 4,6996 3,4774 3,8020
c0_g107465 218 &yfrfggegfggﬁ’mte'”’ variant [Pneumocystis 4.6 39%  XP 0078742661 46887  2,8832 3,4676
c0_g31321 1505 Nenhuma similaridade significativa identificada - - - 4,6556 3,1661 3,3340
c0_g87132 882 Nenhuma similaridade significativa identificada - - - 4,6409 3,5097 3,5210
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242064724
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242064724
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242064724?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S2XYTACB01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_740808723
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/740808723?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S2Y134DA01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_514806205
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_514806205
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/514806205?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S2Y2NUB1014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_92429658
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_92429658
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/92429658?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S2YBDT9C015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_640565047
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_640565047
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/640565047?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S2YCHZXB015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_667790254
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_667790254
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/667790254?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S2YEZ3VZ01R
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No cluster 4, também da cultivar sensivel, foi encontrada uma proteina nao
caracterizada (Tabela 12), que apresenta uma regido AAl _LTSS: Alpha-Amylase
Inhibitors (AAl), Lipid Transfer (LT) and Seed Storage (SS) Protein family, uma familia
de proteinas unica de plantas superiores que inclui inibidores de alfa-amilase,
proteinas de transferéncia de lipidos, proteinas de armazenagem de sementes.

As proteinas inibidoras de a-amilase (AAl) funcionam como inibidoras de
enzimas digestivas de insetos-praga. Os principais inibidores de a -amilase
conhecidos sdo os encontrados no feijdo (Phaseolus vulgaris), trigo (Triticum
aestivum) e milho (Zea mays). Os mecanismos de interagdo e especificidade dos
inibidores com as enzimas digestivas sdo complexos e ainda n&o foram
completamente elucidados. O que se sabe é que uma vez que a enzima a -amilase é
inibida, a assimilacdo de nutrientes pelos insetos é reduzida e, consequentemente, o
desenvolvimento dessas pragas é afetado (JUNIOR; LAZZARI; JUNIOR, 2006).

As proteinas de transferéncia de lipidios (LTP) s&o proteinas basicas
presentes em quantidades elevadas em plantas superiores. Alguns papéis sao
atribuidos a essas proteinas, como: participacdo na formagdo de cutina,
embriogénese, reac¢des de defesa contra fitopatdgenos, simbiose e adaptagéo das
plantas a diferentes condicées ambientais (KADER,1996).

As proteinas de armazenamento em sementes (SS) por sua vez, sdo
responsaveis pelo armazenamento de nutrientes. Em soja, as duas proteinas de
armazenamento principais sdo a glicina e B-conglicina, representando cerca de 70-
80% das proteinas totais. Estas s&o em grande parte responsaveis pelas propriedades
nutricionais e fisico-quimicas da soja (NATARAJAN et al., 2006).

Juntas essas proteinas desempenham um papel importante ao defender as
plantas de insetos e patdgenos, transporte lipidico entre as membranas intracelulares
e armazenamento de nutrientes, necessarios para o crescimento e desenvolvimento
das plantas sob condicdes de estresse.

Também encontramos na cultivar sensivel, uma enzima aminociclopropano
carboxilato oxidase (ACO / ACC oxidase), responsavel por catalisar o ultimo passo na
biossintese de etileno, importante horménio vegetal responsavel pelo crescimento e
desenvolvimento das plantas, tais como germinagao, amadurecimento e senescéncia
de frutas (MIRICA; KLINMAN, 2008).
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Em tomate, as ACC oxidase se acumulam em varios tecidos, em diferentes
fases de desenvolvimento e, durante a senescéncia das folhas, frutos e flores (BARRY
et al., 1996).

Em 2014, em um estudo com milho, foi realizado o silenciamento dos genes
ACC para modular os niveis de sintese de etileno. Os resultados demonstraram que
a reducao na via de biossintese de etileno podem melhorar a produgéo de gréos, ja
que inibe a senescéncia dos mesmos (HABBEN et al., 2014),

Na cultivar sensivel, esse gene provavelmente estaria atuando de forma a
aumentar a sintese de etileno induzindo o amadurecimento e senescéncia de folhas.

