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Ja nao sei mas quem sou...Nao mais me pertenco.
Sou parte de vocés ... e parte de vocés esta em mim.
Me confundo.

A vontade de ser

A necessidade de ter

O desejo de estar

De quem é?

Das histérias que contamos, quem de noés viveu?
Das coisas que ndo foram ditas, quem se calou?
Meu caminhar é mesmo meu, ou sigo apenas os passos teus?
- Diz que € meu, entao de quem serei eu?

J&a ndo sei (mais) quem sou...

Quem de noés (Ndo) teve medo de se perder?

Quem quebrou o siléncio?

A verdade, quem disse?

O medo do escuro, € mesmo meu?

Aquela mania é minha ou é sua?

Era meu ou seu o desejo de ser um balao?

Essa cor € mesmo a minha?

- Também é meu o desejo de que nossos sonhos N&o se percam...
Ja n&o sei quem sou

Quem de noés chorou ao final do filme

Aquele livro, quem leu?

O poema, quem escreveu: fui eu ou vocé?

As maos na parede, s&o minhas ou suas?

Seu lado ludico, sou eu?

Minha alma, vocé a tem?

S&0 meus os teus sonhos?

- Acho que vocé ainda vai fazer dos nossos momentos uma cancao...

Ja n&o sei quem sou.

De quem era o aperto no peito?

O pesadelo, quem o teve: eu ou vocé?

Sua dor, sou eu quem carrega ou é vocé quem alivia o meu sofrer?
E quando rimos, quem (sor)ri primeiro?

E essa alegria € minha ou é sua?

- Eu também queria ser um pouco de mim e um pouco de vocé.
Ja n&o sei quem sou.

Quem primeiro atravessou o rio?

Quem apagou o ultimo cigarro?

As flores, quem plantou?

Sou eu ou é vocé quem gosta de enrolar os cachinhos do cabelo?
Quem de nés gostaria de ser um garoto pra subir o morro?
Quem de no6s acha que é uma menina super poderosa?

Quem de nés pensava ser como o Rambo?

Os nossos dias serao pra sempre...

Ja n&o sei mais quem sou.

Porque sou parte de vocés....e vocés tem o melhor de mim

E quando estdo comigo me sinto em paz.

E sou feliz.

v

Nossos dias, Juliana Trannin.
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Xiv
COMPARACAO DO PADRAO DE EXPRESSAO GENICA DE PLANTAS DE CANA-

DE-AGUCAR TOLERANTES E SENSIVEIS A DEFICIENCIA HIDRICA

RESUMO. A seca é o principal estresse abi6tico que afeta a produtividade das
plantas. Para detectar os genes expressos sob condi¢cdes de deficiéncia hidrica foi
desenvolvido um estudo de expressao génica usando plantas de cana-de-agucar
tolerantes (cv. SP83-5073) e sensiveis (cv. SP90-1638) a seca. A metodologia de
macroarranjos de DNA foi empregada para monitorar a expressdo génica de 3.575
clones de folhas de cana-de-agucar e os resultados foram confirmados por PCR
quantitativo. Na cultivar tolerante 165 genes foram identificados em resposta ao déficit
hidrico severo, em contraste a cultivar sensivel, na qual um maior numero de genes (n
= 432) foi diferencialmente expresso ao longo do tratamento de deficiéncia hidrica. A
cultivar tolerante ativou um menor numero de genes em funcdo do déficit hidrico
aplicado. No entanto, 94% destes genes foram induzidos, enquanto na cultivar sensivel
45% dos genes diferencialmente expressos foram reprimidos sob condigbes de
deficiéncia hidrica. Comparando os perfis de expressao identificados em cada planta
verifica-se que aproximadamente 55% dos genes expressos na cultivar tolerante
também foram comuns a cultivar sensivel, a maioria exibindo um perfil de expressao
muito similar entre os genes induzidos. A classificacédo funcional dos genes foi realizada
com base no papel exercido pela proteina no metabolismo celular, e mostrou que
importantes vias metabdlicas relacionadas ao déficit hidrico foram reprimidas na
resposta das plantas sensiveis a seca. Além disso, 50% dos transcritos identificados em
cada cultivar representam novos genes, 0s quais ndo estdo descritos nos bancos de

dados ou cuja fungao ainda né&o foi caracterizada.

Palavras-chave: déficit hidrico, transcriptoma, macroarranjos de DNA.



XV
COMPARISON OF GENE EXPRESSION PATTERN FOR DROUGHT-TOLERANT

AND DROUGHT-SENSITIVE SUGARCANE PLANTS

SUMMARY. Drought is a major abiotic stress that affects the plant productivity.
To detect expressed genes under drought conditions, a gene expression study using
tolerant (SP83-5073) and sensitive (SP90-1638) sugarcane plants was performed.
Macroarray methodology was used to monitor the gene expression profile of the 3,575
cDNA clones from sugarcane leaves and the results were confirmed by real time PCR
analysis. For the tolerant cultivar 165 genes were identified in response to severe water
stress, contrasting with sensitive cultivar, in which a higher number of genes (n = 432)
were responsive to the stress-treatment. Tolerant cultivar expressed a few genes in
stress conditions. However 94% of them were induced, while for sensitive cultivar 45%
of the differentially expressed genes were down-regulated under water stress conditions.
Comparing the gene expression profiles identified in each cultivar, it is possible to verify
that 55% of the expressed genes in tolerant cultivar were also observed in sensitive
cultivar, the majority showing a very similar gene expression pattern. Functional gene
classification was performed according to roles in cellular metabolism, and showed that
important drought-pathways were repressed in sensitive plants response. Besides, 50%
of the identified transcripts in each cultivar represent novel genes, which were not

described in databases or whose functions were not characterized yet.

Keywords: water deficit, transcriptome, macroarray.



I. INTRODUGCAO

A cana-de-agucar (Saccharum sp) tem uma grande importadncia econémica
devido a sua aplicagdo industrial, mas principalmente na producéo de etanol, um
biocombustivel renovavel que esta sendo apontado como uma alternativa ao uso do
petroleo, pois pode reduzir a emissdao dos gases de efeito estufa, poluidores do
ambiente, e consequentemente o aquecimento global (FULTON 2007). O potencial
bioenergético desta cultura envolve a geracdo de biocombustiveis liquidos e energia
elétrica a partir de um sistema de producdo auto-suficiente (MENOSSI et al. 2008).
Altamente produtiva nas areas tropicais e subtropicais do mundo, esta cultura esta
sujeita a acado de condigbes ambientais adversas que afetam o seu crescimento e
desenvolvimento (INMAN-BAMBER & SMITH 2005).

A deficiéncia hidrica é a condicdo ambiental mais limitante para o crescimento e
desenvolvimento das plantas. As limitagdes que o déficit hidrico causa nas plantas tém
sido investigadas em diferentes culturas, como arroz, milho, feijao e uva (RABBANI et
al. 2003; ZHUANG et al. 2007; MICHELETTO et al. 2007; CRAMER et al. 2007).
Plantas sob condigdes de déficit hidrico desenvolvem modificagcbes morfoldgicas e
fisiologicas como uma resposta imediata para a sua protecédo contra a dessecacgéo. A
sintese de moléculas osmoprotetoras, proteinas de defesa, entre outras envolvidas no
transporte de agua também s&o caracteristicas de um metabolismo celular cuja
disponibilidade de &agua é limitada. As modificacdes bioquimicas e moleculares
provenientes da deficiéncia hidrica resultam numa complexa rede de sinalizagao celular
que envolve a inducao e repressao de varios genes. Horménios vegetais como o acido
abscisico (ABA) tem uma importante funcdo na prote¢cdo das plantas contra o déficit
hidrico, atuando no fechamento estomatal e no processo de sinalizagdo e regulagéo
génica (SHINOZAKI & YAMAGUCHI-SHINOZAKI 2007). Os prejuizos que ocorrem com
o baixo rendimento das culturas em secas prolongadas s&o bastante significativos.
Perdas de até 85% na produtividade associadas com o estresse abiodtico ja foram

observadas em culturas como milho, trigo, soja e aveia. Em cana-de-agucar, os danos



causados pela deficiéncia hidrica sdo mais expressivos principalmente no estadio inicial
do desenvolvimento da planta.

Os melhoristas de plantas buscam entender o processo de tolerancia ao déficit
hidrico para manipular a variabilidade genética no desenvolvimento de cultivares mais
tolerantes a seca. Assim, o uso de técnicas moleculares, como 0os macroarranjos de
DNA, representa uma valiosa ferramenta para a identificacdo de genes envolvidos nas
respostas das plantas ao déficit hidrico (CASU et al. 2005). A aplicagdo desta
metodologia foi utilizada na comparacéo de gendtipos de feijao com diferentes niveis de
tolerancia ao déficit hidrico para identificar novos mecanismos de aclimatacdo a seca
(MICHELETTO et al. 2007; RAMPINO et al. 2006), analisar o metabolismo de
detoxificacdo (TURKAN et al. 2005) e na atividade de proteases envolvidas na resposta
a seca (HIENG et al. 2004). O padrao de expressédo génica detectado nas raizes de
feijdo submetidas a seca foi consistente com as modificagbes morfologicas e
fisiologicas observadas nas plantas tolerantes e sensiveis (MICHELETTO et al. 2007).
As plantas tolerantes também exibiram um melhor mecanismo de protegdo contra o
estresse oxidativo quando comparadas as plantas sensiveis, induzindo a atividade de
enzimas do sistema antioxidante e acumulando osmoprotetantes (TURKAN et al. 2005).

Com o advento das colecbes de Etiquetas de Seqliéncias Expressas (ESTs), os
estudos de expresséo génica tornaram-se muito importantes na prospec¢ao de genes
que atuam diretamente na protec¢do contra o estresse, transducéo de sinal e regulagéo
da expressao génica (SEKI et al. 2002). Devido a complexidade do genoma de cana-
de-agucar, as cole¢cdes de ESTs tém favorecido as pesquisas sobre esta cultura e
possibilitado a identificacdo de genes e sua analise funcional (MENOSSI et al. 2008).
Neste contexto, o projeto SUCEST (SUGARCANE TRANSCRIPTOME: A LANDMARK
IN PLANT GENOMICS IN THE TROPICS, 2001) foi muito importante no estudo do
transcriptoma da cana-de-agucar sequenciando aproximadamente 238.000 clones de
diferentes tecidos e cultivares (VETTORE et al. 2001) e viabilizando estudos de
expressao génica relacionados a toleréncia a estresses bidticos e abioticos e de genes

envolvidos na transcri¢cdo e transdugao de sinal, e no metabolismo de sacarose.



As perspectivas para as condi¢des climaticas tém potencializado a necessidade
de culturas aclimatadas as condi¢gdes ambientais adversas. Nesse contexto, o estudo
do transcriptoma de cultivares de cana-de-agucar que apresentam diferentes
comportamentos em eventos de seca é muito importante para a prospeccao de genes
envolvidos no processo de tolerancia a seca. Nosso grupo de pesquisa tem investigado
as respostas de defesa das plantas de cana-de-agucar ao déficit hidrico, utilizando
cultivares com diferentes niveis de tolerancia a seca (RODRIGUES, 2004). A
comparagcdo de gendétipos tolerantes e sensiveis ao déficit hidrico pode mostrar
diferencgas significativas no padréo de expressao de varios de genes, e assim auxiliar a
compreensdo dos mecanismos de tolerancia a seca. Além disso, muitos genes que séo
identificados nestes estudos ndo estdo representados nos bancos de dados, e
consequentemente preservam informagbes ainda desconhecidas que podem ser
importantes no estudo da interacdo entre a expressdo génica e 0Os processos
fisiologicos envolvidos na adaptacédo das plantas a seca. O presente estudo teve por
objetivo identificar genes diferencialmente expressos em condicbes de deficiéncia
hidrica em plantas de cana-de-agucar consideradas tolerantes e sensiveis a seca. Para
monitorar a expressao génica do tecido foliar, os 3.575 ESTs das bibliotecas de folhas
geradas pelo projeto SUCEST foram utilizados em experimentos de macroarranjos de
DNA. Para analisar as diferengcas e similaridades dos mecanismos de protecdo ao
déficit hidrico entre gendétipos contrastantes, o perfil de expresséo génica diferencial

obtido para cada cultivar foi comparado.



Il REVISAO DE LITERATURA

2.1. A cana-de-agucar

A histéria da cana-de-agucar (Saccharum sp) no mundo, segundo a tese da
maioria dos historiadores, se origina possivelmente na Papua Nova Guiné. Embora nao
seja possivel definir com exatiddo sua origem geografica, ha um consenso entre os
especialistas sobre o surgimento da planta no continente asiatico. Posteriormente a
planta foi introduzida na China, onde o acucar cru ja era produzido, e entdo foi
disseminada para a india, Egito, Marrocos, sul da Espanha, até chegar na llha da
Madeira, llhas Canarias, Cabo Verde e Acgores. A partir da implementacao da cana-de-
aclUcar na india o aclcar comecou a ser comercializado. O produto era entdo
considerado um artigo luxuoso, o que lhe agregava muito valor como moeda de troca
entre os povos. Segundo relatos dos povos hindus, para a produgéo do ‘agucar’ o colmo
da planta era esmagado e fervido, o que resultava no melago da cana-de-agucar. A
adocdo do cultivo da planta pelos arabes possibilitou a grande expansdo da
comercializacdo do acgucar, entretanto, o prego exorbitante que eram imposto
desencadeou um interesse imediato dos europeus pelo cultivo da planta. (UNIAO DA
INDUSTRIA DE CANA-DE-ACUCAR, 2008a).

No Brasil, a cana-de-agucar foi introduzida com sucesso pelos portugueses por
volta de 1532, sendo considerada a primeira atividade agricola do pais, que logo se
tornou o maior produtor de actcar do mundo. A medida que o interesse pelo principal
produto da cana-de-agucar aumentava, técnicas de produgdo mais eficientes eram
desenvolvidas. O dominio lusitano do mercado de acucar influenciou os investimentos
da Espanha na producdo da cana-de-agucar em Cuba, a qual passou a concorrer
diretamente com o Brasil. Paralelamente, a Inglaterra também aplicava recursos para a
producao da cultura na Jamaica, Antilhas e Barbados, cujas inovag¢des tecnologicas,

como o uso do bagagco como fonte comburente, foram essenciais para o sucesso da



producdo e consolidaram a Inglaterra como um préspero concorrente no mercado
mundial de actcar (UNIAO DA INDUSTRIA DE CANA-DE-ACUCAR, 2008a).

Posteriormente, a producdo de acucar a partir de beterraba tornou-se
prevalecente na Europa em detrimento ao uso do agucar de cana-de-agucar, devido a
questdes politicas que dificultavam a importagdo do produto. Nesse contexto, Cuba
assumiu a lideranca do mercado, e o Brasil, que ainda utilizava técnicas de producéo
ultrapassadas, foi sobrepujado por outros paises e perdeu sua colocagdo no mercado
mundial como grande produtor de acucar. Entretanto, a substituicdo do modelo de
producao por tecnologias automatizadas, como a adogéo do processo de centrifugacéo
em usinas, possibilitou obter um maior rendimento com a produtividade da cultura. Em
meados dos anos 70, impulsionados pela crise do abastecimento mundial de petroleo, o
Brasil passa a investir na produg¢ao de alcool combustivel (JORNAL DA CANA, 2008).

Atualmente esta cultura € muito importante para a economia de muitos paises
nos trépicos, principalmente para o Brasil, consolidado como o maior produtor mundial
de cana-de-agucar. O Brasil emprega uma area de sete milhdes de hectares com o
cultivo desta cultura, o qual equivale a aproximadamente 2% das areas cultivaveis do
pais. Aproximadamente 86% da producgéo esta concentrada na regiao centro-sul, sendo
o principal produto do agronegdcio do estado de S&o Paulo, a regido mais produtora do
pais, e o restante da producao esta distribuida na regido norte-nordeste, o que permite
manter dois periodos de safra. Na safra de 2007/08 foram colhidos 431,2 milhdes de
toneladas, com uma estimativa de 16% de aumento para a safra futura. Além da
importancia econémica, o carater social também & muito significativo, pois o trato desta
cultura emprega cerca de 1.000.000 empregos diretos e indiretos nas 350 industrias de
acucar e alcool de todo o Brasil (BRASIL, 2007).

Sua atividade agricola é potencialmente lucrativa principalmente pela aplicagéo
na produgdo do alcool. O pais foi pioneiro no desenvolvimento do etanol, um
biocombustivel renovavel e menos poluente que o petréleo, com maior sustentabilidade
de producado e mitigacdo das emissdes de gases de efeito estufa. Na safra de 2007/08
cerca de 53% do total da matéria bruta foi destinada a produgdo de alcool, a qual

atingiu os 24,3 bilhdes de litros, destes 16,6 bilhdes sendo o alcool hidratado, e o



restante da producdo representando o alcool anidro. Estes sao aplicados no
abastecimento de combustiveis e ainda destinados a industria quimica, alimenticia e
farmacéutica, num sistema de producédo energeticamente auto-suficiente, o que vem
despertando o interesse de varios paises. O Brasil € ainda o maior produtor e
exportador de acgucar proveniente da cana-de-agucar (cerca de 47% do total de cana
crua colhida), obtendo uma producéo de 26,2 milhdes de toneladas a partir da ultima
safra (UNIAO DA INDUSTRIA DE CANA-DE-ACUCAR, 2008Db).

Além dos produtos principais como acgucar e alcool, o processamento da cana-
de-agucar também gera subprodutos como a garapa, o melado e a rapadura, utilizados
na alimentagcdo humana e o bagag¢o que pode ser aproveitado na fabricacéo de papel,
ou ainda usado na producgdo de adubos, assim como o vinhoto ou vinhaga (THIAGO &
VIEIRA 2002). O bagaco gerado apds o processamento representa aproximadamente
30% da cana moida e pode ser utilizado como combustivel nas caldeiras em
substituicdo ao petréleo. A energia produzida permite que o processamento seja auto-
suficiente e os excedentes podem ser exportaveis, o que mostra o grande potencial
bioenergético da cultura. Nesse contexto, os investimentos em producéo e logistica, e
no desenvolvimento de cultivares mais resistentes a pragas e doencas e adaptadas as
adversidades do clima sdo fundamentais para manter a posicdo do pais como maior
produtor de cana-de-agucar num mercado cada vez mais competitivo (CENBIO, 2008).

Esta graminea da familia Poaceae se desenvolve em touceiras de
aproximadamente trés metros de altura e apresenta o caule do tipo colmo, segmentado
em nos, regides meristematicas onde pode ocorrer o enraizamento, e entrenos visiveis
nos quais ocorre o armazenamento de sacarose. As folhas lanceoladas que partem dos
ndés sao longas, simples, alternadas e possuem uma venagdo central e bordas
serreadas por pélos. A formacéo de flores ndo é usual no cultivo da cana-de-agucar,
para evitar a translocacdo dos compostos organicos, entretanto, durante a fase
reprodutiva desta planta ha a formagdo de uma panicula terminal constituida de flores
completas, pequenas e hermafroditas que produzem cariopses com formato eliptico e
alongado (CASAGRANDE 1991).



Durante o crescimento vegetativo € necessario uma condigéo climatica quente, e
a disponibilidade de agua € fundamental para se obter o rendimento maximo do
crescimento do vegetal. Seguidamente, durante o periodo de maturagdo uma condigcéo
seca e fria favorece o acumulo de sacarose em detrimento ao crescimento vegetativo.
Apds a maturagao, o teor de agucar observado representa aproximadamente um tergo
da matéria seca dos colmos. Entretanto, uma situacdo de déficit hidrico durante a fase
vegetativa destas plantas torna-se prejudicial ao seu crescimento, e, por conseguinte
desfavoravel ao acumulo de agucar no colmo (INMAN-BAMBER & SMITH 2005).

No Brasil, o projeto SUCEST foi o pioneiro no estudo do transcriptoma de cana-
de-agucar produzindo aproximadamente 238.000 clones com cDNAs provenientes de
diferentes tecidos. A produgcdo em larga escala dos ESTs provenientes de plantas
crescidas em condigbes de campo, in vitro ou infectadas com diazotréficos endofiticos,
possibilitou a identificacdo de genes envolvidos em diferentes processos celulares
(VETTORE et al. 2001). Varios estudos foram realizados a partir dos resultados do
projeto SUCEST e organizados numa edigdo especial da revista “Genetics and
Molecular Biology” (SUGARCANE TRANSCRIPTOME: A LANDMARK IN PLANT
GENOMICS IN THE TROPICS 2001). Outros trabalhos também relatam a producgéo de
ESTs de cana-de-agucar e descrevem grupos de genes expressos em tecidos e
condigbes especificas do desenvolvimento da planta (CARSON & BOTHA 2000, 2002;
CARSON et al. 2002; CASU et al. 2003) e também envolvidos com o acumulo de
sacarose (CARSON et al., 2002; CASU et al., 2003; Ma et al. 2004).

A pesquisa brasileira do transcriptoma da cana-de-agucar possibilitou diferentes
estudos funcionais que analisaram nesta cultura os tratamentos de estresse por frio
(NOGUEIRA et al. 2003), estresse oxidativo (KURAMA et al. 2002) e aplicagdo exodgena
de etanol (CAMARGO et al. 2007). Genes regulados por metil-jasmonato foram
identificados por DE ROSA et al. (2005), assim como genes relacionados a transdugéao
de sinal (PAPINI-TERZI et al. 2005; ROCHA et al. 2007). O estresse bidtico também foi
objeto de estudo para a busca de genes de resisténcia a insetos (BARSALOBRES-

CAVALARI et al. 2006), a Xanthomonas albilineans, causadora da escaldadura da folha



(DABBAS et al. 2006), e a Leifsonia xyli subs. xyli, agente etiolégico do raquitismo de
soqueira (FERRO et al. 2007).

A identificacéo e caracterizagdo dos genes envolvidos no processo de tolerancia
das plantas torna-se uma fonte de informagao fundamental na compreensao dos efeitos
do déficit hidrico na planta, dos mecanismos de percepgéo e respostas desencadeadas
pela planta para sua protecdo. Como a produgao agricola é diretamente influenciada
pela seca, fato que tem sido agravado pelo aumento do aquecimento global, os
programas de melhoramento genético buscam o desenvolvimento de cultivares mais
tolerantes, e para isso a biologia molecular tornou-se uma ferramenta importante na
deteccao de variabilidade genética (PASSIOURA 2007). O melhoramento convencional
de uma cultura geralmente envolve anos até a liberacdo da cultivar melhorada, que
ainda pode nao conter todas as caracteristicas de interesse. A aplicagdo das técnicas
moleculares, como a transformacdo genética, pode minimizar consideravelmente o
tempo dedicado ao melhoramento, assim como aumentar a eficiéncia do processo,
modificando de forma direcionada apenas a caracteristica de interesse (LISSON et al.
2005). O potencial biotecnolégico para a cultura da cana-de-agucar foi discutido por
LAKSHMANAN et al. (2005) e GRESSEL (2008). Segundo estes autores, com as
perspectivas para a demanda de fontes de energia limpa e renovavel, o
desenvolvimento de plantas geneticamente modificadas sera imperativo para aumentar
a produtividade de culturas, que, assim como a cana-de-agucar, sdo utilizadas na
producao de biocombustiveis.

De acordo com os dados atuais de produtividade no pais, o cultivo da cana-de-
agucar esta em ampla expansao, com uma estimativa de aumento para a area plantada
de 3 milhdes de hectares e aproximadamente 250 milhdes de toneladas de cana crua
colhida no prazo de trés anos. A infra-estrutura que possibilitara tal crescimento ja esta
sendo implementada em regidées como no oeste do Estado de Sdo Paulo, no sudoeste
de Minas Gerais, além dos estados de Goias, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul,
utilizando novas areas para o cultivo, ou areas que subsistiam outras culturas (UNIAO
DA INDUSTRIA DE CANA-DE-ACUCAR, 2008b). Algumas destas regiées, como por

exemplo no Mato Grosso do Sul, possuem um solo mais acido, além do clima mais



quente e seco devido ao longo periodo de estiagem durante o ano. Como a seca é um
fator ambiental inerente a todas as plantas, a produtividade da cultura pode ser
significativamente comprometida, reforcando a necessidade do uso de cultivares
adaptadas. Assim, a busca por cultivares mais tolerantes, que sejam capazes de
suportar periodos prolongados de estiagem torna-se imprescindivel a manutencéo e ou
expansao da atual producdo de cana-de-agucar, mantendo o crescimento da demanda

e a competitividade do etanol como biocombustivel.

2.2. A deficiéncia hidrica

A plantas estdo expostas a diferentes estimulos ambientais que podem ser
danosos ao seu crescimento e desenvolvimento. Nesse contexto, a seca € o principal
estresse que pode limitar a produtividade das plantas, pois a falta de agua afeta
diretamente o crescimento celular e consequentemente o rendimento econémico da
cultura (INMAN-BAMBER & SMITH 2005). A terminologia ‘estresse’ pode ser definida
como um desvio das condi¢bes adequadas para o crescimento e desenvolvimento da
planta, e o ‘estresse hidrico’ € muito utilizado para designar uma condigdo abidtica
desvantajosa (LARCHER 2004). Geralmente este termo esta relacionado a escassez de
agua ou eventos naturais de seca a qual a planta esta sujeita. Entretanto, este conceito
também pode estar relacionado ao estresse por excesso de agua, que desencadeia na
planta uma deficiéncia de oxigénio. Assim, o termo ‘déficit hidrico’ torna-se mais
adequado para uma referéncia ao estresse por falta de agua (LOCY et al. 2006).