O perfil de expressao dos trés genes discutidos para o cluster 4 encontra-se no

grafico da Figura 24.
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Figura 24. Comportamento de dois genes induzidos na cultivar sensivel em relagao a
cultivar tolerante (Cluster 4) ao longo do tempo (30, 60 e 90 dias).



Tabela 11. Descrigdo dos genes encontrados no Cluster 4 apds blastx contra banco de dados n&o redundante (“nr”)

CLUSTER 4 - Cultivar Sensivel

Log2FC
Gene Tamanho Anotacgao e-value Identidade Acesso - 9 - -

(bases) 30 dias 60 dias 90 dias

c0_g32784 441 g{gﬁg;e“ca' protein OsJ_05629 [Oryza sativa Japonica g 56 78% EEE56442.1 114477 74199  7,0024
c0_g66193 975 ;z'gé‘r:'l? carboxyl-terminal hydrolase 2 [Aegilops 12 44% EMT16654.1 11,1440 9,3202 67374
c0_g96169 2891 FschF)rgtr:]jrtr;CSiICZTgtr?ln SORBIDRAFT_03g013172 7.00E-126  70%  XP_002455561.1 10,9887 8,7860  7,3622
c0_g128781 1457 [Psz'fa?ifgjiz;i‘”CharaCte“zed protein LOC101758390 5 e g4 38%  XP_004986728.1 10,9034 10,3711 87479
c0_g106602 2014 %gig?rade”zed protein LOC100304168 precursor [Zea 4 4¢ 3q 77%  NP_001159098.1 10,8684 87954  7,6029
c0_g104721 1282 Fsﬁﬁgﬂ‘frﬂcgi'cgﬁgtﬁ'” SORBIDRAFT_059024910 7.00E-118  74%  XP 0024511391 104844 87212 59333
c0_g84454 216 IF; Sfp[;'rgiﬁg:] protein FAM1798 [Solanum 16 55%  XP_004229496.1 10,4120 88443  7,5741
0 g51225 2624 Fsﬁﬁgfﬂcgi'cgjgtre'” SORBIDRAFT_069014936 3,00E-156  55%  XP_ 0024463731 10,3945 85836  7,8075
c0_g128112 257 Nenhuma similaridade significativa encontrada - - - 10,3836  6,8103  4,9181
c0_g16825 3371 Disease resistance protein RPM1 [Triticum urartu] 5,00E-108 35% EMS48852.1 10,3381 9,2284  8,8310
c0_g119023 373 Nenhuma similaridade significativa encontrada - - - 10,3338 5,9744  5,6809
c0_g117219 1807 Nenhuma similaridade significativa encontrada - - - 10,3316  8,5370  7,9759
c0_g125349 713 Hypothetical protein [Nocardia asiatica] 2.7 34% WP_043724387.1 10,2853 8,7576  6,8235
c0_g131104 1236 Fsﬁ%fﬁﬂcﬁ'ﬂgtﬂem SORBIDRAFT_029026873 2,00E-04 83%  XP_002462504.1 10,1212 85068 6,6916
c0_g10900 824  Hypothetical protein TRIUR3_12404 [Triticum urartu] 1,00E-05 57% 9,9890 90474 81546
c0_g792 361 (Fe-S)-binding protein [Desulfomicrobium baculatum] 1.7 34% WP_015773911.1 9,8654 9,1542 7,0504
c0_g64467 3850 Putative gag-pol polyprotein [Zea mays] 0.0 58% AAL76001.1 9,8488 9,0430 8,3937

00l


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_222622310
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_222622310
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/222622310?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S32E3K6A014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_475573091
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_475573091
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/475573091?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=S32EBD0R014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242052831
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242052831
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242052831?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S32EMK1C014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_514824140
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_514824140
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/514824140?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S32EY19Y015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_259490679
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_259490679
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/259490679?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S32F7CZR015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242071725
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242071725
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242071725?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S32FEA7001R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_460367266
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_460367266
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/460367266?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S32FP3DZ015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242072874?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S32FZNPZ01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_473892534
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/473892534?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S32GDJYU015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_760041411
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/760041411?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S32HDHEM014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242049520
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242049520
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242049520?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S32SPZ8K015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_474367723
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_506254136
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/506254136?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S32T7CZC015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_18568269
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/18568269?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S32TGC0Y015

Continuagao

Log2FC
Gene Tamanho Anotacgao e-value Identidade Acesso - 9 - -
(bases) 30 dias 60 dias 90 dias
c0_g38772 484 Nenhuma similaridade significativa encontrada - - - 9,8219 57737 3,9214
c0_g80983 229 Nenhuma similaridade significativa encontrada - - - 9,8092 9,6999 7,9629
c0_g116630 1731  Uncharacterized protein LOC100303793 [Zea mays] 1,00E-04 37%  NP_001158899.1 90,7837 09,0541 84490
c0_g95689 1258  |-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase-1-like 3,00E-136  79% EMT148451 13,0678 83571  9,8153
protein [Aegilops tauschii]
c0_g50966 952 rTnZC:S]hypOthet'w' protein ZEAMMB73_810828 [Zea 5,00E-07 56% DAA445931 12,0466 87753  9,8499
c0_g4828 372 Nenhuma similaridade significativa encontrada - - - 11,8095 4,9504 5,9442
c0_g5402 g7  Putative LRR receptor-like serine/threonine-protein 6,00E-71 67% EEE517291 11,6572 64857 6,8917
kinase [Aegilops tauschii]
c0_g108511 844  Hypothetical protein SORBIDRAFT_049020775 2,00E-58 94%  XP 0024521581 11,5795 64793 83098
[Sorghum bicolor]
c0_g4827 1088 LF;C:S]hypOthet'ca' protein ZEAMMBY73_921959 [Zea 8,00E-08 83% DAA39512.1 11,5379 86997  9,1152
c0_g125033 2222  Hypothetical protein SORBIDRAFT_10g021935 2,00E-43 59%  XP_002437143.1 11,3475 7,7569  8,1260
[Sorghum bicolor]
c0_111604 1251 Nenhuma similaridade significativa encontrada - - - 10,5739 7,9142  8,8924
c0_g102552  g27  PREDICTED: kinesin-like protein KIF15 isoform X2 6.9 33%  XP_008398271.1 10,5372 84188 85030
[Poecilia reticulata]
c0_g16315 2027 FZEE?‘:SJS?D: disease resistance RPP13-like protein 4 0.0 77%  XP_008678367.1 10,4068 7,0419  7,9352
c0_g29568 474 Nenhuma similaridade significativa encontrada - - - 10,0704 10,5510 7,1977
c0_g19919 3284 Receptor-like protein kinase 5 [Zea mays] 0.0 48% XP_008659674.1 10,0395 8,7200 10,0497
c0_g76354 1841  Hypothetical protein SORBIDRAFT_05g000945 4,00E-96 53%  XP_002448886.1 10,3438 7,7477 88148
[Sorghum bicolor]
c0_g113469 1881 P REDICTED: uncharacterized protein LOC102719535 7 oo 160 520,  xP_006663597.1 10,2825 82029 94218
[Oryza brachyantha]
c0_g54673 2147 Cysteine-rich receptor-like protein kinase 10. 6,00E-111 36% EMS62841.1 10,1953 9,7442 10,0569
c0_g54290 204 Nenhuma similaridade significativa encontrada - - - 9,9517 9,6132 9,8765
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/259490529?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S32U9NGT015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_475565661
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_475565661
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/475565661?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=S335M3YB01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_414866036
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_414866036
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/414866036?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=S335U59201R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_475580452
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_475580452
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/222615597?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S33698J6015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242061738
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242061738
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242061738?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S336HXNB015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_414588941
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_414588941
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/414588941?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S336W7TS015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242093306
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242093306
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242093306?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S33708U4015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_658917016
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_658917016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/658917016?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S337FM20014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_670396079
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_670396079
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/670396079?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S337S8D4015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/670438355?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=14&RID=S33GVWT1015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242067219
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242067219
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242067219?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S3380GD001R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_573962900
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_573962900
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/573962900?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S33FPVKY01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/474346221?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=S33FZNBD014