Longos periodos de seca podem ser suportados por determinadas plantas. A
habilidade para manter o crescimento e desenvolvimento sob condi¢des escassas de
agua é considerada como uma caracteristica de resisténcia ou tolerancia ao déficit
hidrico. Entretanto, esta primeira terminologia esta relacionada ao evento de adaptacéo
ao estresse, o0 qual envolve mecanismos genéticos ao longo de anos de selegéo natural
(LOCY et al. 2006). Assim, tal termo néo seria devidamente apropriado para conceituar

plantas cuja aptiddo para enfrentar condigdes ambientais adversas é devido a
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exposicdo prévia ao estresse. Nesse contexto, as plantas sofrem um processo de
aclimatagdo, no qual podem aumentar sua tolerancia ao estresse a medida que sao
expostas ao mesmo (LARCHER 2004).

Além de limitar a produtividade vegetal, a seca também restringe as areas
agriculturaveis. Sob condi¢cdes de deficiéncia hidrica determinadas plantas podem
retardar os efeitos do estresse consumindo moderadamente a agua disponivel no solo
(LISSON et al. 2005). O nivel de tolerancia a deficiéncia hidrica, exibido pela planta
pode ser, a principio, avaliado através de analises de crescimento da planta ou de
produtividade da cultura em condigbes de seca. A tolerancia a seca é um processo
complexo que varia de acordo com a severidade do estresse, o estadio de
desenvolvimento da planta e a eficiéncia do uso de agua pela planta, além de envolver
a acao de outros estresses que podem ocorrer simultaneamente no ambiente
(CHINNUSAMY et al. 2004).

A deficiéncia hidrica nas plantas desencadeia a perda de estabilidade das
fungdes vitais, como a integridade das proteinas estruturais, a diminuicdo da
fotossintese, que reduz a produgcdo dos fotoassimilados e consequentemente de
energia e ainda pode suscetibiliza-la a acdo de agentes patogénicos (LARCHER 2004).
Dependendo do grau de severidade da deficiéncia hidrica os efeitos causados podem
ser fisiologicamente medidos ou morfologicamente observados. A diminuicdo da
turgescéncia é diretamente proporcional a diminuicdo do crescimento celular. A
dindmica dos processos celulares torna-se limitada e a degradacéo protéica pode ser
relacionada com a reducdo do metabolismo de aminoacidos. Paralelamente ao
fechamento dos estématos, que permite a planta reduzir a perda de agua pela
transpiragdo, ocorre o aumento da sintese de ABA (RACHMILEVITCH et al. 2006). O
aumento da concentracdo enddgena deste regulador do crescimento vegetal esta
relacionado ao seu efeito protetor na célula vegetal durante eventos de deficiéncia
hidrica, que também ira atuar na sinalizag&o celular e ainda na regulagédo da expressao
de determinados genes induzidos sob condigbes de déficit hidrico (NARUSAKA et al.
2003; RIERA et al. 2005; SHINOZAKI & YAMAGUCHI-SHINOZAKI 2007). O

murchamento e enrolamento foliar sdo observados a medida que a severidade da
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deficiéncia hidrica aumenta. De forma geral todos os processos vitais do organismo séo
afetados pela diminuigdo do conteudo de agua (ZHUANG et al. 2007).

As variacbes de temperatura influenciam a taxa de crescimento da cultura.
Pequenas diferencas na temperatura ocasionaram significativas mudancas
morfolégicas e fisioldgicas em Arabidopsis (SAMACH et al. 2005). Geralmente plantas
sob condi¢bes limitadas de agua também estdo sujeitas a agao simultdnea de outros
fatores estressantes. Como a perda de calor através da evaporagdo diminui a
temperatura foliar, o fechamento dos estématos em funcdo do déficit hidrico pode
ocasionar o aumento da temperatura foliar e consequiientemente o estresse térmico na
planta, o qual também atua na inibicdo da fotossintese, na perda de estabilidade de
membrana e no aumento da respiragdo celular (BRAY et al. 2000; RIZHSKY et al.
2004). As proteinas de choque térmico protegem contra a desnaturagédo das enzimas e
proteinas estruturais em células sob altas temperaturas, entretanto estas proteinas
também podem ser induzidas em condi¢des adversas como a deficiéncia hidrica
(RIZHSKY et al. 2004; LOCY et al. 2006).

Todos os tecidos da planta s&do afetados pelo déficit hidrico, entretanto, a raiz € o
primeiro 6érgado a detectar variagdes no conteudo de agua disponivel no solo. Com a
percepcédo da deficiéncia hidrica, as raizes podem sinalizar para o fechamento dos
estdbmatos, cuja condutancia estomatica esta diretamente relacionada com o status
hidrico do solo (LOCY et al. 2006). Como resposta a deficiéncia hidrica, o crescimento
da raiz primaria € estimulado, possivelmente regulado pelo aumento do conteudo de
ABA, que também é relacionado na sinalizacao entre os tecidos (SHARP et al. 2004). A
deteccao precoce da deficiéncia hidrica e a transdugdo de sinal € uma etapa muito
importante para a resposta da planta ao estimulo ambiental. Proteinas quinases,
fosfatases e calmodulinas (GUO et al. 2002; YOSHIDA et al. 2006) estao diretamente
envolvidas neste processo metabdlico. Em resposta ao déficit hidrico, as plantas
induzem modificacdes morfoldégicas, observadas na parte aérea da planta, e
bioquimicas, para protecao contra a dessecacdo (RACHMILEVITCH et al. 2006). Assim,
para a protecdo contra os efeitos da deficiéncia hidrica, varios genes sao induzidos:

transcritos que codificam para proteinas osmoprotetoras, enzimas de detoxificagéao,
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proteinas de transporte de agua e proteinas de regulacdo, como os fatores de
transcricéo, proteinas quinases, fosfatases e fosfolipases, apresentaram sua expressao
alterada, além de outros genes, cuja fungao celular ainda é desconhecida (GORANTLA
et al. 2007; SHINOZAKI & YAMAGUCHI-SHINOZAKI 2007).

O monitoramento do perfil de expressdo génica em Arabidopsis, submetida a
eventos simultaneos de seca, estresse por frio e alta salinidade foi descrito por SEKI et
al. (2002), que identificaram grupos de genes expressos em todas as condi¢des
analisadas, evidenciando os mecanismos comuns de resposta a diferentes fatores de
estresse que desencadeiam o mesmo efeito na planta. Estudos semelhantes realizados
em trigo (ZHENG et al. 2006) e arroz (RABBANI et al. 2003) também identificaram
novos genes envolvidos nas respostas das plantas aos estresses abidticos. Alguns
genes, como por exemplo, aqueles que codificam as proteinas induzidas por seca
(proteinas RD e ERD), foram expressos nas respostas destas plantas aos estresses por
seca, alta salinidade e aplicagdo ex6gena de ABA. As modificagdes que o déficit hidrico
e estresse salino causam na expressao dos genes foram comparadas em plantas de
uva que se desenvolvem em regides semi-aridas: a inibicdo do crescimento do caule, o
numero de transcritos com expressdo alterada, os mecanismos de ajustamento
osmotico, detoxificacdo e fotoinibicdo foram induzidos precocemente nas plantas
submetidas ao déficit hidrico (CRAMER et al. 2007).

WAY et al. (2005) submeteram plantas de trigo a condi¢gdes de déficit hidrico
progressivo e observaram que genes relacionados ao metabolismo de fotossintese
foram reprimidos em fungéo do tratamento aplicado. O perfil transcricional de plantas de
cevada foi avaliado sob diferentes simulagdes de seca: usando o tratamento de ‘choque
de seca’ (indugdo da deficiéncia hidrica em poucas horas), com a progressiva perda de
agua do solo e também apds a re-hidratagdo. Os resultados mostraram que a maioria
dos genes diferencialmente expressos foi afetada exclusivamente pelo tratamento de
‘choque de seca’, enquanto que uma menor parcela de genes se mostrou
diferencialmente expresso em ambos tratamentos, sugerindo que diferentes respostas
podem ser originadas pelas plantas de acordo com o grau de severidade que o estresse
é imposto (TALAME et al. 2007).
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Os efeitos do déficit hidrico ainda foram avaliados em raizes (POROYKO et al.
2007) e tecidos reprodutivos de milho (ZHUANG et al. 2007). No estudo com raizes foi
observado que as diferentes regides de crescimento séo influenciadas de diferentes
maneiras pela seca, e que 0s genes expressos exercem fungdes distintas em cada
regido da raiz, como por exemplo, os genes do metabolismo de defesa prevalecentes
nas zonas de crescimento opostas ao apice. De maneira semelhante, os mecanismos
de resposta a deficiéncia hidrica foram diferentes em cada 6rgao reprodutivo analisado,
apresentando apenas um pequeno conjunto de genes expressos em ambos tecidos, 0s
quais estdo envolvidos principalmente no metabolismo de acucares, entre outros
processos celulares.

A graminea Festuca mairei pode servir como base de comparacgéo para estudos
de tolerancia a deficiéncia hidrica em outras gramineas devido sua adaptacgéo xerofitica
a seca. WANG & BUGHRARA (2007) monitoraram a expressao génica desta planta em
resposta ao déficit hidrico e verificaram que a maioria dos genes foi reprimida e
relacionada a biogénese e metabolismo celular, enquanto os genes induzidos estao
envolvidos com os processos de transcricao e defesa. Outros estudos compararam o
nivel de tolerancia e sensibilidade ao déficit hidrico em culturas de feijao (HIENG et al.
2004; TURKAN et al. 2005; MICHELETTO et al. 2007) e genétipos contrastantes de
trigo (RAMPINO et al., 2006) e arroz (WANG et al. 2007). As plantas tolerantes de feijao
apresentaram um mecanismo de defesa mais eficiente comparado as plantas sensiveis.
Os gendtipos tolerantes de trigo induziram transcritos para proteinas que estéo
envolvidas na retencdo de agua, as quais nao foram observadas nas plantas sensiveis,
e a analise dos cultivares de arroz mostrou que nas plantas tolerantes os genes
fortemente induzidos foram relacionados ao processo de transcri¢cdo, detoxificacdo e
manutencao do turgor celular, enquanto que nas sensiveis foram observados genes
atuando na degradacédo dos componentes celulares. Em culturas de girassol genes
diferencialmente expressos em condi¢des de déficit hidrico também apresentaram um
padrao de expressao antagbnico nas plantas tolerantes e sensiveis, o qual parece estar

mais associado as modificagbes qualitativas da expressao génica (ROCHE et al. 2007).



14

Apesar da complexidade genética dessa planta polipldide, a aplicagdo da
transformacao genética tém sido descrita no melhoramento agrondmico. Plantas de
cana-de-agucar foram geneticamente transformadas para o aumento da sintese de
prolina e mostraram que o efeito deste osmoprotetor nas plantas transgénicas
submetidas a seca foi mais significativo para o sistema de defesa antioxidante que sua
atuagdo no ajustamento osmético (MOLINARI et al. 2007). A expressao constitutiva de
um gene envolvido no metabolismo de etileno em plantas de tabaco ndo ocasionou
modificagdes fenotipicas, mas promoveu o0 aumento da tolerancia a seca e ao estresse
salino (TRUJILLO et al. 2008). A quantidade de sacarose acumulada aumentou
significativamente em tecidos imaturos de cana-de-agucar transgénica, que foram
modificadas para a repressao de um gene negativamente relacionado ao metabolismo
bioenergético (GROENEWALD & BOTHA 2008).

2.3. Os macroarranjos de DNA

Os estudos de expressao génica foram favorecidos com os avancos na area de
genbmica e sequenciamento de genes. Métodos de estudos que permitem avaliar a
concentracdo relativa do transcrito de um determinado gene, como a técnica de
“‘Northern blot” ou “Dot blot”, foram suplantados por outros métodos como os
macroarranjos de DNA, que possibilitam uma analise prospectiva de milhares de genes
simultaneamente. O padrdo de expressdo génica pode ser caracterizado em diferentes
tecidos, sob condi¢des normais de crescimento e desenvolvimento ou submetidos aos
tratamentos experimentais que simulam os estresses bidticos e abidticos. A aplicacao
desta metodologia tem sido observada desde os estudos de LENNON & LEHRACH
(1991) que identificaram genes diferencialmente expressos em diferentes bibliotecas de
cDNA. Outros estudos subsequiientes foram realizados para avaliar o perfil de expresséo
génica em Arabidopsis thaliana (DESPREZ et al. 1998), em tecidos do cérebro (ZHAO
et al. 1995) e em carcinomas de ovario (SCHUMMER et al. 1999).
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A técnica de macroarranjos de DNA se baseia na imobilizagdo do DNA a ser
estudado em suportes sélidos para monitorar o nivel de expressao génica. Comparada
a técnicas similares, esta metodologia pode ser considerada de facil implementagao,
pois compreende procedimentos padrdes de hibridizagdo. As membranas de nailon,
utilizadas como o suporte sélido, sdo carregadas positivamente, para promover a
fixacdo do DNA. O material a ser depositado na membrana pode constituir uma
sequUéncia parcial do gene alvo (MERCHAN et al. 2007), o DNA plasmidial
recombinante (LIU et al. 2008) ou ainda as células bacterianas contendo o DNA
plasmidial recombinante (BARSALOBRES-CAVALLARI et al. 2006).

A aplicacdo de uma sequéncia isolada em membranas de nailon tem sido
descrita em experimentos de macroarranjos (MERCHAN et al. 2007; NARAYANAN et
al. 2007). Entretanto, o DNA plasmidial recombinante € empregado frequentemente
nestes estudos de expressdo, pois representa uma o6tima relagdo custo e beneficio
(ARAUJO et al. 2005; DABBAS et al. 2006; CAMARGO et al. 2007; FERRO et al. 2007;
LIU et al. 2008). Uma alternativa as expensas de extracdo do DNA plasmidial pode ser
a deposigao direta das colbnias de bactérias no suporte, como demonstrado em alguns
estudos (CARSON et al. 2002; BARSALOBRES-CAVALLARI et al. 2006).

O DNA ¢ arranjado ordenadamente no suporte soélido através de técnicas
manuais ou automatizadas. A densidade de genes imobilizados por meio da técnica
manual representa aproximadamente 20 genes por cm? entretanto o método de
transferéncia automatizado permite confeccionar membranas com uma densidade de
genes dez vezes maior (FELIX et al. 2002). A transferéncia do DNA requer ainda que a
mesma amostra seja depositada quatro vezes para assegurar a homogeneidade da
quantidade de material transferido entre as amostras, assim como a imobilizagdo de
cada gene em duplicata, para agregar mais confiabilidade aos dados (RODRIGUES
2004).

A deteccao do nivel de expressdo génica deve ser diretamente proporcional a
quantidade de transcritos de um determinado gene. Assim, para os estudos de
expressao torna-se imprescindivel que a metodologia aplicada tenha sensibilidade para

detectar genes que sdo pouco expressos. A capacidade dos macroarranjos de DNA de
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detectar transcritos escassos foi observada por FELIX et al. (2002) cujos experimentos
detectaram genes com a expressao muito reduzida. WATAKABE et al. (2001) aplicaram
a metodologia para analisar a variagdo de expressédo em diferentes tecidos humanos e
também confirmaram a sensibilidade da técnica para a deteccdo dos transcritos
expressos em baixo niveis.

Os macroarranjos de DNA ja foram empregados para o estudo de cancer em
humanos contribuindo no diagnéstico dos pacientes portadores de doencgas, assim
como na administracdo do tratamento terapéutico (DIOS et al. 2007; LOVISOLO et al.
2006; TAKATA et al. 2006). Outros trabalhos aplicaram a metodologia para a
identificacdo de vias metabdlicas envolvidas na resposta ao estresse salino em
Medicago truncatula (MERCHAN et al. 2007), e de vias reguladas pelo fitohorménio
jasmonato (SASAKI-SEKIMOTO et al. 2005). O efeito da deficiéncia hidrica em 6rgaos
reprodutivos de cevada (MARASCHIN et al. 2006) também foi avaliado, assim como o
estudo da influéncia do fotoperiodo em resposta ao déficit hidrico em Arabidopsis
thaliana (BECKER et al. 2006).

O padrao de expressao de genes de cana-de-agucar foi monitorado através dos
macroarranjos de DNA para: analisar o efeito da aplicacdo exégena de jasmonato na
regulacédo génica (CAMARGO et al. 2007; BOWER et al. 2005); caracterizar a atividade
transcricional dos elementos genéticos transponiveis (ARAUJO et al. 2005); identificar
genes de resisténcia ao raquitismo da soqueira causada pela bactéria Leifsonia xyli
subsp. xyli (FERRO et al. 2007) e a escaldadura da folha desencadeada pela
Xanthomonas albilineans (DABBAS et al. 2006); validar os resultados obtidos com a
técnica de hibridizag&o subtrativa (SSH) (DIOS et al. 2007) e avaliar o padréo de genes
expressos sob altas concentracdes de sais, frio e aplicacdo de ABA (ZHENG et al.
2006).
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ll. MATERIAL E METODOS

3.1. Cultivo das plantas e tratamento experimental

Plantulas de cana-de-agucar dos cultivares SP83-5073 e SP90-1638 foram
classificadas respectivamente como tolerantes e sensiveis ao déficit hidrico através de
analises de produtividade em campo, realizadas pelo Centro de Tecnologia Canavieira
(COPERSUCAR 2002). As plantulas foram cultivadas em casa de vegetacéo, utilizando
substrato arenoso estéril e mantidas a 26 °C com 56% de umidade relativa. Todas as
plantulas foram irrigadas diariamente com base no método do Atmdémetro de
Livingstone, como descrito por BRONER et al. (1991) e SALASSIER et al. (2005),
utilizando solugéo nutritiva de Hoagland a 25% (HOAGLAND & ARNON 1950) (Tabela
1A).

O delineamento experimental foi totalmente casualizado contendo trés replicatas
biolégicas para cada planta controle e para cada planta submetida ao tratamento
experimental, as quais foram amostradas em trés pontos experimentais, totalizando 18
amostras para cada cultivar. Apdés dois meses de cultivo as plantas tratadas foram
submetidas a deficiéncia hidrica progressiva, pela supressao da irrigacéo, e foram
coletadas no 2°, 8° e 10° dias do tratamento experimental, os quais representam
aproximadamente 80%, 40% e 20% de umidade do substrato, respectivamente, e foram
designados como déficit hidrico leve, moderado e severo. As plantas controles foram
mantidas sob irrigacdo diaria. Todas as folhas foram coletadas, congeladas
imediatamente em nitrogénio liquido e mantidas a —86 °C em ultrafreezer. Amostras de
substrato foram coletadas para determinar o percentual de umidade em peso do
substrato durante o tratamento experimental através do método gravimétrico, com base

na variagao da massa fresca e massa seca do substrato (SALASSIER et al. 2005).
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3.2. Confecgao das membranas de alta densidade

Para a confec¢cdo das membranas de macroarranjos de DNA foram utilizados
todos os 3.575 ESTs das bibliotecas de folhas de cana-de-agucar do projeto SUCEST,
(VETTORE et al. 2001) contendo fragmentos de aproximadamente 1.260 pares de
bases. Os clones foram rearranjados em placas de 96 pocgos (Genetix, UK), o DNA
plasmidial recombinante foi extraido através do método da lise alcalina (VETTORE et al.
2001), e todos os clones foram sequenciados para confirmagdo da identidade.
Amostras do DNA plasmidial foram rearranjadas em placas de 384 pocos (Genetix-UK),
diluidas em 50% DMSO e depositado em membranas de ndilon (8,5 x 12,5 cm)
carregadas positivamente (Q Filters, Genetix-UK) em um processo totalmente
automatizado (Q-Bot, Genetix-UK). Os clones foram imobilizados usando um arranjo 5 x
5, no qual cada clone foi depositado em duplicata. As membranas foram submetidas a
uma solucéo de denaturacéo (1,5 M NaCl; 0,5 M NaOH) e neutralizagao (1,5 M NaCl;
1M Tris pH 7,0), respectivamente durante dez e cinco minutos e o cDNA foi imobilizado

por exposicado a luz ultra-violeta (1.600 J m? s™, CL-1000 Ultraviolet Crosslinker, UVP).

3.3. Extragcdo do RNA total

Todo o material utilizado para as manipula¢gdes do RNA total foi devidamente
esterilizado a 180 °C. O RNA total foi extraido a partir de 1,5 g das folhas de plantas
tratadas e controles usando o reagente comercial Trizol (Invitrogen, USA), de acordo
com as instru¢cdes do fabricante. O material vegetal congelado foi macerado em
nitrogénio liquido e homogeneizado em 8 ml de Trizol, substadncia de compostos
fendlicos e isotiocianato de guanidina, que promove a separagao das fases organicas.
Ao composto homogeneizado foram adicionados 1,6 ul de cloroférmio, submetido a
agitacdo mecanica vigorosa por 30 segundos e posteriormente a centrifugacédo de
12.000 x g durante 15 minutos a 4 °C. A fase superior recuperada foram acrescentados

540 pl de alcool isopropilico, e a reagéo foi incubada por dez minutos a temperatura
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ambiente e submetida a centrifugacdo de 12,000 x g durante 10 minutos a 4 °C para a
precipitacdo do RNA total. O precipitado obtido foi lavado duas vezes em 75% alcool
etilico e dissolvido em 20 pl de agua deionizada tratada com dietil-pirocarbonato
(DEPC, 0,01% v/v). A qualidade do RNA total extraido foi analisada e o material foi

armazenado a —86 °C em ultrafreezer.

3.3.1. Anadlise do RNA total

Para verificar a integridade e a quantidade do material extraido, as amostras
foram submetidas a eletroforese em gel desnaturante de agarose 1,5 % (m/v), (1,2 g de
agarose; 8 ml de tampéao de corrida 10X, composto de 20 mM Mops pH 7.0, 50 mM
acetato de s6dio e 5 mM EDTA; 65 ml de agua deionizada tratada com DEPC; e 6,4 ml
de formaldeido) a 77 volts durante 40 minutos (Tabela 1B). As amostras foram ainda
analisadas em espectrofotometro (NanoDrop ND-1000, USA) para a avaliagéao
quantitativa, além da presenca de contaminantes, como proteinas e compostos

fendlicos (Tabela 2B).
3.4. Sintese da sonda de cDNA

Para a sintese das sondas de cDNAs foram adotados procedimentos com base
no meétodo descrito por SCHUMMER et al. (1999). As sondas de cDNA foram
individualmente produzidas para cada uma das 18 amostras de RNA total extraidas de
cada cultivar. A primeira fita do cDNA foi sintetizada a partir de 30 ug de RNA total,
utilizando 3 uM 6ligo-dT1s (Invitrogen) para selecionar as moléculas de mRNA. Foram
adicionados a reacéo 5 ul do tampéao de reacao 5X First Strand Buffer (Invitrogen); 2,5
pl de 100 mM DTT (Invitrogen); 80 U RNAseOUT (Invitrogen); 10 mM dATP, dTTP e
dGTP (cada), a qual foi incubada a 42°C por cinco minutos e seguidamente foram
acrescentados 250 U Superscript |l Reverse Transcriptase (Invitrogen). Apds 20
minutos foi acrescentado 3.000 Ci mmol™ [a-**P]dCTP (30uCi) e a reacéo foi incubada

a 42 °C durante 60 minutos. Para finalizar a reagao foram adicionados 1,4 ul de 5 M
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NaOH; 1,8 ul de 3,94 M HCI; 7 ul de 1 M Tris-HCI pH 7,5 e agua deionizada tratada com
DEPC para um volume final de 50 ul. As sondas foram purificadas em colunas
Sephadex G-50 (Invitrogen) seguindo as instrugdes de SAMBROOK et al. (1989) e a
incorporacéo radioativa foi contada em cintilador (Beckman LS6500) para assegurar o

uso de sondas com padrdes similares de incorporagéo radioativa.

3.5. Hibridizagao e lavagem das membranas de macroarranjos

Para a primeira hibridizagdo das membranas de nailon foram seguidas as
recomendacdes do fabricante que indica a aplicagéo de solugdo 0,1% SDS fervendo
durante cinco minutos, para diminuir a hibridizacdo inespecifica de fundo
(“background”). As membranas foram pré-hibridizadas a 58 °C por 4 horas em uma
solucao contendo 1% BSA (m/v) (Fraction V, Sigma), 1 mM EDTA, 7% SDS (99,9%) e
0,5 M fosfato de sodio (Na;HPO,4). Apos a etapa de pré-hibridizagéo, a sonda purificada
e devidamente desnaturada (94 °C por trés minutos) foi adicionada a solugdo para o
processo de hibridizagdo também realizado a 58 °C durante 18 horas. Apds esse
processo as membranas foram lavadas em 2X SSC, 0,1% SDS por 15 minutos a 65 °C
(duas lavagens); 1X SSC, 0,1% SDS por 15 minutos a 65 °C; 0,1X SSC, 0,1% SDS por
15 minutos a 65 °C (duas lavagens) e 0,1X SSC por 5 minutos a temperatura ambiente.
As membranas foram seladas em filme plastico e expostas a cassetes sensiveis a
radioatividade (Imaging Plates, Fujifilm, Japan) durante 96 horas.