Continuagao

Tamanho = . Log2FC

Gene (bases) Anotacgéo e-value Identidade Acesso 30 dias 60 dias 90 dias
c0_g56715 796 Fsycﬁ;ﬂ‘jrﬂcgi'cﬂgﬁ'” SORBIDRAFT_089018875 4,00E-66 71%  XP_002442365.1 10,1176 94396  9,6290
c0_g103153 1219 gﬁiﬂ?ﬁ*'m receptor-like protein kinase 27 [Aegilops 4 ooE 46 47% EMT16994.1 10,0189 87830  9,7512
c0_g111976 1019 Fsycf’r‘;ﬂ‘jrtr'fgi'c"c’;gtr?'” SORBIDRAFT_059022730 100E-172  92%  XP_002451019.1 99947 67139  7,0383
c0_g85218 1932 Nenhuma similaridade significativa encontrada - - - 9,9076 9,9944 8,3383
c0_g29568 474 Nenhuma similaridade significativa encontrada - - - 10,0704 10,5510 7,1977
c0_g85218 1936 Nenhuma similaridade significativa encontrada - - - 9,9076  9,9944  8,3383
c0_g106877 1566 Fsygf’;'ﬁﬁ:fi'icpéfétﬁ'" SORBIDRAFT_05¢013630 2,00E-39 38% EEC76001.1 98093 99275  7,6269
c0_g119038 1552 iFt’;TiEEE)]'CTED: putative nuclease HARBIT-like [Setaria 5 o g7 66%  XP 0049610621 95245 95790  7,9283
c0_g42699 1415 gfﬁg;g;’ucn‘ﬁe pyrophosphorylase [Saccharum 11 54% ACM45950.1 95062 9,9041  8,0886
c0_g28677 3253 [PBFfaEC?l';;EEB:mp‘é}:ttg’ceth;ase resistance protein RGA3 0.0 62%  XP_003580978.1 94771 95189 87468
c0_g73045 525 [F’Sz'fa[:iﬂji[;]“”CharaCte”zed protein LOC101767209 ¢ e 06 35% AFW778421 94703 95950 89674
c0_g129730 4074 [PBFfaEC?l';;EEB:mp‘é}:ttg’ceth;ase resistance protein RGA3 0.0 52%  XP_003580978.1 92241 9,6348 84085
c0_g125814 4498 gtﬁgﬂﬁﬁgg g‘;‘;tfr')r]‘ putative, unclassified [Oryza 0.0 55% AAX95863.1 92224 96696  8,0857
c0_go7046 2531  Putative NBS-LRR disease resistance protein 3,00E-132  39% BAD03231.1 92129 99466 9,5113

homologue [Oryza sativa Japonica Group]

c0_g130582 1040 g{gﬁge“ca' protein Os|_09551 [Oryza sativa Indica 2,00E-07 53% EEC742981 92126 96616  7,6102
c0_g56258 3975 putative gag-pol polyprotein [Zea mays] 0.0 53% AAL76001.1 9,1890 9,6235 9,9215
c0_g105882 1395 Srfrﬁ']“e‘”‘:h receptor-like protein kinase 26 [Triticum 4 goF 110 559, EMS61842.1 91591 95242 81388
c0_g73335 412 Nenhuma similaridade significativa encontrada - - - 9,1561 9,6772 8,5492
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242083880
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242083880
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242083880?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S33G7C0C014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_475574485
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_475574485
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/475574485?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S33H3V47015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242071485
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242071485
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242071485?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S33HEGDJ015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242068359
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242068359
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/218193574?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S2YVMVBY01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_514762615
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_514762615
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/514746193?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S2YVYE3Y01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_222142505
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_222142505
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/222142505?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=9&RID=S2YW6WSC015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_357167048
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_357167048
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/357167048?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S2YWMUGC015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_514774848
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_514774848
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/413945193?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S2YWVZRE015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_357167048
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_357167048
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/357167048?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=S2YX7B5Z01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_62733754
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_62733754
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/62733754?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S2Z35PWS015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_38636971
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_38636971
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/38636971?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=S2Z3HPUP015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_218191871
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_218191871
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/218191871?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S2Z3UYHH015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_18568269
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/18568269?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=S2Z46VE301R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_474308778
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_474308778
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/474308778?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=S2Z4FE3P01R

Continuagao

Log2FC
Gene Tamanho Anotacgao e-value Identidade Acesso - °9 - -
(bases) 30 dias 60 dias 90 dias
c0_g11847 459 Fggfgtﬁﬁzfi'icpggg'” SORBIDRAFT_049003490 7.7 50%  XP_002451541.1 19,0320 11,0976 10,2039
c0_g10436 404 Nenhuma similaridade significativa encontrada - - - 9,0144  9,0281 8,2961
c0_g72506 1529 Nenhuma similaridade significativa encontrada - - - 8,9490 9,2975 7,5491
c0_g128571 658 Fgggﬂj&ci'icp;gg'” SORBIDRAFT_019024620 3,00E-08 80%  XP 0024673121 88787 93534 85292
c0_g49982 909 Fsygro;mff‘)'ic‘ggg'” SORBIDRAFT_089018875 8,00E-112  72%  XP_ 0024423651 88776 92583 7,3515
c0_g128686 1419 Fsygf’;'ﬁﬁ:fi'icpéfétﬁ'" SORBIDRAFT_10g024140 1,00E-08 41%  XP_002461558.1 88650 9,2504  7,5238
c0_g56258 3975 iF; ';E?n']cgfae‘;”;ggde“zed protein LOC100382585 0.0 53%  XP 0086552311 91890 9,6235  9,9215
c0_g122010 582 [Psz'fa?ifgjiz;i‘”CharaCte“zed protein LOC101760134 5 e 56 92%  XP_004966023.1 88513 88982  9,6224
PREDICTED: probable LRR receptor-like o
c0_g105208 620 [ O nase AgaTo60 [Zeamays]  T/00E-13 51%  XP_008659794.1 86639 9,914  9,2599
c0_g2805 2237  REDICTED: uncharacterized protein LOC100823228 0.0 74%  XP_010228395.1 84762 85050  9,1353
[Brachypodium distachyon]
c0_g73417 534  0s07g0192700 [Oryza sativa Japonica Group] 7.00E-48 48%  NP_001059101.1 82041 89710 10,2132
c0_g80913 1812 Nenhuma similaridade significativa encontrada - - - 8,0893  8,5171 8,6168
c0_g41975 479 [PCFE'IEU?JIEZ'ES;]LOW QUALITY PROTEIN: anoctamin-8 0.72 28%  XP_005505577.1 7,8790 8,0359 82324
c0_g17215 1689 Nenhuma similaridade significativa encontrada - - - 7,8380 7,8498  9,4097
c0_g72748 446 Nenhuma similaridade significativa encontrada - - - 7,7219  8,0726  9,3584
c0_g11033 1574 [Psz'fatr’if;jii’;]death‘assoc'ated protein kinase 3-like 0.0 67%  XP 0049797531 7,6230 83662 87767
c0_g53164 522 [‘gg’gﬁﬁg}cz'icpggg'” SORBIDRAFT_109022750 2,00E-71 96%  XP 0024371991 7,6074 79123 81942
c0_g67816 2166  Hypothetical protein [uncultured Mediterranean phage 0.041 50% BAQ93888.1  7,6005 7,6149  7,8933

uvMED]