Para a reutilizagdo das membranas a sonda foi removida usando lavagens de
alta estringéncia: a primeira solugéo (v/v) contendo 0,4N NaOH e 0,1% SDS foi aplicada
por 15 minutos a 65 °C (duas lavagens); a segunda solugéo (v/v) contendo 0,2 N Tris-
HCI pH 8.0, 0,1% SDS e 0,1X SSC foram submetidas durante 15 minutos a temperatura
ambiente; e a ultima lavagem utilizou uma solucao (v/v) de 0,1X SSC por cinco minutos
a temperatura ambiente. Em seguida, as membranas foram seladas em filme plastico e
expostas novamente durante 96 horas para confirmar a remogéo da sonda. Apds esse

processo as membranas foram armazenadas a -20°C para reutilizagbes posteriores.
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3.6. Aquisicao das imagens e analise estatistica dos dados

A emisséao de radioatividade do material hibridizado na membrana produziu uma
‘imagem” no cassete, a qual foi digitalizada usando o aparelho Phosphorimager
FLA3000-G (Fujifilm, Japan) (Figura 1C). A imagem digital dos sinais radioativos foi
analisada através do programa ArrayVision (Imaging Reseach, St. Catherines, ON,
Canada, www.imageresearch.com), que permite identificar os clones e quantificar a
intensidade do sinal emitido para cada “spot”, transformando-os em valores numéricos.
Apds a quantificagéo, os dados foram analisados com auxilio do programa estatistico R
(R Development Core Team 2005) (IHAKA & GENTLEMAN 1996) e das aplicacdes
desenvolvidas para a analise de arranjos de DNA (GENTLEMAN et al. 2004,
http://www.bioconductor.org/), no qual a qualidade dos dados brutos foi avaliada pela
analise visual dos graficos “scatter plots”, “MA plots” e “box plots”.

Os dados brutos obtidos foram corrigidos para a hibridizagdo inespecifica de
fundo (“background”) e normalizados pelo método VSN (“Variance Stabilization and
Normalization”) através do programa R (HUBER et al. 2002). Subsequentemente, um
modelo linear foi usado para obter os genes diferencialmente expressos para cada
periodo de interesse do programa Limma (SMYTH et al. 2005). Os genes foram
classificados como sendo diferencialmente expressos em ordem decrescente do B-
estatistico, considerando a taxa de falsa descoberta (False Discovery Rate - FDR)
proposta por BENJAMINI & HOCHBERG (1995) e implementada no programa Limma.
Os genes diferencialmente expressos foram obtidos usando um FDR igual a 5%, B-

estatistico positivo (B > 0) e p-value menor que 0,05 (p<0,05)
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3.7. Validagao dos resultados por PCR quantitativo

O RNA total foi tratado com DNAse (Invitrogen) de acordo com as instrugbes do
fabricante. Na sintese da primeira fita de cDNA foram utilizados 5 ug do RNA total
tratado, 0,5 ng Oligo (dT)12.1g (Invitrogen) e 1 pl 10 mM dNTP mix, que foram aquecidos
a 65 °C por 5 minutos e seguidamente mantidos no gelo por dois minutos. Ap6s uma
breve centrifugacdo 4 ul do tampao de reacdo 5X First-Strand Buffer (Invitrogen), 2 ul
0.1 M DTT e 40 U RNAseOUT (Invitrogen) foram acrescentados a reacgdo, a qual foi
submetida a 42 °C por dois minutos. Foram adicionadas 200 U da enzima SuperScript Il
Reverse Transcriptase (Invitrogen) e a reacdo foi novamente incubada a 42 °C durante
50 minutos. A reagao foi finalizada a 70 °C por 15 minutos. O produto da sintese foi
tratado com 2 U da enzima RNAse H (Invitrogen) durante 30 minutos a 37 °C e em
seguida a reacao foi finalizada a 70 °C por 10 minutos.

As reacgbes do PCR quantitativo foram realizadas no termociclador ABlI modelo
7500 System (Applied Biosystems) usando SYBR Green Master Mix (Applied
Biosystems). Com auxilio do programa “Primer Express 3.0 software” (Applied
Biosystems) foram desenhados 6ligos para 12 genes diferencialmente expressos
selecionados em diferentes pontos experimentais (Tabela 1). As seqiéncias dos 6ligos
foram pesquisadas no banco de dados do SUCEST, usando a ferramenta Blast, para
verificar a especificidade das seqiéncias desenhadas. Os valores de expressao,
observados para os clones selecionados, e as respectivas sequiéncias desenhadas sao
detalhadas na Tabela 1D.

Para cada clone selecionado foram ensaiados, separadamente, trés replicatas
biolégicas de plantas controle e plantas submetidas ao tratamento experimental
utilizando as mesmas amostras de RNA total empregadas nos experimentos dos
macroarranjos. Cada reacao foi amplificada em duplicata usando 2 pl de uma diluicéo
1:10 das amostras de cDNA, 6ligos na concentracao final de 400 nM, 12,5 ul of SYBR
Green Master Mix e agua deionizada para o volume final de 25 ul. Amostras de cDNA

sintetizadas sem a enzima Superscript || Reverse Transcriptase foram incluidas como
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controles negativos para confirmar a auséncia de contaminantes. Os parametros das
amplificagbes foram: 50 °C por 2 minutos, 95 °C por 10 minutos e 40 ciclos de 95 °C por
15 segundos e 60 °C por 1 minuto. A expresséao relativa dos genes foi normalizada
usando o gene da B-tubulina (CA222437) como controle endégeno (ISKANDAR et al.
2004) e a razao da expressao diferencial (controle/tratado) foi determinada através do
método 22T (LIVAK & SCHMITTGEN 2001).

Tabela 1. Genes utilizados nos experimentos de PCR quantitativo. Os dados de expressao
génica nos respectivos pontos experimentais em que foram selecionados s&o
detalhados para cada cultivar.

PExpressio (M) PExpressio (M)
SP83-5073 SP90-1638
®Accesso ao
GenBank Gene Severo Leve Moderato Severo
CA127376 SAMDC 2.03 — — —
CA120560 Protein ZmPIP2-1 1,08 — — —
CA128872 Protein ZmTIP4-2 — 1.06 — —
CA127367 Protein WIP 0,92 — — 1,21
CA119309 Protein LTP 1,12 — -0.8 —
CA120417 Pyruvate kinase 3.51 — 227 3.34
CA116806 Histone 1.41 0.94 -1.7 —
CA300174 DNAJ -1.22 — — 1.49
CA293774 Ferredoxin | — 227 -1.65 -1.7
CA116652 Photosystem | — 1.46 -2.01 -1.99
CA122935 No match gene 1 1,89 -1,7 — —
CA129393 No match gene 2 1.09 — -1.23 1.49

®NUmbero de acesso ao banco de dados NCBI ~ °M representa a razio da expressdo diferencial

observada nas analises de macroarranjos (logz) — nenhuma significancia para o p-value. adotado .

A quantificagdo relativa dos genes alvos foi determinada usando o método 2
MCT que calcula as mudangas na expressao de um determinado gene alvo, como
descrito por LIVAK & SCHMITTGEN (2001). A expressao génica detectada é

considerada relativa, pois relaciona o sinal amplificado do gene alvo na condigéo
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tratada, para o sinal obtido com o mesmo gene na condicdo controle, além da
normalizacdo com o controle endoégeno. A expressdo quantificada pode variar
consideravelmente em funcéo dos controles utilizados. Como a expressao do gene alvo
€ normalizada pela subtracdo da expressdo do controle endoégeno, é essencial a
utilizacdo de um gene que apresente uma expressao consistente nas amostras a serem

estudadas. Os dados foram analisados com base na equacgao descrita abaixo:

[(CT, Gene alvo — CT, Gene endc’)geno)Tempo X (CT, Gene alvo — CT, Gene endc’:geno)Tempo 0]

onde,

Ct, Gene avo: Sinal da amplificagdo do gene alvo;
Ct, Gene endageno: Sinal da amplificagdo do controle end6geno;

Tempo x: t€MpPO ou condigdo sob tratamento experimental do gene alvo;

Tempo 0: t€MpPO ou condig&o controle do gene alvo;
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IV. RESULTADOS

4.1. Status hidrico da planta

Plantas de cana-de-agucar das cultivares SP83-5073 (tolerante) e SP90-1638
(sensivel) foram usadas para monitorar o nivel de expressao de 3.575 ESTs de folhas
de cana-de-agucar (VETTORE et al. 2001) imobilizados em membranas de nailon, em
resposta ao déficit hidrico. As plantas foram submetidas a deficiéncia hidrica de forma
gradual pela supresséo da irrigacdo e o percentual de umidade relativa em peso do
substrato (%UR) foi medido para verificar o status hidrico do solo (Figura 1). As plantas
foram coletadas no 2°, 8° e 10° dias do tratamento experimental quando a %UR do
substrato correspondeu aproximadamente a 82,4%, 43,1% e 19% para a cultivar
tolerante e 84,2%, 40,9% e 17,3% para a cultivar sensivel. A perda de agua foi
progressiva e similar em ambas cultivares e os pontos experimentais amostrados foram
designados como condi¢des de déficit hidrico leve, moderado e severo.

De acordo com as informagbes disponiveis para as cultivares utilizadas neste
experimento, as quais foram classificadas pelo Centro de Tecnologia Canavieira
(Copersucar) como tolerantes e sensiveis a seca baseados em dados de produtividade
em campo, nenhum estudo molecular descreveu niveis de tolerancia ou sensibilidade a
seca para estas plantas. Diferentes respostas morfoldégicas que confirmam esta
classificagdo foram observadas entre as cultivares no decurso da deficiéncia hidrica.
Durante o tratamento experimental (especialmente apdés 48 horas) as folhas do
genotipo sensivel mostraram sinais evidentes do estresse, como leve murchamento,
evoluindo para o enrolamento total da folha no ultimo dia do tratamento (condi¢des
severas de déficit hidrico). O genotipo tolerante, em comparacdo ao sensivel, ndo
apresentou sinais do estresse aplicado, o que pode indicar uma melhor performance
destas plantas sob condigbes de deficiéncia hidrica. Todas as plantas usadas neste
experimento estavam no estadio jovem do desenvolvimento e foram totalmente

casualizadas em casa de vegetacéo para minimizar o efeito ambiental.
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Figura 1. Conteudo de umidade relativa do solo. As plantas tolerantes (SP83-5073) e sensiveis
(SP90-1638) foram submetidas a supressao da irrigacao e a perda de agua do solo foi
determinada pelo método gravimétrico. Plantas foram coletadas no 2°, 8° e 10° dias do
tratamento experimental, os quais corresponderam para condi¢cdes de déficit hidrico
leve, moderado e severo, respectivamente. O desvio padrdo de trés replicatas
biolégicas é mostrado.

4.2. Identificagdao dos genes diferencialmente expressos nos cultivares SP83-5073
(tolerante) e SP90-1638 (sensivel)

Os genes foram identificados como diferencialmente expressos em resposta ao
déficit hidrico usando o programa estatistico R (R Development Core Team 2005)
(HUBER et al. 2002). Ap6s a normalizacao e correcéo da hibridizacao inespecifica de

fundo (“background”) foram obtidas as razées de expressao diferencial para cada gene,



27

apresentadas pela variavel M. Os valores de M foram transformados para log,, assim
cada unidade de M (M=1) representa um aumento de expressdo de duas vezes
comparado a condigdo controle (SMYTH et al. 2003). As seqiiéncia dos genes foram
pesquisadas no banco de dados NCBI (National Center for Biotechnology Information,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov), usando a ferramenta BlastX (ALTSCHUL et al. 1997), para
a busca de proteinas similares. Para as enzimas identificadas foi adicionado o
respectivo numero de classificacdo (Enzyme Commission, BAIROCH 2000)
(http://ca.expasy.org/enzyme/). Nas analises estatisticas, a identificacdo de genes
diferencialmente expressos n&o considerou nenhum limite para a quantidade de vezes
que um determinado gene foi induzido ou reprimido, mas parametros como o B-
estatistico, test-t e o FDR foram usados como descrito nos materiais e métodos.

Entre os genes diferencialmente expressos na cultivar tolerante, 165 foram
estatisticamente  significativos, os quais foram induzidos ou reprimidos
preferencialmente nas condi¢gées severas do déficit hidrico. Como mostrado na Figura
2, dois genes foram induzidos em condi¢des de déficit hidrico leve, apenas um gene foi
reprimido na condi¢do moderada, e em condigcbes mais severas, 154 genes foram
induzidos com oito sendo reprimidos. Diferentemente da cultivar tolerante, uma analise
global do transcriptoma das plantas sensiveis mostrou 432 genes diferencialmente
expressos nas condicbes de deficiéncia hidrica leve, moderado e severo (Figura 2).
Destes, verificou-se que muitos genes também foram induzidos em condi¢des severas
do déficit hidrico, assim como na cultivar tolerante. Porém, nas condi¢cdes de déficit
hidrico leve e moderado, ao contrario da cultivar tolerante, o conjunto de genes
diferencialmente expressos foi consideravelmente maior, mostrando um perfil de

expressao preferencialmente induzido e reprimido, respectivamente (Figura 2).
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Figura 2. Perfil de expressdo génica das cultivares SP83-5073 (tolerante) e SP90-1638
(sensivel). O numero de genes diferencialmente expressos &€ mostrado para cada
cultivar nas respectivas condigbes de déficit hidrico analisadas. Os genes induzidos
estéo dispostos ascendentemente em relagdo ao eixo X e mostram numeros positivos
enquanto os genes reprimidos sdo representados pelas barras descendentes, as quais
apresentam valores negativos. O numero total de genes no cultivar SP83-5073 soma
165, pois nenhum gene diferencialmente expresso em uma condicdo esta
representado em outra condicdo Em contraste para a cultivar SP90-1638 alguns genes
diferencialmente expressos estdo em mais de uma condigdo analisada.

Observando o perfil de expressdo em cada ponto experimental foi possivel
visualizar que o numero de genes aumentou com a severidade do estresse. Nenhum
gene identificado em uma condicdo do estresse estudado foi verificado em outra
condicdo analisada na cultivar tolerante. Entretanto, para a cultivar sensivel é
importante enfatizar que muitos transcritos identificados em uma condi¢cao experimental
do déficit hidrico também foram observados em outras condi¢gbes, mas cada gene foi
contado como diferencialmente expressos (induzido ou reprimido) apenas uma vez.

Seis genes foram diferencialmente expressos em todas as condi¢cdes analisadas, mas
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nenhum foi induzido durante todo o tratamento experimental. Entre o déficit hidrico leve
e moderado, e também entre as condi¢cbes leve e severa, dois grupos de 12 genes
foram detectados (Figura 3). O numero de genes expressos aumentou com a
severidade do estresse, e possivelmente como uma conseqiiéncia, um maior numero
de genes (n = 34) compartilhados entre o déficit hidrico moderado e o severo foi
observado, com um grande numero (n = 22) sendo induzidos em ambos periodos
(Figura 3).

SP90-1638
Moderado

SP90-1638
Leve

55 120

193

SP90-1638
Severo

Figura 3. Diagrama de Venn. O diagrama apresenta os numeros de genes diferencialmente
expressos na cultivar SP90-1638 (sensivel) que foram exclusivos e comuns entre
diferentes condi¢bes analisadas.
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Entre os seis genes que foram identificados em todas as condi¢cdes analisadas
(Figura 3), verificamos um precursor de ferredoxina | (CA293774), um precursor da
subunidade PsaN do fotossistema | (CA116652), uma fosforribosilantranilate
transferase (CA123485), uma ubiquitina (CA125872), e duas proteinas desconhecidas
(CA130078, CA117522), as quais foram induzidas na condi¢do leve da deficiéncia
hidrica e apresentaram a expresséo reprimida sob condicbes moderadas e severas
(Tabela 2). Um perfil similar também foi observado para os 12 genes comuns as
condicbes leve e moderada. Em contraste, variados padrbes de expressdo foram
observados no grupo de genes comuns as condi¢cbes leve e severa do tratamento
experimental (Tabela 2). Entre os 34 genes comuns aos pontos experimentais de déficit
hidrico moderado e severo foram verificados dois diferentes padrbes de expressao: um
grupo de genes (n = 12) que foram reprimidos e induzidos sob condi¢ées moderadas e
severas, respectivamente e outro grupo de genes (n = 22) induzidos em ambas
condi¢gbes, a maioria deles (n = 15) representando proteinas desconhecidas e genes
sem similaridade (Tabela 2). Nenhum gene foi induzido ou reprimido durante todo o

tempo de exposicao a deficiéncia hidrica.
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Tabela 2. Descrigdo dos genes diferencialmente expressos sob diferentes condi¢cdes de déficit
hidrico leve, moderado e severo na cultivar SP90-1638 (sensivel). As proteinas
similares e o nivel de expressdo génica (M) sdo mostrados para cada gene. As
funcdes metabolicas foram propostas de acordo com a atividade executada pela

proteina.
°SP90-1638
Expressao (M)

*Accesso

ao Descrigdo da proteina be-value Leve | Moderado | Severo | °P.value ‘B
GenBank
CA116652  photosystem | complex PsaN subunit precursor [Zea mays] 1,00E-42 1,46 -2,01 -1,99 0,01059 0,5
CA125872  ubiquitin [Zea mays] 2,00E-69 0,6 -1,33 0,65 0,00612 1,28

phosphoribosylanthranilate transferase [EC 2.4.2.18] [Pisum
CA123485  sativum] 4,00E-51 0,64 -0,61 -0,59 0,00212 1,21
CA130078  unnamed protein product [Arabidopsis thaliana] 8,00E-22 1,97 -1,81 -1,65 0,00054 4,19
CA117522  unknown protein [Oryza sativa] 2,00E-68 1,7 -1,48 -1,34 0 8,85
CA116652  carbonic anhydrase [EC 4.2.1.1] [Oryza sativa] 8,00E-92 1,8 -1,28 — 0,00004 7,61
CA125884  plastocyanin precursor [Hordeum vulgare] 1,00E-34 1,05 -1,69 — 0,00114 3,37
CA121073  putative actin-depolymerizing factor [Oryza sativa] 1,00E-74 2,24 -1,62 — 0,0001 6,35
CA125801  DNA-binding protein [Zea mays] 1,00E-44 0,68 -0,67 — 0,01311 0,15
CA116798  copper chaperone [Oryza sativa] 7,00E-29 1,15 -0,93 — 0,00007 6,75
CA116806  histone H3 (H3-1.1) [Oryza sativa] 1,00E-58 0,94 -1,7 — 0,00031 3,44
CA300423 0s01g0265100 [Oryza sativa] 7,00E-79 1,25 -1,35 — 0,00176 5,11
CA117711  unknown protein [Arabidopsis thaliana] 2,00E-31 0,85 -1,3 — 0,01099 0,47
CA126111 No match — 0,81 -0,61 — 0,00024 5,39
CA116310 No match — 0,68 -0,82 — 0,01206 0,35
CA294347 No match — 1,71 -1,19 — 0,00261 0,96
CA116312 No match — -0,88 -1,02 — 0,00814 0,83
CA128973  ABA-responsive HVA22 family protein [Oryza sativa] 2,00E-64 -0,59 — -0,61 0,01282 0,22
CA123180  unknown protein [Oryza sativa] 1,00E-19 -0,9 — -0,98 0,013 0,14
CA127269 cinnamoyl CoA reductase [EC.1.2.1.44] [Oryza sativa] 6,00E-84 -0,9 — 1,24 0,00172 1,47
CA121097  dormancy-associated protein [Codonopsis lanceolata] 1,00E-17 -0,83 — 1,05 0,0075 0,89
CA121187  hypothetical protein Osl_020167 [Oryza sativa] 5,00E-08 -0,95 — 1 0,01287 0,15
CA130292 protein kinase [Sorghum bicolor] 4,00E-21 0,52 — 0,66 0,00002 6,27
Ulp1 protease family, C-terminal catalytic domain containing

CA118879  protein [Oryza sativa] 2,00E-11 0,87 — 0,69 0,00036 4,83
CA190110  LHY protein [Oryza sativa] 8,00E-55 1,92 — -1,62 0,00001 9,61
CA293838 hypothetical protein [Arabidopsis thaliana] 2,00E-25 1,56 — -1 0 10,68
CA129275 No match — 1,63 — -0,73 0 18,3
CA300185 No match — 1,05 — -0,98 0,00515 1,45
CA117143 No match — 1,16 — -1,39 0,00124 3,24
CA118684  serine carboxypeptidase [EC 3.4.16.1] [Oryza sativa] 4,00E-30 — -0,86 0,99 0,00365 0,62
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Tabela 2. (continua)

°SP90-1638
Expresséao (M)

*Accesso

ao Descrigdo da proteina be-value Leve | Moderado | Severo | °P.value ‘B
GenBank
CA126513  cytosolic factor-like protein [Oryza sativa] 5,00E-11 — -0,95 0,89 0,0025 1,09
CA121120 DREPP2 protein [Oryza sativa] 8,00E-42 — -0,66 0,67 0,00211 1,34
CA130347  histone H3.2 protein [Oryza sativa] 3,00E-42 — -1,25 0,94 0 8,55
CA128654  histone H4 [Triticum aestivum] 5,00E-39 — -1,03 0,92 0,00028 3,82

pentatricopeptide (PPR) repeat-containing protein-like [Oryza
CA128234  sativa] 9,00E-17 — -0,44 0,62 0,00013 4,37
CA190212 0s02g0122300 [Oryza sativa] 7,00E-12 — -1,18 1,29 0,00411 0,47
CA129691  hypothetical protein [Oryza sativa] 5,00E-25 — -1,22 1,52 0,00386 0,48
CA299850  unknown protein [Oryza sativa] 1,00E-67 — -1,12 1,01 0,00051 3,08
CA129393 No match — — -1,23 1,49 0,0047 0,23
CA126995 No match — — -0,75 0,58 0,00054 3,04
CA164451 No match — — -0,6 1 0,00207 1,27
CA120417  pyruvate kinase [Arabidopsis thaliana] 3,00E-66 — 2,27 3,34 0 38,54
adenosine kinase isoform 2S [EC 2.7.1.20] [Nicotiana

CA300972  tabacum] 3,00E-21 — 1,5 1,48 0 10,11
CA118233 resistance protein LR10 [Oryza sativa] 2,00E-11 — 1,11 1,26 0,00172 1,49
CA127426  cell death-related protein SPL11 [Oryza sativa] 5,00E-99 — 1,63 1,34 0 11,62
CA295307  multidrug resistance protein [Oryza sativa] 2,00E-63 — 1,28 1,57 0,00001 7,84
CA119068 hypothetical protein OsJ_028659 [Oryza satival 2,00E-23 — 1,63 1,51 0 8,39
CA300995 hypothetical protein Osl_037633 [Oryza sativa] 1,00E-69 — 1,26 1,1 0,00002 6,33
CA282442  hypothetical protein Osl_034134 [Oryza sativa] 7,00E-52 — 1,8 1,92 0 17,38
CA295063  hypothetical protein OsJ_023677 [Oryza sativa] 3,00E-07 — 1,42 1,58 0 12,77
CA116281  hypothetical protein OsJ_013206 [Oryza sativa] 4,00E-15 — 0,77 0,82 0,00495 0,15
CA300323  hypothetical protein OsI_010090 [Oryza sativa] 9,00E-05 — 1,25 1,72 0,00324 0,75
CA129317  hypothetical protein Osl_004849 [Oryza sativa] 1,00E-27 — 1,27 1,45 0,00023 3,74
CA295315  unknown protein [Oryza sativa] 8,00E-17 — 1,17 1,39 0,0001 4,73
CA127303 No match — — 2,23 1,99 0 22,61
CA129806 No match — — 1,4 1,69 0 22,28
CA300464 No match — — 1,01 1,2 0 17,68
CA123149 No match — — 1,72 1,54 0 17,63
CA122762 No match — — 1,36 1,4 0 17,26
CA119091 No match — — 1,31 1,35 0 10,71
CA127028 No match — — 1,44 1,51 0,00001 7,71
CA118839 No match — — 1,53 1,51 0,0002 3,91
CA279843 No match — — 1,76 1,49 0,00002 6,43

®Numero de acesso ao banco de dados NCBI.  °e-value da analise BlastX. °M representa a razé@o da expresséo (log,): nimeros positivos representam
genes induzidos e negativos representam genes que foram reprimidos. NUmeros positivos representam genes induzidos e os numeros negativos
representam genes reprimidos. dp—value P<0.05 °B representa a avaliagdo da expresséo diferencial. — nenhuma significancia para o p-value
adotado.  Genes foram organizados pela classificagdo funcional.
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Na resposta das plantas tolerantes ao déficit hidrico 165 genes foram
identificados (Tabela 1E). Alguns genes como proteinas de transdugcéo de sinal
(CA128186, CA128254, CA127352), peroxidase (CA129040), proteinas de choque
térmico (HSPs) (CA119144, CA118620), e S-adenosilmetionina decarboxilase (SAMDC,
CA127376) que é relacionada a sintese de poliaminas, foram detectados sob condi¢des
severas de déficit hidrico. Todos os transcritos com similaridade para proteinas de
transferéncia de lipidios (LTPs) (CA121569, CA130297, CA123375, CA119309)
detectados nas plantas tolerantes também foram induzidos em condi¢cdes severas de
deficiéncia hidrica (Tabela 1E).