€0l


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242060504
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242060504
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242060504?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=9&RID=S2ZAF77N01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242039835
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242039835
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242039835?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S2ZBE3XY014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242083880
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242083880
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242083880?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S2ZBK94C01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242096370
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242096370
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242047624?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S2ZBXMC301R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_670428768
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_670428768
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/670428768?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S2ZWMSHD015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_514766550
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_514766550
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/514766550?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S2ZX05FN015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_670438685
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_670438685
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/670438685?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S2ZX8H1G014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_721620522
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_721620522
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/721620522?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S2ZXN24G01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_115471005
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/115471005?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S2ZXXHVX015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_543729007
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_543729007
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/543729007?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S2ZYF31W015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_514809873
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_514809873
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/514809873?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S2ZZ997J015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242093418
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242093418
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242093418?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S30NSF40014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_775460257
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_775460257
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/775460257?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S30P08JY01R

Continuagao

Log2FC
Gene Tamanho Anotacgao e-value Identidade Acesso - 9 - -
(bases) 30dias 60 dias 90 dias
c0_g133523 3297  Putative leucine rich repeat containing protein kinase 0.0 67% AAL82659.1  7,5832  7,9903 81102
[Oryza sativa Japonica Group]

c0_g68437 407 Nenhuma similaridade significativa encontrada - - - 7,571 8,0192  8,1877
c0 g35433 1715 g{gﬁg‘]e“ca' protein OsJ_29490 [Oryza sativa Japonica 2.4 21% EEE69774.1 72336 8,4006  9,4100
c0_g1094 243 Nenhuma similaridade significativa encontrada - - - 7,2252 7,5529 7,6870
c0_g133741 269 Nenhuma similaridade significativa encontrada - - - 71613  7,3225  8,3450
c0_g71172 532 short-chain dehydrogenase [Mycobacterium asiaticum] 3.1 35% WP_036360960.1 7,1152 7,2055 7,2881

cU_g . - . (] _ . y y y
0 g85769 216 Fgggﬁj:ff)'ggg'” SORBIDRAFT_05g024306 0.22 57%  XP_002449844.1 7,037 7,0291  7,9842
c0_g79776 836  ypothetical protein PFICI_02503 [Pestalotiopsis fici 0.71 30%  XP 0078292751 7,0862 7,6059 88521

W106-1]

140%


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_18958676
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_18958676
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/18958676?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=S30PBDND01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_222641642
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_222641642
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/222641642?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S30PZ11S014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_738409349
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/738409349?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S30RTRBC015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242069135
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_242069135
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/242069135?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S30S179E014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_630010579
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_630010579
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/630010579?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=S30S9UV9015
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5 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que:

A técnica de RNA-Seq possibilitou a identificagdo de um grande numero de
transcritos em folhas de cana-de-agucar, permitindo assim, avaliar os perfis de
expressdo génica em resposta ao déficit hidrico prolongado nas duas cultivares
analisadas.

O perfil de expressao génica diferencial analisado neste trabalho mostrou que
a cultivar sensivel respondeu a seca ativando maior numero de genes nos periodos
iniciais (30 e 60 dias de estresse).

Por outro lado, a cultivar tolerante conseguiu reagir a seca sem a necessidade
de ativar muitos genes. Esta ativacao foi mais intensa aos 90 dias de estresse quando
comparado a sensivel, o que pode ser um indicio de que a regulagdo do conteudo
génico é mais importante na resposta ao déficit hidrico do que o préprio conteudo
génico.

A validacgao via qRT-PCR de alguns genes diferenciamente expressos e novas
analises deverao ser realizadas a fim de comprovar e verificar, respectivamente, os
genes envolvidos nos diferentes tempos e niveis de estresse (controle, moderado e
severo), complementando ainda mais a compreensédo das respostas das cultivares

sob déficit hidrico prolongado.
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