Na condicdo do déficit hidrico leve dois genes podem ser verificados como
diferencialmente expressos, os quais apresentaram similaridade para as proteinas “Bet
v | allergen” (CA128069) e a proteina “germin-like protein” (CA127402), relacionadas ao
metabolismo de resposta ao estresse. Peroxidase (CA129049), proteinas de choque
térmico (HSPs) (CA119144, CA118620, CA120023) e proteinas de resisténcia a
doengas (RPM1 e LR10) (CA128991, CA118233) foram detectadas somente no déficit
hidrico severo (Tabela 3). As proteinas induzidas por ferimento (WIP), representadas
por cinco diferentes transcritos (CA124572, CA300505, CA127367, CA123153,
CA124713), foram as mais frequentes entre os genes com similaridade a proteinas
descritas nos bancos de dados, os quais foram induzidos durante o déficit hidrico
severo.

Os transcritos mostraram a razédo de expresséao variando de 1,02 (CA128991) a
7,02 vezes (CA120417) para genes induzidos e para genes reprimidos de -1,14
(CA123485) a —2,84 (CA117522) (Tabela 1E). A proteina LN1 (CA295470) tem sido
identificada em humanos e animais, mas foi classificada como proteina desconhecida
devido a pouca informacédo sobre suas fungbes em plantas sob condi¢cdes de déficit

hidrico.
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Tabela 3. Descricao dos genes diferencialmente expressos sob condi¢cdes de déficit hidrico
leve, moderado e severo na cultivar SP83-5073 (tolerante) envolvidos no metabolismo
de resposta ao estresse. Proteinas similares e o nivel de expressao génica (M) séo
mostrados para cada gene. As fun¢des metabolicas foram propostas de acordo com a

atividade executada pela proteina.

°SP83-5073
Expressao (M)

*Accesso

ao Descrigao da proteina ®e-value | Leve | Moderado | Severo [|°P.value| °B
GenBank

Resposta a Estresse

CA128069 Bet v | allergen [Zea mays] 5,00E-14 1,17 — — 0,02945 2,18
CA127402 germin-like protein [Zea mays] e-100 1,16 — — 0,00087 5,18
CA128991 disease resistance protein RPM1 [Oryza sativa] 1,00E-21 — — 0,51 0,00358 0,55
CA118233 resistance protein LR10 [Oryza sativa] 2,00E-11 — 0,91 0,00172 1,49
CA129040 peroxidase [Oryza sativa) 2,00E-23 — — 1,36 0,00002 6,21
CA129365 Eé?ﬁnir%%ﬁﬁnn:ec::;ﬂﬁ:;g protein cinnamomin Il precursor 6,00E-09 o B 1,54 0,00125 1,83
CA119144  heat shock protein hsp70 [Zea mays] 3,00E-06 — — 1,02 0,00172 1,5
CA118620 heat shock protein 17.2 [Zea mays] 3,00E-56 — 2,19 0 28,88
CA120023 heat shock protein 17.2 [Zea mays] 3,00E-56 — — 2,19 0 11,18
CA125472  wound-induced protein [Medicago sativa subsp. x varia] 4,00E-06 — 1,79 0 17,16
CA300505 wound induced protein [Lycopersicon esculentum] 3,00E-19 — — 1,95 0 8,46
CA123153  wound induced protein [Lycopersicon esculentum] 3,00E-18 — 1,17 0 9,32
CA124713  wound induced protein [Lycopersicon esculentum] 5,00E-17 — — 1,88 0 12,39
CA127367  wound-induced protein [Medicago sativa subsp. x varia] 4,00E-06 — 0,92 0,00053 2,81
CA300174  Dnad protein [Oryza sativa] 4,00E-77 — — -1,22 0,00231 1,14
CA120096  DnaJ protein [Oryza sativa] 4,00E-77 — 0,87 0,00012 4,43

“Numero de acesso ao banco de dados NCBI.
genes induzidos e negativos representam genes que foram reprimidos.
genes reprimidos. dp-value P<0.05 °B representa a avaliacdo da express&o diferencial.

foram organizados pela classificagdo funcional.

®e-value da analise BlastX.

°M representa a razdo da expressao (log,.) : nimeros positivos representam
Numeros positivos representam genes induzidos e os numeros negativos representam
— nenhuma significancia para o p-value adotado.

Genes

Na cultivar sensivel foi identificado um maior numero de genes (n = 432)
diferencialmente expressos ao longo do tratamento experimental (Tabela 1F). Entre os
genes similares a proteinas descritas, 25 foram classificados no metabolismo de
proteinas, como por exemplo nos processos de protedlise (CA300731, CA125872,
CA300758), interagdo proteina-proteina (CA119092, CA127115), biossintese de
proteina (proteinas ribossomais, n = 10) e nas modificagdes pos-traducionais
(CA117569) (Tabela 4).
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Tabela 4. Descricao dos genes diferencialmente expressos sob condi¢cdes de déficit hidrico
leve, moderado e severo na cultivar SP90-1638 (sensivel) envolvidos com o
metabolismo de proteinas. As proteinas similares e o nivel de expressdo génica (M)
sdo mostrados para cada gene. As funcdes metabdlicas foram propostas de acordo
com a atividade executada pela proteina.

°SP90-1638
Expressao (M)
*Accesso
ao Descricao da proteina Pe-value Leve | Moderado | Severo | “P.value ‘B
GenBank
Metabolismo de Proteina
CA125872  ubiquitin [Zea mays] 2,00E-69 0,6 -1,33 0,65 0,00612 1,28
CA300758  polyubiquitin [Oryza sativa] 2,00E-92 — 0,93 — 0,0027 0,91
protein binding / ubiquitin-protein ligase/ zinc ion binding
CA294435  [Arabidopsis thaliana] 2,00E-08 0,63 — — 0,01311 0,06
protein binding /ubiquitin-protein ligase/zinc ion binding
CA129212  [Zea mays] 5,00E-18 — — 0,76 0,00066 2,59
protein binding /ubiquitin-protein ligase/zinc ion binding
CA120113  [Zea mays] 5,00E-18 — — 1,27 0,00094 2,21
CA124140  ring finger protein 5 [Oryza sativa] 8,00E-31 — -0,8 — 0,00176 1,55
CA128249  prolyl 4-hydroxylase -like [Oryza sativa] 6,00E-61 0,65 — — 0,007 1,05
Ulp1 protease family, C-terminal catalytic domain containing
CA118879  protein [Oryza sativa] 2,00E-11 0,87 — 0,69 0,00036 4,83
CA119092  F-box domain containing protein [Oryza sativa)] 4,00E-35 — -0,99 — 0,00083 2,49
CA127115  F-box protein [Oryza sativa] 1,00E-19 — -1,44 — 0,00255 1
CA296046 POZ domain protein family-like [Oryza sativa] 4,00E-61 — -1,03 — 0,00066 2,8
pentatricopeptide (PPR) repeat-containing protein-like
CA128234  [Oryza sativa] 9,00E-17 — -0,44 0,62 0,00013 4,37
plastid ribosomal protein L19 precursor [Arabidopsis
CA119317  thaliana] 2,00E-45 — -1,58 — 0 10,76
CA119317 508 ribosomal protein L10 [Oryza sativa] 5,00E-68 — -0,77 — 0,0027 0,93
CA119363  ribosomal protein L38e [Medicago truncatula] 6,00E-27 — -0,84 — 0,0027 0,89
CA122194  ribosomal protein L7 [Hyacinthus orientalis] 1,00E-47 — — 1,22 0,00023 3,56
CA128696  ribosomal protein L26 [Oryza sativa] 2,00E-59 — — 1,12 0,00002 6,53
CA300161 60S ribosomal protein L31 [Oryza sativa] 2,00E-50 — — 0,81 0,00004 5,86
CA128712  60S ribosomal protein L37 [Oryza sativa] 3,00E-28 — — 0,95 0,00106 1,69
CA127395  60S ribosomal protein L30 [Zea mays] 2,00E-55 — — -0,71 0,00345 0,17
CA128218  40S ribosomal protein S15 [Oryza sativa] 1,00E-32 — — 0,97 0,00007 4,97
CA125393  40S ribosomal protein S11 [Oryza sativa] 2,00E-69 — — 0,71 0,00256 0,59
CA128144 ggg(s)j)mal protein S18 [Saccharum hybrid cultivar SP-80- 3,00E-74 o o 1,04 0,00327 0,69
CA127205 ribosomal protein L27a [Oryza sativa] 2,00E-63 — — 1,46 0,00009 4,81
CA122916  ribosomal protein S12 [Oryza sativa] 6,00E-37 — — 1,58 0,00046 3,01
CA122204  ribosomal protein L17 [Lycopersicon esculentum] 5,00E-13 — — 1,06 0,00051 2,86
CA190334  S28 ribosomal protein [Triticum aestivum] 1,00E-20 — — 1,29 0,00558 0,06
CA300731 cysteine-type peptidase [Arabidopsis thaliana] 2,00E-28 — — 1,43 0,00039 2,93
CA117569  seryl-tRNA synthetase [EC 6.1.1.11] [Zea mays] 1,00E-68 — — 0,98 0,00039 2,88
CA300155  carboxyl-terminal proteinase-like [Oryza sativa] 8,00E-66 — — 1,27 0 20,23
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Tabela 4. (continua)

°SP90-1638
Expresséao (M)
#Accesso
ao Descrigao da proteina be-value Leve | Moderado | Severo | “P.value ‘B
GenBank

26S proteasome regulatory particle triple-A ATPase
CA300757  [Oryza sativa] 5,00E-38 -0,97 — — 0,0008 2,39

CA300009 26S proteasome regulatory particle triple-A ATPase

[Oryza satival 5,00E-38 — — 0,86 0 9,6
CA118369 l;t;lt(i::a]repeat-containing F-box family protein-like [Oryza 7.00E-21 o o 1,23 0 8.12
CA121094  alpha 3 subunit of 20S proteasome [Oryza sativa] 2,00E-90 — — 1,14 0,00124 1,89
CA299967  nucleic acid binding [Arabidopsis thaliana] 3,00E-89 — — 1,04 0,00017 4,09
farnesylated-proteins converting enzyme-2 [Arabidopsis
CA125669 thaliana] 1,00E-54 — — 0,96 0,00001 6,92
CA127858 translation initiation factor [Triticum aestivum] 3,00E-22 — — 1,17 0,00001 7,93
CA127426  cell death-related protein SPL11 [Oryza sativa] 5,00E-99 1,63 1,34 0 11,62
CA300423  0s01g0265100 [Oryza sativa] 7,00E-79 1,25 -1,35 — 0,00176 5,11
CA121796  Os05g0507200 [Oryza sativa] 7,00E-31 — -0,72 — 0,00248 1,12
CA190212  0s02g0122300 [Oryza sativa] 7,00E-12 — -1,18 1,29 0,00411 0,47
CA119574  hypothetical protein OsJ_033821 [Oryza sativa] 3,00E-16 — -0,87 — 0,00217 1,24
CA125617  unknown protein [Oryza sativa] 1,00E-26 — — 1,95 0,00002 6,85
“Numero de acesso ao banco de dados NCBI. Pe-value da analise BlastX. °M representa a razdo da expressdo (logy.): nimeros positivos
representam genes induzidos e os negativos representam genes que foram reprimidos. dp-value P<0.05 °B representa a avaliagdo da express&o
diferencial. — nenhuma significancia para o p-value adotado.  Genes foram organizados pela classificagéo funcional.

Varios genes relacionados com o metabolismo de bioenergética e fotossintese
foram diferencialmente expressos sob condi¢cdes de deficiéncia hidrica (por exemplo:
fotossistema |, CA116652; tioredoxina M, CA300805; entre outros). Como pode ser
observado na Tabela 5, alguns genes foram induzidos no déficit hidrico leve com um
grande numero de transcritos sendo reprimidos com o aumento da severidade do
estresse. Algumas proteinas desconhecidas, apesar de ndo terem sido totalmente
caracterizadas, foram classificadas em grupos funcionais de acordo com as
informacdes descritas no banco de dados InterPro sobre sua hipotética fungéo
biologica. Baseado nisto, quatro proteinas desconhecidas foram incluidas na classe de
bioenergética e fotossintese, uma delas com uma possivel fungcdo na absorcdo e

transferéncia da energia absorvida entre os centros de reacdo dos fotossistemas
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(CA300973), e outra similar a um suposto citocromo ¢ oxidase, envolvido no transporte
de elétrons (CA129721) (Tabela 5).

Tabela 5. Descricao dos genes diferencialmente expressos sob condi¢cdes de déficit hidrico
leve, moderado e severo na cultivar SP90-1638 (sensivel) envolvidos nos processos
de bioenergética e metabolismo de fotossintese. As proteinas similares e o nivel de
expressdo génica (M) sdo mostrados para cada gene. As fungdes metabdlicas foram
propostas de acordo com a atividade executada pela proteina.

°SP90-1638
Expressao (M)
“Accesso
ao Descrigdo da proteina be-value Leve Moderado Severo | °P.value ‘B
GenBank
Bioenergética e fotossintese

C4-specific pyruvate orthophosphate dikinase [EC 2.7.9.1]
CA300081  [Zea mays] 3,00E-71 2,1 — — 0,00005 7,16

phosphoenolpyruvate carboxylase [EC 4.1.1.31]
CA294308  [Arabidopsis thaliana] e-124 2,51 — — 0,00005 7,03
CA118776  carbonic anhydrase [EC 4.2.1.1] [Oryza sativa] 5,00E-81 1,7 — — 0,00034 4,92
CA116652  carbonic anhydrase [EC 4.2.1.1] [Oryza sativa] 8,00E-92 1,8 -1,28 — 0,00004 7,61
CA293774  ferredoxin |, chloroplast precursor (Fd I) [Zea mays] 1,00E-27 2,27 -1,65 -1,7 0,00003 7,97
CA116652  photosystem | complex PsaN subunit precursor [Zea mays] 1,00E-42 1,46 -2,01 -1,99 0,01059 0,5
CA121116  photosystem | assembly protein ycf3 [Zea mays] 4,00E-13 — -1,17 — 0 9,27

PSlI type Il chlorophyll a/b-binding protein [Arabidopsis
CA122162  thaliana] 9,00E-72 — -1,1 — 0,00232 1,16
CA125884  plastocyanin precursor [Hordeum vulgare] 1,00E-34 1,05 -1,69 — 0,00114 3,37
CA300805 thioredoxin M-type, chloroplast precursor [Zea mays] 3,00E-69 — -1,76 — 0,00001 7,61
CA119332  one helix protein [Deschampsia antarctica] 7,00E-29 — -1,51 — 0 13,75
CA128335 RPT2-like protein [Sorghum bicolor] 6,00E-45 — -0,59 — 0,00386 0,49

oxygen-evolving enhancer protein 2, chloroplast precursor
CA299938 (OEE2) [Oryza sativa] 5,00E-61 — -1,73 — 0,00147 1,69

fructose-bisphosphate aldolase class-I [EC 4.1.2.13]
CA299800 [Oryza sativa] 4,00E-60 — — -1 0,00132 1,38
CA301008 vacuolar proton-ATPase [Oryza sativa] 1,00E-69 — — 1 0,00256 0,54
CA120417  pyruvate kinase [Arabidopsis thaliana] 3,00E-66 — 2,27 3,34 0 38,54
CA127861  fructokinase 2 EC 2.7.1.4 [Zea mays] 4,00E-69 — — 1,23 0,00007 5,09
CA129721  Os06g0142700 [Oryza sativa] 2,00E-57 — -0,85 — 0,00424 0,4
CA300973 H0523F07.10 [Oryza sativa] 1,00E-33 — -0,65 — 0,00588 0,01
CA130078  unnamed protein product [Arabidopsis thaliana] 8,00E-22 1,97 -1,81 -1,65 0,00054 4,19
CA117255  chloroplast hypothetical protein [Zea mays] 4,00E-24 — -1,67 — 0 12,26

®Numero de acesso ao banco de dados NCBI.  e-value da analise BlastX.
genes induzidos e os negativos representam genes que foram reprimidos.

nenhuma significancia para o p-value adotado.

°M representa a razdo da expressao (logy.): nimeros positivos representam
°B representa a avaliagdo da expresséo diferencial. —

dp-value P<0.05

Genes foram organizados pela classificacédo funcional.
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Genes de transdugéo de sinal, normalmente envolvidos na percepcao do déficit
hidrico, como receptor do tipo proteino-quinase (CA189862) e uma proteina com
repeticbes ricas em leucina (CA296051) foram induzidos nas condi¢cbes de déficit
hidrico leve. Outras proteinas quinases (CA120254, CA118376, CA293877 e
CA126498), fosfatase-2C (CA122068) e ainda uma proteina DREPP2 (CA121120)
mostraram um aumento na expresséo apenas nas condigcdes moderadas ou severas do
déficit hidrico. Alguns genes detectados em condigdes de déficit hidrico moderado e
severo foram reprimidos e funcionalmente relacionados ao metabolismo de lipidios
(Tabela 6).

Tabela 6. Descricao dos genes diferencialmente expressos sob condi¢cdes de déficit hidrico
moderado e severo na cultivar SP90-1638 (sensivel) envolvidos no metabolismo de
lipidios. As proteinas similares e o nivel de expresséo génica (M) sdo mostrados para
cada gene. As fungdes metabdlicas foram propostas de acordo com a atividade
executada pela proteina.

°SP90-1638
Expresséao (M)
*Accesso
ao Descrigdo da proteina be-value Leve Moderado | Severo | “P.value ‘B
GenBank
Metabolismo de Lipidios
very-long-chain fatty acid condensing enzyme CUT1
CA119547  [Arabidopsis thaliana] 1,00E-67 — -0,77 — 0,00057 2,96
chloroplast phytoene synthase 1 [EC 2.5.1.32] [Zea
CA296068 mays] 7,00E-95 — -0,69 — 0,00138 1,82
CA294072  phospholipase D [EC 3.1.4.4] [Oryza sativa] 3,00E-61 — -0,71 — 0,00255 1
phospholipid/glycerol acyltransferase [EC 2.3.1.158]
CA129774  [Oryza sativa] 3,00E-73 — — -0,87 0,00097 1,81
esterasel/lipase/thioesterase [EC 3.1.1.3] [Hyacinthus
CA295451  orientalis] 9,00E-17 — -1,42 — 0 8,74
CA300331  acyl-CoA oxidase [EC 1.3.3.6] [Oryza sativa] e-105 — — -0,79 0,00258 0,53
CA294101  unknown protein [Oryza sativa] 2,00E-36 — -0,9 — 0,00122 1,96
*Numero de acesso ao banco de dados NCBI. Pe-value da anlise BlastX. °M representa a raz&o da express&o (10g,.): nimeros positivos

representam genes induzidos e os negativos representam genes que foram reprimidos. dp—value P<0.05 °B representa a avaliagdo da expressdo
diferencial. — nenhuma significancia para o p-value adotado.  Genes foram organizados pela classificagéo funcional.




39

Transcritos similares a uma proteina de resisténcia (CA300629), proteina
universal de estresse (USP1) (CA120093), e uma proteina induzida por aluminio
(CA126486) responderam ao déficit hidrico leve apresentando um padrao de expressao
induzido. Outros genes que correspondem a uma proteina de resisténcia (LR10,
CA118233) e proteinas induzidas por seca (ERD4, CA118685, CA296014) foram
induzidos apenas em condi¢cbes severas de déficit hidrico (Tabela 7). Transcritos com
similaridade para proteinas reguladas por ABA foram reprimidos em condi¢cdes de
déficit hidrico leve (CA128973) e severo (CA128973, CA295235), assim como € a
enzima zeaxantina epoxidase, envolvida na biosintese do ABA endogeno, que também
foi reprimida em condicbes de déficit hidrico moderado (Tabela 7). Uma proteina
desconhecida (CA294654) que apresentou determinada similaridade para
metalotioneina, uma proteina queladora de metais, foi inserida na categoria de resposta
ao estresse, induzida no déficit hidrico severo, como pode ser observado na Tabela 7.

O padrao de expressdo detectado nas plantas sensiveis variou de 1,04
(CA130292, CA296051) a 6,68 vezes (CA120417) para os genes induzidos e uma
variacdo de —0,88 (CA128234) a —4,62 vezes (CA122692) foi verificada para os genes
reprimidos (Tabela 1F).
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Tabela 7. Descricao dos genes diferencialmente expressos sob condi¢cdes de déficit hidrico
leve, moderado e severo na cultivar SP90-1638 (sensivel) envolvidos no metabolismo
de resposta ao estresse. As proteinas similares e o nivel de expressao génica (M) séo
mostrados para cada gene. As fun¢des metabdlicas foram propostas de acordo com a

atividade executada pela proteina.

°SP90-1638
Expressao (M)

*Accesso

ao Descrigao da proteina be-value Leve Moderado Severo 9p.value ‘B
GenBank

Resposta a Estresse
CA300629 resistance protein [Oryza sativa] 3,00E-22 1,41 — — 0,00001 8,93
CA118233 resistance protein LR10 [Oryza sativa] 2,00E-11 — 1,11 1,26 0,00172 1,49
CA120093 universal stress protein USP1-like protein [Oryza sativa] 1,00E-14 1,42 — — 0,00313 2,09
CA126486  aluminium-induced protein [Arabidopsis thaliana] 2,00E-40 0,86 — — 0,00313 2,11
CA299859  aluminium-induced protein [Oryza sativa] 3,00E-34 — — 1,98 0,00087 1,9
CA128973  ABA-responsive HVA22 family protein [Oryza sativa] 2,00E-64 -0,59 — 0,61 0,01282 0,22
CA295235  ABA-inducible gene protein [Zea mays] 3,00E-22 — — -1,37 0 8,6
CA117419  zeaxanthin epoxidase [EC 1.14.13.90] [Oryza sativa] e-108 — -1,18 — 0,00099 2,3
CA121481  acc oxidase [EC 1.14.17.4] [Zea mays] 4,00E-56 — -1,18 — 0,0027 0,93
CA125124  heat shock protein HSP101 [Zea mays] 2,00E-35 — -0,96 — 0,00415 0,39
CA120023 heat shock protein 17.2 [Zea mays] 3,00E-56 — — 1,35 0 11,18
CA130162  wound-inducible basic protein [Zea mays] 1,00E-14 — -0,75 — 0,00219 1,23
CA127367  wound-induced protein [Medicago sativa subsp. x varia] 4,00E-06 — — 1,21 0,00053 2,81
CA118685 early drought induced protein [Oryza sativa] 3,00E-22 — — 1,47 0 20,19
early-responsive to dehydration stress protein, ERD4

CA296014  [Arabidopsis thaliana] 2,00E-65 — — 1,69 0,00001 7,02
CA300174  DnaJ protein [Oryza sativa) 4,00E-77 — — 1,49 0,00231 1,14
CA120096  DnaJ protein [Oryza sativa] 4,00E-77 — — 1,35 0,00012 4,43
CA300326  DnaJ-like protein [Oryza sativa] 7,00E-33 — -1,2 — 0,00044 3,24
CA294654  0Os12g0568200 [Oryza sativa] 4,00E-14 — — 1,31 0 10,81

“Numero de acesso ao banco de dados NCBI.
genes induzidos e os negativos representam genes reprimidos.
significancia para o p-value adotado.

Pe-value da andlise BlastX.
9p-value P<0.05
Genes foram organizados pela classificagéo funcional.

°B representa a avaliacdo da express&o diferencial.

°M representa a razdo da expresso (log,.): nimeros positivos representam

— nenhuma

A comparagdo do conjunto de genes expressos em cada cultivar mostrou

aqueles que foram comuns a ambas e aqueles que foram expressos somente nas

plantas tolerantes ou nas sensiveis (Figura 4). Excluindo os genes que também

responderam ao déficit hidrico na cultivar sensivel, podem ser verificados que 74 genes
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foram expressos exclusivamente na cultivar tolerante. Os genes expressos
exclusivamente na cultivar sensivel somaram 341, entre induzidos e reprimidos.
Analisando os genes da cultivar tolerante que também foram detectados na cultivar
sensivel, verificamos que 91 genes (85 induzidos e 6 reprimidos) foram comuns a
ambas cultivares (Figura 4, Tabela 1G). Nas plantas sensiveis os mesmos 91 genes
comuns apresentaram diferentes padrées de expressao (Tabela 1G). Dentre estes 91
genes comuns, 18 estdo envolvidos no processo metabdlico e mostraram um perfil
semelhante, com alguns genes induzidos somente nas condicbes severas do déficit

hidrico.

SP83-5073 SP90-1638

165°

176°

Figura 4. Diagrama de Venn. O diagrama apresenta o conjunto de genes expressos em comum
nas cultivares SP83-5073 (tolerante) e SP90-1638 (sensivel) e os respectivos genes
exclusivos para cada cultivar. Os genes foram organizados em: (°) genes com
similaridade a proteinas conhecidas e (°) genes desconhecidos, os quais incluem os
genes com similaridade a proteinas desconhecidas (hipotéticas) e genes sem
similaridade nos bancos de dados.
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Um antagonistico padrao de expressao foi verificado para alguns genes
(CA116806, CA300757, CA119309, CA120864, CA122935), que foram induzidos na
cultivar tolerante e apareceram reprimidos na sensivel, ou inversamente para outros
genes (CA300174, CA120112). Um transcrito que codifica para uma proteina de
transferéncia de lipidios (LTPs) (CA119309) foi induzido na cultivar tolerante e reprimido
na cultivar sensivel. Todos os transcritos com similaridade para esta proteina que foram
expressos nas plantas tolerantes (CA121569, CA130297, CA123375, CA119309)
mostraram um aumento de expressao, enquanto que aqueles identificados nas plantas
sensiveis (CA120642, CA119309) foram reprimidos Transcritos com similaridade para
uma proteina cinamoil coA redutase (CA127269), uma proteina PPR (proteina com
motivos PPR) (CA128234) e um transcrito sem similaridade (CA129393) foram
induzidos na cultivar SP83-5073 (tolerante) mas na SP90-1638 (sensivel) foram
primeiramente reprimidos e somente sob condi¢bes de déficit hidrico severo mostraram-
se induzidos. Em contraste, uma fosforribosilantranilate transferase” (CA123485), uma
proteina desconhecida (CA117522) e um gene sem similaridade (CA294347) foram
reprimidos nas plantas tolerantes, mas induzidos nas sensiveis na condi¢ao leve do
déficit hidrico, seguido posteriormente por uma diminuicdo na expressao sob condi¢des
moderadas ou severas do déficit hidrico. Similaridades entre as cultivares também
foram observadas no perfil de expressdo de varios genes que foram induzidos,

principalmente sob condi¢des severas de déficit hidrico (Tabela 8).
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As seqiéncias dos genes diferencialmente expressos foram submetidas ao
banco de dados internacional NCBI para a busca por similaridade. Os transcritos que
nao apresentaram similaridade foram entdo submetidos ao banco de dados InterPro
(http://www.ebi.ac.uk/interpro/) para pesquisas por seqiéncias de motivos e dominios
de proteinas (limiar de corte usado: e-value <10°). No grupo dos 74 genes expressos
exclusivamente na cultivar tolerante, 38 sdo apresentados como transcritos
desconhecidos, dos quais 16 foram similares com proteinas desconhecidas enquanto
outros (n = 22) ndo foram similares as seqiéncias depositadas nos bancos de dados
(Figura 4). Entre os genes exclusivos, expressos nas plantas sensiveis, aqueles que
mostraram similaridade para proteinas desconhecidas (n = 70) ou ndo apresentaram
similaridade somaram 176 genes e foram reportados na Figura 4 como genes
desconhecidos, devido a pouca informagdo sobre sua funcionalidade no metabolismo
das plantas. Entre os genes comuns, 42 transcritos desconhecidos (17 proteinas
desconhecidas e 25 genes sem similaridade) foram verificados com aumento de
expressao em resposta ao déficit hidrico, na maioria (Figura 4).

Na cultivar tolerante, aproximadamente 46% (n =76) dos 165 genes identificados
foram similares a sequéncias de arroz, 4,2% (n = 7) a Arabidopsis e 10,3% (n = 17) a
milho. Alguns transcritos também foram similares a outras plantas, como Lycopersicon
esculentum, Nicotiana tabacum entre outras (Tabela 1E). Entre as proteinas
desconhecidas, a maioria dos genes foi similar a seqiiéncias de arroz. Do mesmo modo
para a cultivar sensivel, dos 432 genes identificados, 48,3% (n = 209) das seqUéncias
foram similares com arroz, um grande numero desses genes (n = 73) representando
transcritos de proteinas desconhecidas. Além disso, 14,8% dos genes diferencialmente
expressos durante o déficit hidrico nas plantas sensiveis foram similares a Arabidopsis
(n =32) e milho (n = 32) (Tabela 1F).
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4.3. Classificagao funcional dos genes diferencialmente expressos nas cultivares
SP83-5073 (tolerante) e SP90-1638 (sensivel)

Todos os genes diferencialmente expressos foram submetidos ao banco de
dados ProSite (http://ca.expasy.org/prosite/) para a classificagao funcional, a qual pode
predizer as funcdes das proteinas no metabolismo celular. Genes foram organizados
nas categorias de aminoacidos, metabolismo celular, de lipidios, de DNA, de RNA e de
proteinas, bioenergética e fotossintese, transdugdo de sinal, elementos genéticos
moveis, crescimento vegetal, resposta ao estresse, transporte, proteinas desconhecidas
e genes nao classificados (sem similaridade). A classificacdo funcional para os genes
diferencialmente expressos pela seca em cada cultivar € mostrada na Figura 5.

Os genes nao classificados (sem similaridade nos bancos de dados)
representam a maior categoria para ambas cultivares, envolvendo 131 genes (30,4%)
na cultivar sensivel e 47 (28,5%) na tolerante, seguida pela classe de proteinas
desconhecidas, a qual contém 87 (20,1%) e 33 genes (20%), respectivamente. O déficit
hidrico também afetou um grande numero de genes no metabolismo de proteinas para
as cultivares tolerante (n = 24) e sensivel (n = 43), das quais 95% e 72% foram
induzidos, respectivamente.

Uma grande diferenga no percentual de transcritos entre as cultivares ocorreu na
categoria de resposta ao estresse, na qual foram encontrados 9,7% (n = 16) dos genes
identificados na cultivar SP83-5073 (tolerante), com 93% (n = 15) deles sendo induzidos
durante o déficit hidrico severo. Em contraste, apenas 4,5% (n = 19) dos genes
diferencialmente expressos na cultivar SP90-1638 (sensivel) foram regulados em
resposta a deficiéncia hidrica, e 31% destes genes foram reprimidos. A categoria de
metabolismo celular compreendeu 6% dos transcritos na cultivar sensivel (n = 26), dos
quais 47% foram induzidos e 53% reprimidos (n = 14) e somente 3% dos genes (n = 5)

mostraram um aumento de expresséo na cultivar tolerante.
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Nao Classificados ——‘

Proteinas desconhecidas

Transporte

Metabolismo de Proteina
Metabolismo de RNA
Resposta a Estresse
Crescimento Vegetal

Metabolismo de Lipidios
@ SP90-1638 %
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Elementos Genéticos Moveis
Metabolismo de DNA
Metabolismo Celular
Transdugéo de Sinal
Bioenergética/Fotossintese

Metabolismo de Aminoacidos
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Figura 5. Classificacdo funcional dos genes diferencialmente expressos nas cultivares SP83-
5073 (tolerante) e SP90-1638 (sensivel). Genes foram organizados em 14 categorias e
representados pelo percentual de cada classe no total de genes diferencialmente
expressos em cada cultivar.

O metabolismo de aminoacidos foi a classe funcional menos afetada pelo déficit
hidrico em ambos gendtipos sensivel e tolerante. A proporgéo de genes foi similar nas
categorias bioenergética e fotossintese, de metabolismo de DNA e de RNA, na cultivar
sensivel, com aproximadamente 55%, 47% e 62% dos genes sendo reprimidos,
respectivamente. A proporgéo de genes na cultivar tolerante relacionados com estas
categorias também foi baixa, mas todos os genes foram induzidos. Nenhum gene foi
identificado para a categoria de crescimento vegetal e metabolismo de lipidios na
cultivar tolerante, enquanto nas plantas sensiveis 1,6% dos genes diferencialmente

expressos foram relacionados a estes processos.
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4.4. Validagao dos resultados através de analises de PCR quantitativo

Para validar os resultados dos macroarranjos, 12 genes diferencialmente
expressos foram analisados por PCR quantitativo (Tabela 1). A especificidade das
amplificacbes foi avaliada pelas curvas de dissociagao geradas a partir das reagdes de
amplificacdo e controles negativos foram usados para confirmar a auséncia de
contaminagéo. O gene da B-tubulina (CA222437) foi usado como controle endégeno
para normalizar a expressao relativa dos genes selecionados (ISKANDAR et al. 2004).
Sua expressédo nas amostras de folhas de cana-de-agucar foi considerada estavel de
acordo com as curvas de amplificacdo (sinal emitido x niumero de ciclos) obtidas nos
ensaios de amplificagéo.

Os genes selecionados séo relacionados ao transporte de agua (CA120560,
CA128872) transporte de lipidios (CA119309), metabolismo de bioenergética
(CA120417) e fotossintese (CA293774, CA116652), indugao por ferimento (CA127367),
resposta a estresse (CA127376, CA300174), além de genes sem funcédo conhecida
(CA122935, CA129393). A expressao relativa dos genes foi determinada para cada
réplica biolégica e a média de trés plantas foi utilizada. As amplificagcbes foram
realizadas para os pontos experimentais em que os genes foram considerados
diferencialmente expressos. Como o método aplica uma fungédo exponencial do sinal de
amplificacdo detectado, os dados brutos da expressdo relativa dos genes foram
transformados para log, e sao apresentados na Figura 6.

Como pode ser observado, os genes com similaridade para a proteina DNAJ
(CA300174), para uma proteina de transferéncia de lipidios (LTP) (CA119309) e sem
similaridade com proteinas (CA122935), apresentaram um perfil de expresséo
diferencial antagdnico nas duas cultivares. O padrao de expressao dos transcritos para
a proteina SAMDC, (CA127376), ZmPIP2-1 (CA120560), na cultivar tolerante, e a
proteina LTP, na cultivar sensivel, mostrou diferenca na relagédo quantitativa entre as
técnicas, embora confirme o perfil qualitativo destes genes. Entretanto, a expresséo
relativa detectada, para a maioria dos genes amplificados, corrobora os resultados dos

macroarranjos, o que retrata a robustez das amplificacées do PCR quantitativo.
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A expressdao do gene que codifica a proteina ZmPIP2-1 e do gene sem
similaridade (CA122935) expresso na cultivar sensivel, apresentaram a maior variagéo
observada entre as replicatas biolégicas. Os principios adotados para cada metodologia
sdo diferentes, e devem ser levados em consideragdo, assim como a variagao
pertinente a cada réplica biolégica, a qual possivelmente pode ser minimizada com o
uso da média de todas as replicatas. Assim, a utilizac&o das replicatas biolégicas para
quantificar a expresséo relativa dos transcritos foi significante para a correlagdo dos

resultados obtidos.
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Figura 6. Validagdo dos resultados dos macroarranjos por PCR quantitativo. Os valores da
expressao relativa (log,) sdo mostrados nos respectivos pontos experimentais em que
cada gene foi diferencialmente expresso. A quantificagcéo relativa foi obtida através do
método 2**°T usando o gene da B-tubulina como controle endégeno. Os dados
representam a media de trés replicatas biolégicas (controles e tratadas) e as barras
indicam o desvio padrao. (MiWS) déficit hidrico leve; (MoWS) déficit hidrico moderado;
(SWS) déficit hidrico severo.
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Os dados da expressao relativa, transformados para log,, foram comparados aos
resultados dos macroarranjos (Figura 7). Os resultados mostraram uma boa correlagéo
entre os dois experimentos e confirmaram a expressao diferencial dos genes de cana-
de-agucar sob condigbes de deficiéncia hidrica. Nos resultados apresentados varios
genes diferencialmente expressos em condigdes de seca foram identificados e 12
destes genes foram utilizados para confirmar os resultados obtidos pelos macroarranjos
de DNA. A correlacao entre os resultados obtidos para cada experimento pode inferir na
qualidade das analises dos macroarranjos de DNA empregados neste trabalho para a
identificacdo de genes envolvidos nos mecanismos de respostas da plantas para a

deficiéncia hidrica.

y=0,9758x- 0,0566
R%=0,9556 4

-3

PCR Quantitativo (razéo de expresséo log ,)
w

4 ]

Macroarray (razéo de expresséo log,)

Figura 7. Correlagdo linear dos experimentos de expressdo génica. Os dados da razéo de
expressdo diferencial (plantas controles/plantas submetidas ao tratamento
experimental) obtidos nos experimentos de macroarranjos e PCR quantitativo foram
comparados e a regressdo linear dos resultados mostra a correlacdo entre os
experimentos.
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V. DISCUSSAO

5.1. Identificacdo de genes diferencialmente expressos

Os niveis de tolerancia e sensibilidade s&o influenciados pelo estadio de
desenvolvimento da planta, érgéo ou tecido, eventos prévios de exposicéo ao estresse
e, principalmente, pela variabilidade genética (BRAY 2002). O tempo de exposicado e
severidade do estresse também € importante para a sobrevivéncia da planta sob
condicbes de seca (PASSIOURA 2007). Genes diferencialmente expressos foram
identificados em condi¢des de déficit hidrico em plantas de cana-de-agucar tolerantes e
sensiveis usando a técnica de macroarranjos de DNA, a qual tem sido usada com
sucesso na identificacdo de genes induzidos por estresse em aveia (MARASCHIN et al.
2006), para caracterizar uma familia multigénica de peroxidase em Arabidopsis
(VALERIO et al. 2004) e elementos genéticos transponiveis em cana-de-acucar
(ARAUJO et al. 2005), para avaliar vias metabélicas reguladas por jasmonato (SASAKI-
SEKIMOTO et al. 2005) e vias regulatérias para a tolerancia ao estresse salino em
Medicago truncatula (MERCHAN et al. 2007). A avaliagdo do perfil transcricional de
diferentes cultivares de feijdo submetidos ao déficit hidrico usando os macroarranjos,
também foi relatado por MICHELETTO et al. (2007). A comparagcéo dos dados de
expressao génica dos macroarranjos e PCR quantitativo mostrou que os resultados
foram correlacionados, indicando que para a proposta deste estudo, o método dos
macorarranjos de DNA foi uma eficiente ferramenta na identificagdo de genes
expressos em folhas de cana-de-agucar sob condi¢des de déficit hidrico.

Neste estudo 3.575 clones de cDNA foram monitorados, mas apenas 4,62% dos
genes (n = 165) foram diferencialmente expressos sob condi¢cdes de déficit hidrico na
cultivar tolerante contra 12,09% dos genes (n = 432) na sensivel (Figura 2). Os genes
que responderam ao estresse na cultivar tolerante foram, na maioria (98%), expressos
exclusivamente sob condi¢cdes de deficiéncia hidrica severa, a qual correspondeu para

19% da %UR no substrato (Figura 1). A percepc¢éo da deficiéncia hidrica pelas raizes
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ocorre precocemente, e seus subseqientes efeitos desencadeiam modificagbes nas
folhas para a protegcéo da planta (LOCY et al. 2002). O déficit hidrico leve e moderado,
que foi imposto as plantas tolerantes, ndo desencadeou alteragdes significativas na
expressao génica do tecido foliar. Diferentemente, para as plantas sensiveis, é possivel
observar um aumento no numero de genes expressos ao longo de todo o tempo de
exposicao ao déficit hidrico (Figura 2). O conteudo de agua do substrato foi similar para
as duas cultivares durante o curso do tratamento experimental, mas os resultados
indicam que o déficit hidrico leve foi suficiente para ativar mudancas metabdlicas nas
plantas sensiveis. O enrolamento foliar pode ser associado como uma caracteristica de
tolerancia ao déficit hidrico porque reduz a area foliar (INMAM-BAMBER & SMYTH
2005), entretanto, no presente trabalho este sinal morfolégico foi observado

primeiramente nas plantas sensiveis que nas tolerantes.

5.2. Classificagao funcional dos genes identificados nas cultivares SP83-5073
(tolerante) e SP90-1368 (sensivel)

Fungdes bioldégicas foram inferidas para os genes identificados como
diferencialmente expressos apds submeter as seqiiéncias aos bancos de dados para a
busca por proteinas com similaridade (Figura 5). Os genes nao classificados foram a
maior classe funcional das 14 categorias propostas para a classificacdo dos genes,
representando 28,5% e 30,3% dos genes identificados respectivamente nas cultivares
tolerante e sensivel. A segunda maior categoria foi a de proteinas desconhecidas
representando 20% dos genes expressos em ambas cultivares. Neste estudo foi
verificado que aproximadamente 48,5% (n = 80) e 50% (n = 218) dos genes
identificados nas cultivares tolerante e sensivel, respectivamente, sédo proteinas
desconhecidas e genes ndo classificados (sem similaridade).

A analise funcional de genes diferencialmente expressos em funcao do déficit
hidrico tem sido o objetivo de varios estudos para compreender as respostas das
plantas e auxiliar no melhoramento de importantes culturas (CRAMER et al. 2007;
ZHUANG et al. 2007; MICHELETTO et al. 2007; TURKAN et al. 2005; POROYKO et al.
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2007). Estas pesquisas descrevem o perfil de expressao e regulagdo de muitos genes,
mas muitos genes identificados ainda representam proteinas desconhecidas e genes
sem similaridade nos bancos de dados. Em relagdo aos genes desconhecidos e n&o
classificados, os resultados observados foram semelhantes aos obtidos para o perfil
transcricional de milho, no qual aproximadamente 50% dos 1.715 transcritos foram
genes desconhecidos (ZHUANG et al. 2007). Analises comparativas do transcriptoma
de duas espécies de feijao mostraram que 27% e 14% dos 488 e 64 genes
diferencialmente expressos, respectivamente para cada espécie, foram similares a
genes desconhecidos e sem similaridade (MICHELETTO et al. 2007). Em Festuca
mairei, 38% dos 163 genes diferencialmente expressos em condi¢des de seca néo
mostraram similaridade significante nos bancos de dados (WANG & BUGHRARA 2007).
Este estudo, em especial, relata um resultado muito interessante porque, de acordo
com os autores, a base genética desta planta parece estar associada com a adaptacéao
xerofitica e esta monocotileddbnea pode servir como referéncia para outras espécies
relacionadas como a cana-de-agucar. A caracterizagdo de genes ainda ndo descritos
nos bancos de dados deve ser considerada, porque pode adicionar novas informacgdes
na complexa rede de respostas das plantas a seca.

O déficit hidrico pode desencadear modificagdes nas plantas como a indugao das
moléculas de comunicagao celular, importantes mensageiros no processo de regulagéo
da expresséao génica (SHINOZAKI & YAMAGUCHI-SHINOZAKI 2007). Uma cascata de
transducdo de sinal ineficiente, provavelmente resultara em uma expressdo génica
inapropriada em resposta ao estresse. Os resultados mostraram que aproximadamente
6% dos genes diferencialmente expressos estdo associados a transdugéo de sinal em
ambas cultivares (Figura 5), mas € importante ressaltar que ha uma diferenca
associada ao tempo de expressao (plantas sensiveis apresentaram a expressao génica
ativada precocemente) (Tabela 1E e Tabela 1F).

Considerando a categoria de metabolismo de proteinas, verificamos varios genes
para a sintese de proteinas. Estes genes tém sido associados a reestruturacado do
metabolismo celular (ZHENG et al. 2006), regulagdo transcricional, dinamica do

citoesqueleto e interacdo do RNA na biogénese de organelas (LURIN et al. 2004;
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NAKAMURA et al. 2004). Todos estes processos podem ser relacionados a célula sob
condigbes de déficit hidrico. Dentre os genes classificados na categoria de transporte,
um transportador ABC (CA300311) e uma proteina de resisténcia (CA295307) tiveram
niveis de expressdo similares em plantas tolerantes e sensiveis (Tabela 1G). Um
transcrito comum para uma LTP (CA119309) foi induzido na cultivar tolerante e
reprimido na sensivel (Tabela 8) enquanto outros transcritos para LTPs foram induzidos
nas plantas tolerantes (CA121569, CA130297, CA123375, Tabela 1E) e reprimidos nas
sensiveis (CA120642, Tabela 1F). Estas proteinas parecem ter habilidade para ligar e
transportar moléculas hidrofébicas e, provavelmente, executar importantes papéis nos
processos celulares, como um aumento na extensdo da parede celular em tabaco
(NIEUWLAND et al. 2005; CARVALHO & GOMES 2007). Suas funcgdes foram
correlacionadas com a transferéncia de lipidios através da matriz extracelular, e um
aumento no acumulo de cera cuticular foi observado em resposta a eventos de seca em
folhas de tabaco (CAMERON et al. 2006).

A menor categoria foi a de metabolismo de aminoacidos, a qual teve um gene
associado a SAMDC (CA127376) detectado na cultivar tolerante (Tabela 1E). O
transcrito foi 4 vezes induzido e sua agdo como uma enzima chave na sintese de
poliaminas, esta implicada em muitos processos bioldgicos, como a protecédo ao déficit
hidrico (ALCAZAR et al. 2006). Resultados similares foram obtidos por TALAME et al.
(2007), nos quais transcritos para SAMDC responderam para o tratamento de
deficiéncia hidrica (usando o tratamento de ‘choque de seca’) em plantas de aveia. Nas
plantas sensiveis, o déficit hidrico leve também induziu um aumento na expressao de
um transcrito para glutamato sintase (NADH-dependente) (CA296079, Tabela 1F). O
efeito do estresse salino no ajustamento osmoético também induziu um aumento na
atividade da glutamato sintase (NADH-dependente) em cultivares de arroz sensiveis ao
sal (LUTTS et al. 1999).
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5.3. Perfil de expressao dos genes induzidos e reprimidos em resposta ao déficit

hidrico

Entre os genes induzidos apenas na cultivar tolerante (Tabela 3), foram notados
transcritos para as HSPs, proteinas de choque térmico que atuam na protecdo de
outras proteinas contra a denaturagdo induzida pelo calor. Pequenas HSPs tém sido
associadas a resposta ao estresse por calor em cana-de-agucar, devido sua atividade
chaperona (TIROLI & RAMOS 2007). A presenca dessas proteinas sob condi¢des de
déficit hidrico poderia ser associada a transpiracao reduzida devido o fechamento
estomatal, o qual dificulta o resfriamento pela evaporacéo (LOCY et al. 2002; RIERA et
al. 2005). A interagdo entre seca e alta temperatura avaliada em trigo mostrou que os
efeitos foram consideravelmente mais fortes sob condi¢cdes de estresses combinados
que sob apenas um estresse (SAH & PAULSEN 2003).

Quatro proteinas induzidas por ferimento (WIP) (CA125472. CA300505,
CA123153, CA124713, Tabela 3) foram mais que duas vezes induzidos pelo déficit
hidrico nas plantas tolerantes. Estudos descreveram estas proteinas exercendo um
papel na composicdo da parede celular ap6s o ferimento mecanico em plantas de
Mesembryanthemum crystallinum, utilizadas como modelo no estudo do estresse salino
e osmoético (YEN et al. 2001). A avaliagdo da expressao génica diferencial em resposta
ao ferimento mecanico em Arabidopsis mostrou que o déficit hidrico contribuiu para a
regulacdo de uma grande fracdo dos genes envolvidos na resposta ao ferimento
(REYMOND et al. 2000). A proteina de resisténcia a doenga RPM1 (CA128991, Tabela
3) e uma peroxidase (CA129040, Tabela 3) tém sido relatadas na defesa contra
patogenos e metabolismo de detoxificagdo, respectivamente. Os metais pesados e a
alta concentracédo de ions possuem um efeito téxico sobre as enzimas. Assim, o
processo de detoxificagcao torna-se muito importante para as plantas, principalmente em
eventos de seca, devido as espécies reativas de oxigénio produzidas nesta condigéo
adversa, como o peroxido de hidrogénio que é removido pela peroxidase (TURKAN et
al. 2005).
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Apenas dois genes foram induzidos em condi¢des de déficit hidrico leve, um
deles representando a proteina “bet v | allergen” (CA128069, Tabela 3), membro de
uma superfamilia de proteinas de resisténcia (PR-10). A performance destas proteinas
tem sido desencadeada por ferimentos, estresse por frio e salino (RADAUER &
BREITENEDER 2007), e ainda foram observadas em estudos de patogenicidade (LIU
et al. 2006; SIEMENS et al. 2006). Estudos moleculares sobre a relacdo da proteina
‘bet v | allergen” nas respostas das plantas para a protecdo ao déficit hidrico séo
desconhecidos, subsequentemente a fungdo destas proteinas nas respostas das
plantas tolerantes permanece indeterminada. O outro gene que respondeu a deficiéncia
hidrica leve foi similar a uma “germin-like protein® (CA127402, Tabela 3), a qual
pertence a uma grande familia de proteinas consideradas ubiquas, que parecem ter
uma funcdo no desenvolvimento das plantas e nas respostas a varias condi¢des de
estresse (VALLELIAN-BINDSCHEDLER et al. 1998; NAKATA et al. 2002; KUKAVICA et
al. 2005). A atuagédo celular destas proteinas foi relacionada com a fungéo enzimatica
de oxalato oxidase e superdxido dismutase, fungédo estrutural e ainda exercendo a
funcao de receptor (BERNIER & BERNA 2001; GUCCIARDO et al. 2007).

A partir de recentes estudos de expressdo génica esta se tornando mais claro
que as plantas devem ter um mecanismo comum para responder a diferentes condi¢des
adversas como frio, calor, seca e doengas. Isto pode ser explicado pelo numero de
genes comuns associados a diferentes estresses. Outros transcritos para uma proteina
de resisténcia (CA300629, Tabela 7), proteina universal de estresse (USP1)
(CA120093, Tabela 7) e uma proteina induzida por aluminio (CA126486, Tabela 7)
responderam exclusivamente ao déficit hidrico leve na cultivar sensivel. Dois transcritos
que codificam para proteinas induzidas por seca (CA118685, CA296014, Tabela 7)
foram induzidos no déficit hidrico severo, assim como um gene de uma proteina
desconhecida (CA294654, Tabela 7) a qual parece ser muito similar a uma
metalotionina da classe Il, de acordo com as anotac¢des do banco de dados InterPro.
Este metabolismo de resposta ao estresse nas plantas sensiveis foi mais reprimido em

contraste aqueles observados nas plantas tolerantes.



57

Em resposta a diminuigdo do conteudo de agua, o ABA enddgeno, presente em
quantidades relativamente baixas, € redistribuido nos tecidos desidratados para
proteger a planta contra a deficiéncia hidrica, como no fechamento estomatal.
Consequentemente ocorre o aumento do conteudo endoégeno de ABA durante eventos
de seca (REN et al. 2007). Os efeitos do ABA na fisiologia do estresse podem ativar as
vias metabolicas dependentes de ABA em resposta ao déficit hidrico (RIERA et al.
2005; SHINOZAKI & YAMAGUCHI-SHINOZAKI 2007). Alguns genes regulados por
ABA foram diferencialmente expressos sob condi¢bes de déficit hidrico (RABBANI et al.
2003; ZHENG et al. 2006; ROCHA et al. 2007). Entretanto, uma proteina regulada por
ABA (HVA22) (CA128973, Tabela 7) e um gene induzido por ABA (CA295235, Tabela
7) foram reprimidos na cultivar sensivel, assim como a enzima zeaxantina epoxidase
(CA117419, Tabela 7), que participa na biosintese de ABA, possivelmente importante
no fechamento estomatal (CHRISTMANN et al. 2007). Para reduzir a transpiragcéo
ocorre o enrolamento foliar como uma resposta precoce ao déficit hidrico (LOCY et al.
2002). Isto pode ser correlacionado com os sinais morfologicos observados nas plantas
sensiveis e nos respectivos dados de expressdo génica verificados na categoria de
resposta ao estresse. Nenhum gene envolvendo a regulagédo por ABA foi verificado
como diferencialmente expressos na cultivar tolerante.

Outra significante via bioquimica reprimida na cultivar sensivel foi a de
metabolismo de lipidios. Proteinas como: a “very-long chain fatty acid condensing
enzyme CUT1” (CA119547, Tabela 6), fitoene sintase 1 (CA296068, Tabela 6), acil-CoA
oxidase (CA300331, Tabela 6), esterase/lipase/tioesterase, (CA295451, Tabela 6),
fosfolipase D (CA294072, Tabela 6), fosfolipidio/glicerol aciltransferase (CA129774,
Tabela 6) e uma proteina desconhecida (CA294101, Tabela 6) foram identificados neste
metabolismo. As enzimas fosfolipases D sao relacionadas para a conversdo do
fosfatidilcolina em acido fosfatidico, uma suposta molécula de transducdo de sinal.
Ademais, vias propostas mostram o envolvimento das fosfolipases D na biosintese de
glicina betaina, um osmoprotetor acumulado em plantas sob estresse osmoético (BRAY
et al. 2002). Esta enzima tem sido relatada em varios estresses bi6ticos e abioticos e

suas funcgdes hipotéticas no metabolismo celular correspondem para a degradacgéo de
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membrana, transporte intracelular e transducdo de sinal (ZHANG et al. 2005;
BARGMANN & MUNIK 2006). A identificacdo e caracterizacdo da fosfolipase D em
amendoim mostraram que o gene foi mais induzido nas plantas tolerantes que nas
sensiveis, mas que a indug¢do de uma rapida perda de agua nas folhas (tratamento de
‘choque de seca’) pode desencadear um aumento na expressdo do gene nas plantas
sensiveis (GUO et al. 2006). Todos os genes do metabolismo de lipidios identificados
nas plantas sensiveis foram reprimidos sob condi¢des moderadas e severas de déficit
hidrico (Tabela 6).

Ao primeiro sinal de deficiéncia hidrica, as plantas fecham os estdmatos para
evitar a perda excessiva de agua pela transpiracdo (RACKMILEVITCH et al. 2006).
Como uma consequéncia, sob condi¢cdes de déficit hidrico moderado a fotossintese
comeca a ser afetada e com o aumento da severidade do estresse o processo
fotossintético é inibido (LOCY et al. 2002). Varios genes expressos exclusivamente na
cultivar sensivel foram identificados na classe funcional de bioenergética e fotossintese
(Tabela 5): fotossistema | (CA121116, CA 122162), tioredoxina M (CA300805) e outros
(CA119332, CA128335, CA299938, CA129721, CA300973) foram reprimidos na
condicdo moderada. Além disso, transcritos similares a duas proteinas desconhecidas
(CA300973, CA129721), supostamente envolvidas na absorcdo e transferéncia de
energia entre os fotossistemas e no processo de transporte de elétrons, também foram
reprimidos nas mesmas condigdes. O efeito do déficit hidrico no fotossistema Il avaliado
em trigo mostrou que a atividade do aparato fotoquimico foi notavelmente reduzida em
algumas plantas devido a perda progressiva de agua, € em outras plantas, onde a
perda do conteudo relativo de agua foi menor, a atividade fotoquimica foi menos
afetada pelo estresse, suportando o conceito de que a produtividade das plantas
diminui sob condi¢des de seca (LIU et al. 2006).

O impacto do suprimento de agua na fotossintese foi estudado em beterraba
mostrando que a taxa fotossintética diminuiu com o aumento da severidade da seca
(BLOCH et al. 2006). As relagdes hidricas em cana-de-agucar e suas respostas para o
déficit hidrico também foram consideradas por INMAN-BAMBER & SMITH (2005). De
acordo com os autores a rede fotossintética e a conseqiente produtividade também
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depende dos processos metabdlicos da célula durante o estresse, porque somente sob
condigbes severas de deficiéncia hidrica a atividade da piruvato ortofosfato di-quinase
(CA300081) e os niveis de piruvato comegam a diminuir. Em nossos resultados esta
enzima (CA300081, Tabela 5), assim como a fosfoenolpiruvato carboxilase (CA294308,
Tabela 5) e uma anidrase carbénica (CA118776, Tabela 5), ndo foram observadas nas
condigcbes moderadas ou severas do déficit hidrico, mas foram induzidas sob o déficit
hidrico leve, condicdo em que possivelmente ainda n&o foram afetadas pela deficiéncia
hidrica de forma significativa. Outro transcrito para anidrase carbénica (CA116652,
Tabela 5), para precursor de plastocianina (CA125884, Tabela 5), precursor de
ferredoxina | (CA116652, Tabela 5) e precursor da subunidade PsaN do fotosistema |
(CA293774, Tabela 5) foram induzidos no déficit hidrico leve e subsequentemente
reprimidos em condigcdes de deficiéncia moderada e severa, indicando que nesta
cultivar o déficit hidrico imposto foi limitante para o processo fotossintético.

Entretanto, entre os genes comuns, dois transcritos envolvidos na categoria de
bioenergética com fungdes no metabolismo de carboidratos foram observados: uma
frutoquinase 2 (CA127861) e uma piruvato quinase (CA120417), induzidos mais que 6
vezes em ambas cultivares (Tabela 1G). A piruvate quinase participa da glicélise e é
muito importante para a regulacdo dessa via. Uma invertase (CA120362, Tabela 1E),
relatada para o processo de bioenergética, também foi induzida no déficit hidrico severo
nas plantas tolerantes. A enzima, envolvida no metabolismo de carboidrato, atua em
uma via alternativa de degradagéo de sacarose, realizando uma reacao irreversivel que
libera muita energia (BRAY et al. 2002). A performance desta enzima tem sido
observada em eventos de déficit hidrico: em milho, uma invertase vacuolar foi induzida
em o6rgéos especificos durante o déficit hidrico leve, e mudangas precoces no
metabolismo de sacarose foram verificadas (KIM et al. 2000); e uma invertase citosélica
foi identificada na inibicdo do crescimento lateral das raizes entre outras diferentes
funcdes no desenvolvimento de Arabidopsis (Ql et al. 2007). Sob condi¢des de estresse
a planta necessita de mais energia para manter as fungdes primarias e induzir seus
mecanismos de protecdo. Genes envolvidos no metabolismo de acgucar foram

envolvidos na resposta a deficiéncia hidrica no tecido reprodutivo de milho, e, entre
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eles, duas invertases foram relacionadas na protegcdo do desenvolvimento normal do
polen (ZHUANG et al. 2007). A indugédo de uma invertase pode indicar um possivel
processo de degradacéo de carboidrato alternativo a sacarose, via invertase, na cultivar
tolerante sob condigbes de déficit hidrico severo. Apesar desta enzima ter sido
identificada em diferentes estudos de estresse abiotico, sua funcdo nestas condi¢des
ainda nao é totalmente compreendida.

Varios estudos de expressao génica tém mostrado resultados similares: o
monitoramento de genes expressos em fFestuca mairei mostrou proteinas DNAJ e
proteinas do tonoplasto induzidas em resposta a seca, assim como identificou muitos
genes reprimidos relacionados com a fotossintese, também refletindo que a
fotossintese foi inibida pelo déficit hidrico (WANG & BUGHRARA 2007); mudanga na
expressdo génica foram verificadas para uma “germin-like protein” nas repostas de
culturas de uva ao estresses hidrico e salino (CRAMER et al. 2007); alguns transcritos
encontrados em nossos resultados como ubiquitinas, peroxidase, proteinas de choque
térmico, proteinas de transporte de lipidios, transportador ABC, proteina quinase e
receptor do tipo proteino-quinase, fosfatase tipo-2C, calmodulinas, proteina de
resisténcia a doengas, zeaxantina epoxidase, invertase, histonas, “DNA binding
protein”, fotossistema |, proteinas ribossomais, SAMDC e proteina DREPP2 foram
diferencialmente expressos em Arabidopsis sob condigbes de seca, frio ou alta
salinidade (SEKI et al. 2002), e também foram identificados em bibliotecas de arroz
submetido a seca (GOTANTLA et al. 2007) e no perfil transcricional de aveia submetida
a seca através da aplicacdo gradual e brusca da deficiéncia hidrica (TALAME et al.
2007).

A seca € uma condicao ambiental a que todas as plantas estdo sujeitas e as
perspectivas futuras para a escassez de agua impulsionam o desenvolvimento de
cultivares mais tolerantes ao déficit hidrico. Nesse contexto, a prospeccédo de genes
envolvidos no processo de tolerancia compreende a primeira etapa em um programa de
melhoramento genético dirigido. Neste trabalho, varios genes diferencialmente
expressos sob condi¢cdes de déficit hidrico foram identificados em plantas de cana-de-

acucar. Muitos genes envolvidos nas respostas da plantas tolerantes a deficiéncia
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hidrica ndo foram observados entre os genes expressos nas plantas sensiveis.
Entretanto, a fungdo metabdlica de determinados genes no processo de tolerancia a
deficiéncia hidrica ndo esta devidamente compreendida. As proteinas “Bet v | allergen”
e “germin-like protein” estdo relacionadas a resposta ao estresse, mas informacgdes
sobre o papel destas proteinas na protegcdo das plantas contra o déficit hidrico ainda é
incipiente. As proteinas induzidas por ferimento (WIP) foram representadas por cinco
diferentes transcritos entre aqueles que foram expressos na cultivar tolerante. A
proteina LN1 nao foi funcionalmente classificada devido o pouco conhecimento sobre
sua atuagcdo no metabolismo celular de plantas sob condigbes de seca. A
superexpressdo destes genes em sistemas vegetais podera fornecer uma melhor
compreensdo sobre o papel destas proteinas nas respostas das plantas ao estresse.
Alguns genes que apresentaram um padrdo de expressdo distinto em cada cultivar,
como os transcritos com similaridade para uma proteina de transferéncia de lipidios,
uma proteina hipotética, ou genes sem similaridade, também representam candidatos
com potencial para aplicacédo em estudos de transformacao de plantas. A partir destes
estudos sera possivel obter mais informagcbes sobre a atuacdo destes genes nas
plantas submetidas a deficiéncia hidrica, e, se a insercao destes transcritos podera

atribuir a planta geneticamente modificada mais tolerancia ao déficit hidrico.
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VI. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos pode-se ressaltar que:

e Os cultivares de cana-de-agucar SP83-5073 (tolerante) e SP90-1638 (sensivel),
embora submetidos ao mesmo regime hidrico, diferiram nos niveis de tolerancia a seca
e sua habilidade em responder ao déficit hidrico mostrou uma variedade de genes
induzidos ou reprimidos sob diferentes condi¢cdes de déficit hidrico.

e As taxas de déficit hidrico leve e moderado que foram impostas as plantas nao
promoveram alteragbes significativas na expressdo génica das folhas das plantas
tolerantes durante o déficit hidrico leve e moderado, mas ativaram a expresséo e
repressao de varios genes nas plantas sensiveis em todas as condi¢des de deficiéncia
hidrica analisadas.

e Na cultivar tolerante, os genes foram induzidos com o aumento da severidade, e
embora ativando um menor numero de genes, estas plantas suportaram o periodo de
deficiéncia hidrica de maneira mais eficiente que as plantas sensiveis.

e A cultivar sensivel exibiu um maior numero de genes diferencialmente expressos sob

condigbes de déficit hidrico, dos quais 45% destes genes foram reprimidos. Em
contraste, na cultivar tolerante um menor numero de genes foi ativado em resposta ao
estresse, mas 94% destes genes foram induzidos.

e Entre os genes reprimidos na cultivar sensivel, alguns foram relacionados com o
metabolismo de fotossintese, cujo perfil de expresséo corrobora com as informagdes
descritas na literatura, indicando que na cultivar sensivel o processo fotossintético foi
negativamente afetado pelo déficit hidrico aplicado nestas plantas.

e O perfil de expresséao exibido pelas plantas sensiveis mostrou que o déficit hidrico foi

percebido rapidamente, modificacées morfologicas foram observadas e a expressao de

varios genes foi alterada, entretanto a sensibilidade da cultivar SP90-1638 poderia ser
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melhorada com a regulagédo positiva de alguns genes que foram reprimidos nestas
plantas mas que apresentaram um padrao antagonistico nas plantas tolerantes.

e A comparagao dos padrées de expressdo génica entre os gendtipos contrastantes
mostrou que aproximadamente 55% dos genes expressos na cultivar tolerante também
foram observados na cultivar sensivel, a maioria exibindo um perfil de expressao muito
similar, sugerindo que alguns ajustamentos no metabolismo das plantas podem ser
independentes do nivel de tolerancia ao estresse.

e Para cada cultivar analisada, aproximadamente 50% dos genes diferencialmente
expressos representam novos genes envolvidos nas respostas das plantas ao déficit
hidrico, que ainda n&o foram caracterizados e poderao ser utilizados em estudos para o
melhoramento genético da cultura.

e Os genes de resposta ao estresse “Bet v | allergen” e “germin-like protein”, detectados
em condi¢cdes de déficit hidrico leve nas plantas tolerantes, podem ser aplicados em
outros estudos para investigar a funcao destas proteinas nas plantas sob situagdes de
deficiéncia hidrica.

e Os genes que apresentaram um padrdo de expressao contrastante entre as
cultivares, como os genes com similaridade para uma proteina de transferéncia de
lipidios (CA119309), uma proteina desconhecida (CA120864) ou sem similaridade
(CA122935, CA294347), induzidos nas plantas tolerantes e reprimidos nas sensiveis,
também podem ser destacados como candidatos para a transformacao genética de
plantas.

e De acordo com os resultados obtidos nos experimentos de analise da expresséo

génica, a metodologia dos macroarranjos de DNA, utilizada neste trabalho, foi
considerada uma eficiente ferramenta para identificar genes expressos em folhas de

cana-de-agucar sob condi¢des de deficiéncia hidrica.
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APENDICE A

Tabela 1A: Solugcdo de Hoagland utilizada na irrigacdo das plantas de cana-de-agUcar
cultivadas em casa de vegetacdo. A composicao descrita é referente a solugcdo na
diluicdo de 25%. A solucdo de Hoagland é composta pelos macronutrientes e 1 ml da
solugao de micronutrientes.

Macronutrientes  Concentragédo (g/l) Quantidade (m/l)

KH,PO, 136,1 1
de KNO3 101,1 5
Ca(NO3)..5 H,0O 2,36 5
MgS04.7 H,0O 246,5 2
Fe.EDTA 1,67 1
Solugao de Micronutrientes
H;BO; 2,86
MnCl,.4 H,O 1,81
ZnCl, 0,10 1
CuCl, 0,04
H:Mo00.4 H,O 0,02
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APENDICE B
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Figura 1B. Analise do RNA total em gel desnaturante de agarose 1,5%. S&o apresentados
amostras das plantas SP83-5073 (tolerante) controles (A, B, C) e sob déficit hidrico
leve moderado e severo (D, E, F); plantas SP90-1638 (sensivel) controles, (G, H, |) e
sob déficit hidrico leve moderado e severo (J, L, M), respectivamente.

Figura 2B. A analise espectrofotométrica do RNA total. Os graficos mostram a qualidade das
amostras sem a presenca de contaminantes. Amostras apresentadas na figura
anteriror.
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Tabela 1D. Seqiiéncias dos 6ligos usados nas analises de PCR quantitativo. As seqiiéncia dos
o6ligos foram desenhados usando o programa Primer Express 3.0 (Applied Biosystems)

Seqiiéncias dos 6ligos

®Accesso

ao Gene Forward 5'- 3' Reverse 5'- 3'
GenBank
CA222437 B-tubulina GGAGGAGTACCCTGACAGAATGA CAGTATCGGAAACCTTTGGTGAT
CA127376 SAMDC TGCTGCTGAAGACGCTGTTG TCGCCTTCAAAGCAGTGTAGAAC
CA120560 Proteina ZmPIP2-1 TCGCGACGCTGCTGTTC TCGTGTCCGTCTGGTGCTT
CA128872 Proteina ZmTIP4-2 GGCGAAGCTCGTGAACAAG CGACGTCCGGCGTAGTGT
CA127367 Proteina WIP CGGTTCGTCACTACTCTAACTTGCT TGATTCATCCGCCCATAAGG
CA119309 Proteina LTP CGTTAGTACCAGTGCACGTGATG GCTCCTCCTGTTACCACAATTTATTT
CA120417  Piruvato quinase =~ CATGGCTGTCCAAGGATGTTG CAGATACTGCAGCGTACTCTCCAA
CA116806 Histone CGCACACGCACACTGAAAG CGGTGGCCATGATCAAAAA
CA300174 DNAJ CCTCGGCACCTGCAGTTG TTTTTGGTGCCAGGAATCTTG
CA293774 Ferredoxin | CGGCGCCTAATCATGCTT CGTACGCGCGTTATCAAGAA
CA116652 Fotossistema | CCTCGCCAAGCAGAAGAAAG TTCCCCTCGCACTCAATCTC
CA122935 Nomatchgene1 GCCTTCATCTTCGGGACTTTC CGCATTGTTCTCGAGGGATT
CA129393 Nomatchgene2 TCCGGTCGAGCTCCAATC TCCTCACCCAATGCAAACTG

#Numero de acesso ao banco de dados NCBI
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Tabela 1E. Descricao dos genes diferencialmente expressos sob condi¢cdes de déficit hidrico
leve, moderado e severo na cultivar SP83-5073 (tolerante). Proteinas similares e o
nivel de expressao génica (M) sdo mostrados para cada gene. As fungdes metabdlicas
foram propostas de acordo com a atividade executada pela proteina.

°SP83-5073
Expresséao (M)
*Accesso
ao Descricédo da proteina Pe-value | Leve | Moderado| Severo | °P.value ‘B
GenBank
Metabolismo de Aminoacidos
CA127376  S-adenosylmethionine decarboxylase [EC.4.1.1.50] [Zea mays] 2,00E-44 — — 2,03 0,00001 7,41
Bioenergética e fotossintese
CA127956  glycine-rich protein-like [Oryza sativa] 5,00E-67 — — 1,86 0,00045 3,05
CA120362 soluble acid invertase [EC.3.2.1.26] [Saccharum officinarum] 3,00E-67 — — 1,5 0,00001 8,05
CA120417  pyruvate kinase [Arabidopsis thaliana] 3,00E-66 — — 3,51 0 38,54
CA127861 fructokinase 2 [EC 2.7.1.4] [Zea mays] 4,00E-69 — — 1,17 0,00007 5,09
Transdugéo de sinal
CA128186 calmodulin [Oryza sativa] 5,00E-59 — — 1,07 0,00031 3,43
CA128254  calmodulin [Oryza sativa] 1,00E-78 — — 0,73 0,00108 2,01
CA127352 SHR5-receptor-like kinase [Saccharum hybrid cultivar] 2,00E-26 — — 1,53 0,00372 0,52
CA120135 actin depolymerizing factor [Zea mays] 2,00E-71 — — 1,4 0,00354 0,59
CA118131 receptor-mediated endocytosis 1 isoform | [Oryza sativa] 4,00E-23 — — 1,77 0 9,63
CA130180 calcium ion binding [Arabidopsis thaliana] 5,00E-19 — — 1,17 0,00279 0,87
CA120154 MFP1 attachment factor 1 [Zea mays] 6,00E-15 — — 1,2 0 8,37
CA122068 protein phosphatase type-2C [Oryza sativa] 4,00E-62 — — 1,62 0,00003 5,91
CA130292 protein kinase [Sorghum bicolor] 4,00E-21 — — 0,74 0,00002 6,27
CA128389  serine/threonine kinase-like protein [Oryza sativa] 2.00e-12 — — 1,32 0,00002 6,43
Metabolismo Celular
CA300104 glutamate decarboxylase [EC 4.1.1.15] [Oryza sativa] 3,00E-92 — — 1,37 0 12,39
CA300972 adenosine kinase isoform 2S [EC 2.7.1.20] [Nicotiana tabacum] 3,00E-21 — — 1,61 0 10,11
CA123485 phosphoribosylanthranilate transferase [EC 2.4.2.18] [Pisum sativum] 4,00E-51 — — -0,57 0,00212 1,21
CA120189 GTP-binding protein [Oryza sativa] 1,00E-04 — — 1,6 0,00002 6,76
CA127269 cinnamoyl CoA reductase [EC.1.2.1.44] [Oryza sativa] 6,00E-84 — 1 0,00172 1,47
Metabolismo de DNA
CA119306 1-acyl-glycerol-3-phosphate acyltransferase [EC 2.3.1.15] [Zea mays] 2,00E-99 — — 1,09 0,00048 2,95
CA295768 histone H1 [Oryza sativa] 1,00E-25 — — 0,94 0,00075 2,46
CA116806  histone H3 (H3-1.1) [Oryza sativa] 1,00E-58 — — 1,41 0,00031 3,44
CA118893 RAD23 protein homolog [Oryza sativa] 2,00E-28 — — 1,08 0,00003 5,98
CA282428 RAD23 protein homolog [Oryza sativa] 2,00E-28 — — 1,81 0 13,07
Elementos Genéticos Moveis
CA127411  retroelement [Oryza sativa] 7,00E-72 — — 1.1 0,00165 1,65
CA126118 IS1 transposase [Zea mays] 3,00E-25 — — 1,58 0 10,65
CA129348 transposable element Tip100 protein [Oryza sativa] 7,00E-96 — — 1,15 0,00302 0,81
CA127195 transposable element Tip100 protein [Oryza sativa] 7,00E-96 — — 0,89 0,00012 4,41
CA129317  hypothetical protein Osl_004849 [Oryza sativa] 1,00E-27 — — 1,21 0,00023 3,74




Tabela 1E. (continua)

84

°SP83-5073
Expressao (M)

“Accesso

ao Descrigao da proteina Pe-value | Leve | Moderado | Severo |°P.value| °B
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Resposta a Estresse
CA128069 Bet v | allergen [Zea mays] 5,00E-14 1,17 — — 0,02945 2,18
CA127402 germin-like protein [Zea mays] e-100 1,16 — — 0,00087 5,18
CA128991 disease resistance protein RPM1 [Oryza sativa] 1,00E-21 — — 0,51 0,00358 0,55
CA118233 resistance protein LR10 [Oryza sativa] 2,00E-11 — — 0,91 0,00172 1,49
CA129040 peroxidase [Oryza sativa] 2,00E-23 — — 1,36 0,00002 6,21
CA129365 Eépi)snz:"t;oniﬁnn:ec—;r:;:;?g]ng protein cinnamomin Il precursor 6,00E-09 o B 1,54 0,00125 1,83
CA119144  heat shock protein hsp70 [Zea mays] 3,00E-06 — — 1,02 0,00172 1,5
CA118620 heat shock protein 17.2 [Zea mays] 3,00E-56 — — 2,19 0 28,88
CA120023 heat shock protein 17.2 [Zea mays] 3,00E-56 — — 2,19 0 11,18
CA125472  wound-induced protein [Medicago sativa subsp. x varia] 4,00E-06 — — 1,79 0 17,16
CA300505 wound induced protein [Lycopersicon esculentum] 3,00E-19 — — 1,95 0 8,46
CA123153  wound induced protein [Lycopersicon esculentum] 3,00E-18 — — 1,17 0 9,32
CA124713  wound induced protein [Lycopersicon esculentum] 5,00E-17 — — 1,88 0 12,39
CA127367  wound-induced protein [Medicago sativa subsp. x varia] 4,00E-06 — — 0,92 0,00053 2,81
CA300174  Dnad protein [Oryza sativa] 4,00E-77 — — -1,22 0,00231 1,14
CA120096  DnaJ protein [Oryza sativa] 4,00E-77 — — 0,87 0,00012 4,43
Metabolismo de RNA
CA300958 AP2-domain DNA-binding protein [Oryza sativa] 2,00E-48 — — 1,21 0,00012 4,52
CA120355 transcription factor E2Fe [Oryza sativa] 7,00E-49 — — 1,09 0,0005 4,701
CA118103  spliceosomal protein [Oryza sativa] 4,00E-77 — — 1,06 0 8,25
Metabolismo de Proteina

CA123573 POZ domain protein family-like [Oryza sativa] 6,00E-76 — — 1,06 0,00015 4,18
CA124655 protein binding [Arabidopsis thaliana] 2,00E-25 — — 0,85 0,00122 1,87
CA116243  chaperonin 60 beta precursor [Oryza sativa] 1,00E-44 — — 1,05 0,00219 1,16
CA120224 Fg?;;;n;::tpi)\?aritlde (PPR) repeat-containing protein-like protein 7.00E-24 o B 087 0,00002 65
CA118903  apetala2 domain-containing CBF 1-like protein [Oryza satival 3,00E-09 — — 0,98 0,00304 0,78
CA128144  ribosomal protein S18 [Saccharum hybrid cultivar SP-80-3280] 3,00E-74 — — 0,94 0,00327 0,69
CA127205 ribosomal protein L27a [Oryza sativa] 2,00E-63 — — 1,23 0,00009 4,81
CA122916  ribosomal protein S12 [Oryza sativa) 6,00E-37 — — 0,84 0,00046 3,01
CA122204 ribosomal protein L17 [Lycopersicon esculentum] 5,00E-13 — — 0,98 0,00051 2,86
CA190334  S28 ribosomal protein [Triticum aestivum] 1,00E-20 — — 0,92 0,00558 0,06
CA121411  ribosomal protein S3a, cytosolic [Oryza sativa] 1,00E-78 — — 0,87 0,00137 1,77
CA128234 pentatricopeptide (PPR) repeat-containing protein-like [Oryza sativa] 9,00E-17 — — 0,57 0,00013 4,37
CA300155  carboxyl-terminal proteinase-like [Oryza satival] 8,00E-66 — — 21 0 20,23
CA300009 26S proteasome regulatory particle triple-A ATPase [Oryza sativa] 5,00E-38 — — 1,59 0 9,6
CA300757  26S proteasome regulatory particle triple-A ATPase [Oryza sativa] 5,00E-38 — — 0,77 0,0008 2,39
CA118369  kelch repeat-containing F-box family protein-like [Oryza sativa] 7,00E-21 — — 1,35 0 8,12
CA121094  alpha 3 subunit of 20S proteasome [Oryza sativa] 2,00E-90 — — 1,36 0,00124 1,89
CA299967  nucleic acid binding [Arabidopsis thaliana] 3,00E-89 — — 1,29 0,00017 4,09
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protein binding /ubiquitin-protein ligase/zinc ion binding
CA129212 [Zea mays] 5,00E-18 — — 1,13 0,00066 2,59

protein binding /ubiquitin-protein ligase/zinc ion binding
CA120113  [Zea mays] 5,00E-18 — — 0,91 0,00094 2,21

farnesylated-proteins converting enzyme-2
CA125669 [Arabidopsis thaliana] 1,00E-54 — — 1,34 0,00001 6,92
CA127858 translation initiation factor [Triticum aestivum] 3,00E-22 — — 1,16 0,00001 7,93
CA127426 cell death-related protein SPL11 [Oryza sativa] 5,00E-99 — — 1,59 0 11,62
CA300423 0s01g0265100 [Oryza sativa] 7,00E-79 — -1,11 — 0,00176 5,11

Transporte —

transporter associated domain containing protein
CA123725 [Oryza sativa] 3,00E-83 — — 1,88 0 20,76

transporter associated domain containing protein
CA120112  [Oryza sativa] 3,00E-83 — — -0,8 0,00464 0,3
CA121569 phospholipid transfer protein 1 [Zea mays subsp. parviglumis] 4,00E-38 — — 1,12 0,00197 1,29
CA130297 nonspecific lipid-transfer protein precursor [Zea mays] 4.00e-07 — — 1,28 0 13,42
CA123375 lipid transfer protein [Setaria italica] 2,00E-37 — — 0,72 0,00012 4,37
CA119309 lipid transfer protein [Setaria italica] 2,00E-37 — — 1,12 0,00221 1,16
CA123744 ABC transporter [Oryza sativa) 3,00E-84 — — 1,31 0 8,62
CA300311  ABC transporter [Oryza sativa] 3,00E-84 — — 1,09 0,00007 5,11
CA295307 multidrug resistance protein [Oryza sativa] 2,00E-63 — — 1,31 0,00001 7,84
CA117679 cation transporter [Arabidopsis thaliana] 2,00E-45 — — 1,1 0,00455 0,32
CA120560 plasma membrane integral protein ZmPIP2-1 [Zea mays] 3,00E-80 — — 1,31 0,00004 5,81
CA294808 P-type ATPase [Hordeum vulgare] 4,00E-75 — — 0,79 0,00008 4,97

Proteinas desconhecidas

CA295470 LN1 protein [Oryza sativa] 9,00E-97 — — 0,86 0,00319 0,72
CA116676 0Os059g0148300 [Oryza sativa] 3,00E-25 — — 0,77 0,0006 2,69
CA122669 0Os01g0732000 [Oryza sativa] 4,00E-10 — — 1,45 0 14,22
CA123166 0s129g0143100 [Oryza sativa] 9,00E-37 — — 1,48 0,00021 3,84
CA128888 0Os11g0167200 [Oryza sativa] 2,00E-70 — — 1,46 0,00002 6,5
CA299792 OSJNBb0032K15.9 [Oryza sativa] 4,00E-19 — — 1,17 0,0016 1,61
CA124165 0s069g0194400 [Oryza sativa] 5,00E-15 — — -0,94 0,00327 0,67
CA122937 OSJNBa0013K16.11 [Oryza sativa] 3,00E-18 — — 0,78 0,00475 0,26
CA120304 0s02g0508100 [Oryza sativa] 3,00E-31 — — 1,41 0 11,35
CA123283 0s04g0658600 [Oryza sativa] 3,00E-12 — — 1,73 0 10,27
CA125784 0OSJNBa0072D21.10 [Oryza sativa] 3,00E-77 — — 0,84 0,00109 2,01
CA120022 OSJNBa0073L13.12 [Oryza sativa] 4,00E-27 — — 1,17 0,00314 0,8
CA123095 P0423B08.18 [Oryza sativa] 1,00E-21 — — 1,05 0,00455 0,32
CA130159 chloroplast hypothetical protein [Zea mays] 4,00E-26 — — 1,88 0,00373 0,52
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CA300995 hypothetical protein Osl_037633 [Oryza sativa] 1,00E-69 — — 1,21 0,00002 6,33
CA122757  hypothetical protein OsJ_009336 [Oryza sativa] 1,00E-15 — — 1,42 0,00082 2,33
CA120864 hypothetical protein Osl_000887 [Oryza sativa] 1,00E-06 — — 0,67 0,00279 0,89
CA189739 hypothetical protein OsJ_005962 [Oryza sativa) 1,00E-05 — - 0,8 0,00372 0,5
CA300728 hypothetical protein OsJ_026805 [Oryza sativa] 1,00E-08 — — 0,87 0,00517 0,15
CA119272  hypothetical protein OsJ_015015 [Oryza sativa)] 1,00E-07 — - 0,74 0,00568 0,05
CA119068 hypothetical protein OsJ_028659 [Oryza sativa] 2,00E-23 — - 1,4 0 8,39
CA125508 hypothetical protein OsJ_015268 [Oryza sativa] 2,00E-16 — - 1,36 0 17,16
CA282442 hypothetical protein Osl_034134 [Oryza sativa] 7,00E-52 — - 1,99 0 17,38
CA295063 hypothetical protein OsJ_023677 [Oryza sativa] 3,00E-07 — - 1,4 0 12,77
CA128538 hypothetical protein Osl_012184 [Oryza sativa] 3,00E-05 — — 1,13 0,00009 4,82
CA122099 hypothetical protein [Oryza sativa] 3,00E-07 — — 2,09 0 12,29
CA124721  unknown protein [Arabidopsis thaliana] 2,00E-25 — — 1,42 0,0009 2,23
CA124242  unknown protein [Oryza sativa] 3,00E-24 — — 0,9 0,00172 1,45
CA301013  unknown protein [Oryza sativa] 2,00E-25 — — 1,17 0,00182 1,42
CA120014  unknown protein [Oryza sativa] 1,00E-46 — — 1,09 0,00004 5,78
CA295315  unknown protein [Oryza sativa] 8,00E-17 — — 1,15 0,0001 4,73
CA295123  unknown protein [Oryza sativa] 8,00E-14 — — 1,14 0,00327 0,67
CA117522  unknown protein [Oryza sativa] 2,00E-68 — — -1,42 0 8,85

N&o Classificados —

CA122642 No match — — — 1,83 0 12,76
CA125651 No match — — — 2,38 0 11,67
CA128775 No match — — — 1,27 0 8,83
CA127303 No match — — — 2,1 0 22,61
CA129806 No match — — — 2,34 0 22,28
CA127335 No match — — — 1,71 0 19,09
CA300464 No match — — — 1,96 0 17,68
CA123149 No match — — — 1,83 0 17,63
CA122762 No match — — — 1,86 0 17,26
CA129801 No match — — — 1,17 0 12,52
CA119091 No match — — — 1,42 0 10,71
CA127316 No match — — — 1,56 0 8,28
CA127109 No match — — — 1,16 0,00002 6,72
CA130123 No match — — — 1,47 0,00007 5,16
CA125284 No match — — — 0,81 0,0005 2,9
CA120279 No match — — — 1,23 0,0005 2,89
CA118325 No match — — — 1,03 0,00073 2,5
CA128082 No match — — — 0,85 0,00082 2,37
CA120092 No match — — — 1,38 0,00109 2,02
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CA117204 No match — — — -1,12 0,00008 4,92
CA127028 No match — — — 1,77 0,00001 7,71
CA122904 No match — — — 2,02 0,00001 7,7
CA129980 No match — — — 0,97 0,00001 7,68
CA279843 No match — — — 1,57 0,00002 6,43
CA118423 No match — — — 1,18 0,00002 6,36
CA300053 No match — — — 1,03 0,00012 4,49
CA118839 No match — — — 1,59 0,0002 3,91
CA295116 No match — — — 1,08 0,00036 3,26
CA122935 No match — — — 1,89 0,00107 2,06
CA120115 No match — — — 0,88 0,00192 1,35
CA129181 No match — — — 0,6 0,00199 1,3
CA119070 No match — — — 0,89 0,00199 1,27
CA300923 No match — — — 1,08 0,00247 1,06
CA120106 No match — — — 1,3 0,00302 0,81
CA129393 No match — — — 1,09 0,0047 0,23
CA294347 No match — — — -1,24 0,00261 0,96
CA117222 No match — — — -0,87 0,00304 0,77
CA122017 No match — — — 0,92 0,00231 1,13
CA127809 No match — — — 0,74 0,00265 0,93
CA120210 No match — — — 0,98 0,00309 0,75
CA127480 No match — — — 1,16 0,00313 0,74
CA295749 No match — — — 0,96 0,00388 0,51
CA295749 No match — — — 0,92 0,00413 0,42
CA123810 No match — — — 0,89 0,00482 0,25
CA295842 No match — — — 0,93 0,00219 1,21
CA121376 No match — — — 1,18 0,00161 1,57
CA118644 No match — — — 1,15 0,0011 2,02

“Numero de acesso ao banco de dados NCBI.
induzidos e os negativos representam genes que foram reprimidos.
significancia para o p-value adotado.

Pe-value da analise BlastX.

dp-value P<0.05 °B representa a avaliacdo da expressao diferencial.

Genes foram organizados pela classificagéo funcional.

°M representa a razdo da express&o (logy.): nimeros positivos representam genes

— nenhuma
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APENDICE F

Tabela 1F. Descricdo dos genes diferencialmente expressos sob condi¢cdes de déficit hidrico
leve, moderado e severo na cultivar SP90-1638 (sensivel). As proteinas similares e o
nivel de expressao génica (M) sdo mostrados para cada gene. As fungdes metabdlicas
foram propostas de acordo com a atividade executada pela proteina.

°SP90-1638
Expresséao (M)
“Accesso
ao Descrigado da proteina Pe-value Leve | Moderado | Severo | °P.value ‘B
GenBank
Metabolismo de aminoacidos
NADH dependent glutamate synthase [EC 1.4.1.14]

CA296079  [Oryza sativa] 3,00E-85 0,87 — — 0,00203 2,59
CA125494 plastidic cysteine synthase 1 [EC 2.5.1.47] [Oryza sativa)] 2,00E-91 — -1,3 — 0,00001 7,54
CA117148 anthranilate synthase alpha subunit [EC 4.1.3.27] [Zea mays] 5,00E-105 — -0,52 — 0,00171 1,56
CA116640 2-oxoglutarate-dependent oxygenase EC 1.2.1.52 [Oryza sativa] 2,00E-78 — — 0,86 0,00005 5,39

Bioenergética e fotossintese
C4-specific pyruvate orthophosphate dikinase [EC 2.7.9.1]

CA300081 [Zea mays] 3,00E-71 21 — — 0,00005 7,16
phosphoenolpyruvate carboxylase [EC 4.1.1.31]
CA294308 [Arabidopsis thaliana] e-124 2,51 — — 0,00005 7,03
CA118776 carbonic anhydrase [EC 4.2.1.1] [Oryza sativa] 5,00E-81 1,7 — — 0,00034 4,92
CA116652 carbonic anhydrase [EC 4.2.1.1] [Oryza sativa] 8,00E-92 1,8 -1,28 — 0,00004 7,61
CA293774  ferredoxin |, chloroplast precursor (Fd I) [Zea mays] 1,00E-27 2,27 -1,65 -1,7 0,00003 7,97
CA116652 photosystem | complex PsaN subunit precursor [Zea mays] 1,00E-42 1,46 -2,01 -1,99 0,01059 0,5
CA121116  photosystem | assembly protein ycf3 [Zea mays] 4,00E-13 — -1,17 — 0 9,27
CA122162  PSl type Ill chlorophyll a/b-binding protein [Arabidopsis thaliana] 9,00E-72 — -1,1 — 0,00232 1,16
CA125884 plastocyanin precursor [Hordeum vulgare] 1,00E-34 1,05 -1,69 — 0,00114 3,37
CA300805 thioredoxin M-type, chloroplast precursor [Zea mays] 3,00E-69 — -1,76 — 0,00001 7,61
CA119332 one helix protein [Deschampsia antarctica] 7,00E-29 — -1,51 — 0 13,75
CA128335 RPT2-like protein [Sorghum bicolor] 6,00E-45 — -0,59 — 0,00386 0,49
oxygen-evolving enhancer protein 2, chloroplast precursor (OEE2)
CA299938 [Oryza sativa] 5,00E-61 — -1,73 — 0,00147 1,69
fructose-bisphosphate aldolase class-I [EC 4.1.2.13]
CA299800 [Oryza sativa] 4,00E-60 — — -1 0,00132 1,38
CA301008 vacuolar proton-ATPase [Oryza sativa] 1,00E-69 — — 1 0,00256 0,54
CA120417  pyruvate kinase [Arabidopsis thaliana] 3,00E-66 — 2,27 3,34 0 38,54
CA127861 fructokinase 2 EC 2.7.1.4 [Zea mays] 4,00E-69 — — 1,23 0,00007 5,09
CA129721 0Os06g0142700 [Oryza sativa] 2,00E-57 — -0,85 — 0,00424 0,4
CA300973 HO0523F07.10 [Oryza sativa] 1,00E-33 — -0,65 — 0,00588 0,01
CA130078 unnamed protein product [Arabidopsis thaliana] 8,00E-22 1,97 -1,81 -1,65 0,00054 4,19
CA117255 chloroplast hypothetical protein [Zea mays] 4,00E-24 — -1,67 — 0 12,26

Transdugéo de sinal
CA125623 protein kinase [Oryza sativa] 3,00E-34 — — -0,83 0,00132 1,38
CA129510  protein kinase [Oryza sativa] 9,00E-15 — -1,17 — 0,00005 57
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CA118376  protein kinase [Oryza sativa] 2,00E-38 — — 1,14 0,00001 7,42
CA130292 protein kinase [Sorghum bicolor] 4,00E-21 0,52 — 0,66 0,00002 6,27
CA189862 receptor protein kinase PERK1-like protein [Oryza sativa] 2,00E-13 1,18 — — 0,0132 0,06
CA293750  S-receptor kinase-like [Oryza sativa] 1,00E-71 — — -0,63 0,00238 0,7
CA118684  serine carboxypeptidase [EC 3.4.16.1] [Oryza sativa] 4,00E-30 — -0,86 0,99 0,00365 0,62
CA293877 protein serine/threonine kinase [Oryza sativa] 2,00E-43 — — 0,88 0,00016 3,97
CA126498 serine/threonine protein kinase [Triticum aestivum] 1,00E-52 — — 1,89 0 15,97
CA128389 serine/threonine kinase-like protein [Oryza sativa)] 2.00e-12 — — 0,89 0,00002 6,43
CA116285 CIPK-like protein [Oryza sativa] 1,00E-20 -0,98 — — 0,00253 2,33
CA120254 wall-associated kinase 4 [Oryza sativa] 1,00E-47 — 0,97 — 0,00079 2,5
CA296051 leucine-rich repeat protein [Oryza sativa] 2,00E-17 0,52 — — 0,01206 0,31
CA295182 leucine rich repeat [Oryza sativa] 4,00E-61 — -1,19 — 0,0025 1,03
CA122068 protein phosphatase type-2C [Oryza sativa] 4,00E-62 — — 1,14 0,00003 5,91
CA121120 DREPP?2 protein [Oryza sativa) 8,00E-42 — -0,66 0,67 0,00211 1,34
CA118946  ring-box protein [Oryza sativa] 3,00E-47 — — 0,85 0,00029 3,29
CA119308 MtN3-like [Oryza sativa] 1,00E-45 — — -0,8 0,00222 0.8
CA130180 calcium ion binding [Arabidopsis thaliana] 5,00E-19 — — 1,81 0,00279 0,87
CA120154 MFP1 attachment factor 1 [Zea mays] 6,00E-15 — — 1,52 0 8,37
CA116111 OSJNBa0042L16.3 [Oryza sativa] 2,00E-78 — — -0,96 0,00034 3,12
CA117252  hypothetical protein Osl_000887 [Oryza sativa] 1,00E-06 — -0,91 — 0,00137 1,92
CA126854  unknown protein [Oryza sativa] 1,00E-19 — -1,09 — 0,00003 6,42
CA190269 unknown protein [Oryza sativa) 3,00E-84 — — -1,12 0,00044 2,77
Metabolismo Celular
CA121073  putative actin-depolymerizing factor [Oryza sativa] 1,00E-74 2,24 -1,62 — 0,0001 6,35
CA121135  ankyrin [Oryza sativa] 6,00E-75 0,92 — — 0,00392 1,83
S-adenosylmethionine-dependent methyltransferase
CA122109 [EC 1.3.1.76] [Arabidopsis thaliana] 3,00E-36 — -1,24 — 0,0004 34
CA126513 cytosolic factor-like protein [Oryza sativa] 5,00E-11 — -0,95 0,89 0,0025 1,09
CA300104 glutamate decarboxylase [EC 4.1.1.15] [Oryza sativa] 3,00E-92 — — 1,18 0 12,39
CA300972 adenosine kinase isoform 2S [EC 2.7.1.20] [Nicotiana tabacum] 3,00E-21 — 1,5 1,48 0 10,11
CA123485 ngiﬂzgzsjﬂ?nthramlate transferase [EC 2.4.2.18] 4,00E-51 064 0,61 -0,59 0,00212 1,21
CA120189 GTP-binding protein [Oryza sativa] 1,00E-04 — — 1,33 0,00002 6,76
CA127269 cinnamoyl CoA reductase [EC.1.2.1.44] [Oryza sativa] 6,00E-84 -0,9 — 1,24 0,00172 1,47
CA122055 translationally controlled tumor protein-like protein [Zea mays] 3,00E-79 — -0,94 — 0,00055 3,04
CA117573 nucleoside diphosphate kinase | [EC.2.7.4.6] [Oryza sativa] 6,00E-72 — -1,27 — 0,0002 4,27
CA279748 phototropic response protein family [Oryza sativa) 9,00E-70 — — 1,29 0,00002 6,3
CA123273  NLlinteracting factor (NIF) family protein-like [Oryza sativa] 1,00E-29 — — 1,19 0,00027 3,35




Tabela 1F. (continua)

90

°SP90-1638
Expressao (M)

*Accesso

ao Descrigado da proteina ®e-value | Leve | Moderado | Severo | °P.Value ‘B
GenBank
CA129729 microtubial binding protein [Oryza sativa] 3,00E-20 — — -0,79 0,00209 0,86

oxidoreductase, 20G-Fe(ll) oxygenase family protein
CA119785 [EC 1.14.11] [Arabidopsis thaliana] 4,00E-48 — — 0,68 0,0031 0,32
CA116984  phox (PX) domain-containing protein-like [Oryza sativa] 2,00E-62 — — -0,95 0,00322 0,29
CA295964 ?gigggﬁzrgca?-o-gIucosyltransferase [EC 2.4.1.116] 5,00E-15 o o 0,75 0,00335 0,25
CA124564 beta-expansin 8 [Zea mays] 2,00E-28 — — -0,9 0,00126 1,48
CA121565 dihydropterin pyrophosphokinase [EC 2.5.1.15] [Oryza sativa] 1,00E-76 — — -0,85 0,00066 2,26
CA127400 light-inducible protein ATLS1 [Arabidopsis thaliana] 7,00E-46 — -1,05 — 0,00101 2,25
CA299956 TAF5 [Oryza sativa] 2,00E-96 — — 0,77 0,00163 1,15
CA118406 expressed protein [Oryza sativa] 2,00E-18 -0,63 — — 0,01099 0,43
CA123718 unnamed protein product [Arabidopsis thaliana] 4,00E-30 — — 1,16 0,00068 2,23
CA117051 hypothetical protein OsJ_015015 [Oryza sativa] 1,00E-26 — — -1,16 0,00165 1,13
CA121404 hypothetical protein [Sorghum bicolor] 9,00E-22 — -1,23 — 0,00244 1.1
CA300042  unknown protein [Oryza sativa) e-103 — -1,03 — 0,00002 7,02
Metabolismo de DNA
CA125801 DNA-binding protein [Zea mays] 1,00E-44 0,68 -0,67 — 0,01311 0,15
CA125958 DNA-binding protein [Zea mays] 9,00E-24 — — 0,98 0,00027 3,37
CA293745 DNA-binding protein family-like protein [Oryza sativa] 1,00E-62 0,54 — — 0,00704 1,01
CA124643 DNA binding [Arabidopsis thaliana] 6,00E-36 — — 0,85 0,00159 1,2
CA130347 histone H3.2 protein [Oryza sativa] 3,00E-42 — -1,25 0,94 0 8,55
CA125283 histone H3.2 protein [Oryza sativa] 1,00E-42 — -1,31 — 0,00003 6,29
CA128233 histone H2A [Oryza sativa] 8,00E-27 — -1,66 — 0 12,62
CA128654 histone H4 [Triticum aestivum] 5,00E-39 — -1,03 0,92 0,00028 3,82
CA118922 histone H1 [Zea mays] 2,00E-20 — — 0,86 0,00319 0,26
CA127892 histone H2B.2. [Zea mays] 5,00E-36 — -0,78 — 0,00145 1,85
CA119378 histone H2B.2. [Zea mays] 6,00E-09 — — -0,6 0,00068 2,23
CA129817  histone H4 [Hyacinthus orientalis] 2,00E-36 — -0,94 — 0,00179 1,53
CA295768 histone H1 [Oryza sativa] 1,00E-25 — — 1,96 0,00075 2,46
CA116806 histone H3 (H3-1.1) [Oryza sativa] 1,00E-58 0,94 -1,7 0,00031 3,44
CA118893 RAD23 protein homolog [Oryza sativa] 2,00E-28 — — 1,94 0,00003 5,98
CA282428 RAD23 protein homolog [Oryza sativa] 2,00E-28 — — 1,04 0 13,07
CA121462 helicase-like protein [Oryza sativa] 9,00E-80 — -1,37 — 0,00005 5,77
CA294827  bifunctional nuclease [EC 3.1.30.1] [Oryza sativa] 6,00E-72 — — 1,38 0,00001 7,85
CA120346 exonuclease [EC 3.1.4.1] [Arabidopsis thaliana] 2,00E-22 — — -1,06 0,00098 1,74
CA121643 replication licensing factor MCM7 homologue [Zea mays] 4,00E-39 — — -0,71 0,00352 0,14
Elementos Genéticos Moveis

CA117595  polyprotein [Sorghum bicolor] 3,00E-95 — — -0,96 0,00044 2,73
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CA294310 transposase [Oryza sativa] 8,00E-17 1,7 — — 0 10,86
CA123277 transposon [Oryza sativa) 3,00E-17 — — 1,7 0,00004 5,63
CA129348 transposable element Tip100 protein [Oryza sativa] 7,00E-96 — — 1,07 0,00302 0,81
CA127195 transposable element Tip100 protein [Oryza sativa] 7,00E-96 — — 1,06 0,00012 4,41
CA129317  hypothetical protein Osl_004849 [Oryza sativa] 1,00E-27 — 1,27 1,45 0,00023 3,74

Metabolismo de Lipidios
CA119547 Efg’;%g%;gﬁ'r:‘aff;‘ngc'd condensing enzyme CUTH 100E-67  — -0,77 — 000057 296
CA296068 chloroplast phytoene synthase 1 [EC 2.5.1.32] [Zea mays] 7,00E-95 — -0,69 — 0,00138 1,82
CA294072 phospholipase D [EC 3.1.4.4] [Oryza sativa] 3,00E-61 — -0,71 — 0,00255 1
CA129774 Fg?yszp;hsgtpi):lc;/]glycerol acyltransferase [EC 2.3.1.158] 3,00E-73 o o 0,87 0,00097 1,81
CA295451 esterasel/lipase/thioesterase [EC 3.1.1.3] [Hyacinthus orientalis] ~ 9,00E-17 — -1,42 — 0 8,74
CA300331 acyl-CoA oxidase [EC 1.3.3.6] [Oryza sativa] e-105 — — -0,79 0,00258 0,53
CA294101  unknown protein [Oryza sativa] 2,00E-36 — -0,9 — 0,00122 1,96
Crescimento Vegetal
CA121097 dormancy-associated protein [Codonopsis lanceolata] 1,00E-17 -0,83 — 1,05 0,0075 0,89
CA294567 ripening-related protein-like [Oryza sativa] 3,00E-56 0,73 — — 0,01287 0,17
CA296123 auxin-regulated protein-like [Oryza sativa] 3,00E-30 1,35 — — 0 16,06
CA127036 auxin response factor 10 [Oryza sativa] 5,00E-32 — — -0,82 0,00075 21
CA300988 dormancy-associated protein [Codonopsis lanceolata] 3,00E-20 — — 1,39 0,00005 5,36
CA120594 nodulin-like protein [Oryza sativa] 1,00E-89 — — 0,95 0,00148 1,24
CA279774  unknown protein [Oryza sativa] 5,00E-33 — — -0,84 0,00138 1,35
Resposta a Estresse

CA300629 resistance protein [Oryza sativa] 3,00E-22 1,41 — — 0,00001 8,93
CA118233 resistance protein LR10 [Oryza sativa) 2,00E-11 — 1,11 1,26 0,00172 1,49
CA120093 universal stress protein USP1-like protein [Oryza sativa) 1,00E-14 1,42 — — 0,00313 2,09
CA126486  aluminium-induced protein [Arabidopsis thaliana] 2,00E-40 0,86 — — 0,00313 2,1
CA299859  aluminium-induced protein [Oryza sativa] 3,00E-34 — — -1,98 0,00087 1,9
CA128973 ABA-responsive HVA22 family protein [Oryza sativa] 2,00E-64 -0,59 — -0,61 0,01282 0,22
CA295235 ABA-inducible gene protein [Zea mays] 3,00E-22 — — -1,37 0 8,6
CA117419  zeaxanthin epoxidase [EC 1.14.13.90] [Oryza sativa] e-108 — -1,18 — 0,00099 2,3
CA121481 acc oxidase [EC 1.14.17.4] [Zea mays] 4,00E-56 — -1,18 — 0,0027 0,93
CA125124  heat shock protein HSP101 [Zea mays] 2,00E-35 — -0,96 — 0,00415 0,39
CA120023 heat shock protein 17.2 [Zea mays] 3,00E-56 — — 1,35 0 11,18
CA130162 wound-inducible basic protein [Zea mays] 1,00E-14 — -0,75 — 0,00219 1,23
CA127367 wound-induced protein [Medicago sativa subsp. x varia] 4,00E-06 — — 1,21 0,00053 2,81
CA118685 early drought induced protein [Oryza sativa] 3,00E-22 — — 1,47 0 20,19
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CA206014 oo oo ration stress protein, ERDA 2,00E-65 ~ — — 169 000001 7,02
CA300174 DnalJ protein [Oryza sativa] 4,00E-77 — — 1,49 0,00231 1,14
CA120096 DnaJ protein [Oryza sativa] 4,00E-77 — — 1,35 0,00012 4,43
CA300326 DnaJ-like protein [Oryza sativa] 7,00E-33 — -1,2 — 0,00044 3,24
CA294654 0Os12g0568200 [Oryza sativa] 4,00E-14 — — 1,31 0 10,81
Metabolismo de RNA
CA123596 Myb51 protein [Oryza sativa] 1,00E-32 -0,95 — — 0,01206 0,32
CA118551 Myb transcription factor MYB-IF25 [Zea mays] 8,00E-28 — — 0,65 0,00098 1,77
CA120062 Myb transcription factor-like [Oryza sativa] 5,00E-43 — — 1,26 0,00004 5,54
CA125544  Myb transcription factor [Oryza sativa] 2,00E-30 — — -1,03 0,00342 0,18
CA120627 transcriptional factor B3-like [Oryza sativa] 2,00E-22 — — 0,96 0,00047 2,64
CA119558 transcription factor [Oryza sativa] 3,00E-53 — -0,77 — 0,00101 2,21
CA120355 transcription factor E2Fe [Oryza sativa] 7,00E-49 — — 1,12 0,0005 4,701
CA190110  LHY protein [Oryza sativa] 8,00E-55 1,92 — -1,62 0,00001 9,61
CA126404 bicoid-interacting protein 3-like [Oryza sativa] 3,00E-52 — -0,79 — 0,00001 7,94
CA117466 zinc finger, C2H2-type [Medicago truncatula] 2,00E-52 — -0,82 — 0,00072 2,63
CA301112  nuclear matrix protein 1 [Zea mays] 9,00E-08 — -1,89 — 0,00001 7,52
CA122692 RNA pol Il accessory factor [Arabidopsis thaliana] 1,00E-49 — -2,31 — 0 14,29
CA293475  glutamyl-tRNA reductase [Oryza sativa] 9,00E-71 — -0,97 — 0,00219 1,22
CA300785 TCP-domain protein [Oryza sativa] 4,00E-13 — — 1,16 0,00169 1,11
CA294831 ribonuclease PH [EC 2.7.7.56] [Oryza sativa] 8,00E-12 — — 0,83 0,00355 0,11
CA295475  glycine-rich RNA-binding protein [Sorghum bicolor] 3,00E-41 — — 1,37 0,00204 0,92
CA300958 AP2-domain DNA-binding protein [Oryza sativa] 2,00E-48 — — 1,98 0,00012 4,52
CA118103 spliceosomal protein [Oryza sativa] 4,00E-77 — — 0,77 0 8,25
CA128781 hypothetical protein Osl_012845 [Oryza sativa] 3,00E-15 — -1,34 — 0,00002 6,84
Metabolismo de Proteina
CA125872  ubiquitin [Zea mays] 2,00E-69 0,6 -1,33 0,65 0,00612 1,28
CA300758 polyubiquitin [Oryza sativa] 2,00E-92 — 0,93 — 0,0027 0,91
CA294435 protei_n bin(_iing / ybiquitin—protein ligase/ zinc ion binding 2 00E-08 0.63 o o 0.01311 0.06
[Arabidopsis thaliana] ’ ’ ’ ’
CA129212 {)ng;eir::)i/r;iiing /ubiquitin-protein ligase/zinc ion binding 500E-18 o o 076 0,00066 2,59
CA120113 Fzrzgeir;:;g]ding /ubiquitin-protein ligase/zinc ion binding 500E-18 o o 1,27 0,00094 221
CA124140 ring finger protein 5 [Oryza sativa] 8,00E-31 — -0,8 — 0,00176 1,55
CA128249 prolyl 4-hydroxylase -like [Oryza sativa)] 6,00E-61 0,65 — — 0,007 1,05
CA118879 Ulp1 protease family, C-terminal catalytic domain containing 2,00E-11 087 o 0,69 0,00036 483

protein [Oryza sativa]
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CA119092 F-box domain containing protein [Oryza sativa] 4,00E-35 — -0,99 — 0,00083 2,49
CA127115  F-box protein [Oryza sativa] 1,00E-19 — -1,44 — 0,00255 1
CA296046 POZ domain protein family-like [Oryza sativa] 4,00E-61 — -1,03 — 0,00066 2,8
CA128234 Fg:;;;n;:;)tpi)\?ap]tlde (PPR) repeat-containing protein-like 9,00E-17 o 0,44 0,62 0,00013 4,37
CA119317  plastid ribosomal protein L19 precursor [Arabidopsis thaliana] 2,00E-45 — -1,58 — 0 10,76
CA119317 508 ribosomal protein L10 [Oryza sativa] 5,00E-68 — -0,77 — 0,0027 0,93
CA119363 ribosomal protein L38e [Medicago truncatula] 6,00E-27 — -0,84 — 0,0027 0,89
CA122194 ribosomal protein L7 [Hyacinthus orientalis] 1,00E-47 — — 1,22 0,00023 3,56
CA128696 ribosomal protein L26 [Oryza sativa] 2,00E-59 — — 1,12 0,00002 6,53
CA300161  60S ribosomal protein L31 [Oryza sativa] 2,00E-50 — — 0,81 0,00004 5,86
CA128712  60S ribosomal protein L37 [Oryza sativa] 3,00E-28 — — 0,95 0,00106 1,69
CA127395 60S ribosomal protein L30 [Zea mays] 2,00E-55 — — -0,71 0,00345 0,17
CA128218 408 ribosomal protein S15 [Oryza sativa] 1,00E-32 — — 0,97 0,00007 4,97
CA125393  40S ribosomal protein S11 [Oryza sativa] 2,00E-69 — — 0,71 0,00256 0,59
CA128144  ribosomal protein S18 [Saccharum hybrid cultivar SP-80-3280] 3,00E-74 — — 1,04 0,00327 0,69
CA127205 ribosomal protein L27a [Oryza sativa] 2,00E-63 — — 1,46 0,00009 4,81
CA122916 ribosomal protein S12 [Oryza sativa] 6,00E-37 — — 1,58 0,00046 3,01
CA122204 ribosomal protein L17 [Lycopersicon esculentum] 5,00E-13 — — 1,06 0,00051 2,86
CA190334  S28 ribosomal protein [Triticum aestivum] 1,00E-20 — — 1,29 0,00558 0,06
CA300731 cysteine-type peptidase [Arabidopsis thaliana] 2,00E-28 — — 1,43 0,00039 2,93
CA117569 seryl-tRNA synthetase [EC 6.1.1.11] [Zea mays] 1,00E-68 — — 0,98 0,00039 2,88
CA300155 carboxyl-terminal proteinase-like [Oryza sativa] 8,00E-66 — — 1,27 0 20,23
CA300009 [ZCE)SrSyZp:)StZtailz)]me regulatory particle triple-A ATPase 5,00E-38 o o 0,86 0 96
CA300757 ?Oeilgéc:::;\j:]me regulatory particle triple-A ATPase 500E-38 0,97 o o 0,0008 239
CA118369 kelch repeat-containing F-box family protein-like [Oryza sativa] 7,00E-21 — — 1,23 0 8,12
CA121094  alpha 3 subunit of 20S proteasome [Oryza sativa] 2,00E-90 — — 1,14 0,00124 1,89
CA299967 nucleic acid binding [Arabidopsis thaliana] 3,00E-89 — — 1,04 0,00017 4,09
CA125669 farnesylated-proteins converting enzyme-2 [Arabidopsis thaliana] ~ 1,00E-54 — — 0,96 0,00001 6,92
CA127858 translation initiation factor [Triticum aestivum] 3,00E-22 — — 1,17 0,00001 7,93
CA127426 cell death-related protein SPL11 [Oryza sativa] 5,00E-99 1,63 1,34 0 11,62
CA300423 0Os01g0265100 [Oryza sativa] 7,00E-79 1,25 -1,35 — 0,00176 5,11
CA121796  0Os05g0507200 [Oryza sativa] 7,00E-31 — -0,72 — 0,00248 1,12
CA190212  0Os02g0122300 [Oryza sativa] 7,00E-12 — -1,18 1,29 0,00411 0,47
CA119574  hypothetical protein OsJ_033821 [Oryza sativa] 3,00E-16 — -0,87 — 0,00217 1,24
CA125617  unknown protein [Oryza sativa] 1,00E-26 — — 1,95 0,00002 6,85
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Transporte
CA116798 copper chaperone [Oryza sativa] 7,00E-29 1,15 -0,93 — 0,00007 6,75
CA117781  sorbitol transporter [Oryza sativa] 1,00E-51 0,65 — — 0,00252 2,39
CA125546 iron inhibited ABC transporter 2 [Oryza sativa] 2,00E-72 — — 0,88 0,003 0,32
CA126961 zinc transporter [Oryza sativa] 4,00E-56 — -1,21 — 0 10,7
CA300577  zinc transporter [Arabidopsis thaliana] 3.00e-54 — -0,92 — 0,00019 4,3
CA120112 transporter associated domain containing protein [Oryza sativa] 3,00E-83 — — 1,4 0,00464 0,3
CA128872 tonoplast membrane integral protein ZmTIP4-2 [Zea mays] 2,00E-30 1,06 — — 0,00655 1,18
CA300311  ABC transporter [Oryza sativa] 3,00E-84 — — 1,32 0,00007 5,11
CA123942 peroxisomal Ca-dependent solute carrier [Oryza sativa] 6,00E-65 — -0,79 — 0,00021 4,14
CA294400 cytochrome f [Saccharum hybrid cultivar SP-80-3280] 5,00E-95 — -0,86 — 0,00138 1,86
CA120642 lipid transfer protein [Oryza satival 3,00E-31 — -0,76 — 0,00073 2,62
CA119309 lipid transfer protein [Setaria italica] 2,00E-37 — -0,83 — 0,00221 1,16
CA164444 protease inhibitor/seed storage [Arabidopsis thaliana] 6,00E-12 — — 1,28 0,0002 3,72
CA295307 multidrug resistance protein [Oryza sativa] 2,00E-63 — 1,28 1,57 0,00001 7,84
CA118811 P0697C12.13 [Oryza sativa] 2,00E-17 — — 0,92 0,00066 2,27
CA121801 hypothetical protein OsJ_021207 [Oryza sativa] 6,00E-59 — 0,63 — 0,0036 0,55
CA118847  unknown protein [Oryza sativa) 1,00E-56 — — 1,09 0,00048 2,61
Proteina desconhecida

CA299786 0Os04g0685700 [Oryza sativa] 4,00E-12 — — 1,12 0,00002 6,66
CA189900 0Os03g0125600 [Oryza sativa] 6,00E-21 — — 1,02 0,00046 2,69
CA120909 0s09g0383400 [Oryza sativa] 1,00E-07 — — -0,87 0,00291 0,41
CA119287 0Os01g0756300 [Oryza sativa] 8,00E-09 — — -0,98 0,00164 1,15
CA299731 0s049g0298600 [Oryza sativa] 3,00E-37 — -0,76 — 0,00386 0,46
CA118639 0s03g0281000 [Oryza sativa] 1,00E-23 — -1,7 — 0 11,14
CA120909 OSJNBb0032D24.14 [Oryza sativa] e-100 — — -1,06 0,00087 1,94
CA121449 0OSIGBa0101C23.9 [Oryza sativa] 1,00E-09 — -0,84 — 0,00025 3,94
CA123569 P0031D02.33 [Oryza sativa] 2,00E-55 — -0,9 — 0,00482 0,25
CA121788 B1131B07.26 [Oryza sativa] 3,00E-68 — — -0,95 0,00217 0,81
CA120304 0s02g0508100 [Oryza sativa] 3,00E-31 — — 0,94 0 11,35
CA123283 0Os04g0658600 [Oryza sativa] 3,00E-12 — — 1,19 0 10,27
CA125784 OSJNBa0072D21.10 [Oryza sativa] 3,00E-77 — — 0,79 0,00109 2,01
CA120022 OSJNBa0073L13.12 [Oryza sativa] 4,00E-27 — — 1,13 0,00314 0,8
CA123095 P0423B08.18 [Oryza sativa] 1,00E-21 — 1,06 — 0,00455 0,32
CA294417 EMB1417 [Arabidopsis thaliana] 6,00E-49 — — 0,67 0,00227 0,78
CA124687 expressed protein [Oryza sativa] 1,00E-14 — — 1,05 0,00256 0,61
CA300395 expressed protein [Oryza sativa] 2,00E-14 — — 0,82 0,00094 1,81
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CA295070 expressed protein [Oryza sativa] 2,00E-26 — — 0,91 0,00095 1,78
CA129149 expressed protein [Arabidopsis thaliana] 5,00E-57 — -1,17 — 0,00024 4
CA129841 putative protein [Arabidopsis thaliana] 4,00E-12 -1 — — 0,00036 4,74
CA126450 unnamed protein product [Arabidopsis thaliana] 1,00E-53 — -1,53 — 0 12,05
CA119068 hypothetical protein OsJ_028659 [Oryza sativa] 2,00E-23 — 1,63 1,51 0 8,39
CA125508 hypothetical protein OsJ_015268 [Oryza sativa] 2,00E-16 — — 0,83 0 17,16
CA300995 hypothetical protein Osl_037633 [Oryza sativa] 1,00E-69 — 1,26 11 0,00002 6,33
CA122757  hypothetical protein OsJ_009336 [Oryza sativa] 1,00E-15 — — 1,63 0,00082 2,33
CA282442 hypothetical protein Osl_034134 [Oryza sativa] 7,00E-52 — 1,8 1,92 0 17,38
CA295063 hypothetical protein OsJ_023677 [Oryza sativa] 3,00E-07 — 1,42 1,58 0 12,77
CA120864 hypothetical protein Osl_000887 [Oryza sativa] 1,00E-06 — -0,79 — 0,00279 0,89
CA125366 hypothetical protein Osl_030532 [Oryza sativa] 1,00E-06 1,72 — — 0,00026 5,24
CA121187  hypothetical protein Osl_020167 [Oryza sativa] 5,00E-08 -0,95 — 1 0,01287 0,15
CA116281  hypothetical protein OsJ_013206 [Oryza sativa] 4,00E-15 — 0,77 0,82 0,00495 0,15
CA300323 hypothetical protein Osl_010090 [Oryza sativa] 9,00E-05 — 1,25 1,72 0,00324 0,75
CA119909 hypothetical protein Osl_008671 [Oryza sativa] 3,00E-08 — 0,89 — 0,00382 0,51
CA295478  hypothetical protein Osl_020457 [Oryza sativa] 8,00E-90 — -0,69 — 0,00232 1,13
CA126596 hypothetical protein Osl_025804 [Oryza sativa] 1,00E-09 — -1,44 — 0,00002 7,09
CA118319  hypothetical protein Osl_006997 [Oryza sativa] 3,00E-09 — -1,03 — 0,00075 2,62
CA116714  hypothetical protein Osl_014301 [Oryza sativa] 2,00E-16 — -0,97 — 0,0017 1,57
CA293749 hypothetical protein Osl_008098 [Oryza sativa] 3,00E-37 — -1,03 — 0,00256 0,95
CA295239 hypothetical protein OsJ_026674 [Oryza sativa] 3,00E-15 — -0,84 — 0,00307 0,74
CA127733  hypothetical protein OsJ_021069 [Oryza sativa) 5,00E-11 — -0,92 — 0,0047 0,27
CA126381 hypothetical protein OsJ_016371 [Oryza sativa] 1,00E-12 — -0,9 — 0,00563 0,11
CA125888 hypothetical protein Osl_011595 [Oryza sativa] 1,00E-05 — — 0,64 0,00073 2,2
CA124030 hypothetical protein OsJ_025711 [Oryza sativa) 1,00E-18 — — -1,03 0,00354 0,09
CA119932  hypothetical protein OsJ_005480 [Oryza sativa] 2,00E-10 — — -1,02 0,00001 6,96
CA282415 hypothetical protein Osl_025549 [Oryza sativa] 2,00E-09 — — -1,03 0,00004 5,82
CA118743  hypothetical protein OSINBa0070J19.13 [Oryza sativa] 2,00E-22 — — 0,95 0,00256 0,57
CA125392  hypothetical protein LOC_0s12g32180 [Oryza sativa] 1,00E-51 — — 0,64 0,00154 1,22
CA294442 F&Zﬁ:ggggﬂﬁ;‘;ﬁt};‘]’"r')RAFT—AC1 51668g16v1 200607  — 1,14 — 000008 523
CA128027 chloroplast hypothetical protein [Zea mays] 1,00E-26 — -1,31 — 0,00008 5,19
CA116494  hypothetical protein [Oryza sativa] 1,00E-19 — -1,83 — 0 15,23
CA129691 hypothetical protein [Oryza sativa] 5,00E-25 — -1,22 1,52 0,00386 0,48
CA190144  hypothetical protein [Oryza sativa] 6,00E-37 — — -1,05 0,00087 1,95
CA126826  hypothetical protein [Oryza sativa] 3,00E-84 — — 1,38 0,00075 2,11
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CA118858 hypothetical protein [Oryza sativa] 1,00E-16 — -1,65 — 0,00043 3,32
CA125291 hypothetical protein [Oryza sativa] 1,00E-18 — -1,03 — 0,0013 1,93
CA293838 hypothetical protein [Arabidopsis thaliana] 2,00E-25 1,56 — -1 0 10,68
CA124721  unknown protein [Arabidopsis thaliana] 2,00E-25 — — 1,89 0,0009 2,23
CA120014  unknown protein [Oryza sativa] 1,00E-46 — — 0,88 0,00004 5,78
CA295315 unknown protein [Oryza sativa] 8,00E-17 — 1,17 1,39 0,0001 4,73
CA295123  unknown protein [Oryza sativa] 8,00E-14 — — 1,5 0,00327 0,67
CA117522  unknown protein [Oryza sativa] 2,00E-68 1,7 -1,48 -1,34 0 8,85
CA299850 unknown protein [Oryza sativa] 1,00E-67 — -1,12 1,01 0,00051 3,08
CA123180 unknown protein [Oryza sativa] 1,00E-19 -0,9 — -0,98 0,013 0,14
CA124917  unknown protein [Oryza sativa] 1,00E-24 1,29 — — 0,00037 4,66
CA129581 unknown protein [Oryza sativa] 6,00E-12 0,78 — — 0,00437 1,67
CA128974  unknown protein [Oryza sativa] 6,00E-19 0,57 — — 0,00475 1,56
CA128975 unknown protein [Oryza sativa] 4,00E-37 — 1,06 — 0,0019 1,43
CA118738 unknown protein [Oryza sativa] 3,00E-14 — -1,57 — 0 9,26
CA295904 unknown protein [Oryza sativa] 1,00E-19 — -0,96 — 0,00002 6,85
CA127169 unknown protein [Oryza sativa] 2,00E-17 — -1,76 — 0,00013 4,69
CA122727  unknown protein [Oryza sativa] 3,00E-48 — -1,86 — 0,0002 4,18
CA122775 unknown protein [Oryza sativa] 2,00E-72 — -0,87 — 0,00033 3,62
CA300833 unknown protein [Oryza sativa] 1,00E-21 — — 1,49 0,00001 7,15
CA212841  unknown protein [Oryza sativa] 7,00E-22 — — 0,82 0,00092 1,89
CA116716  unknown protein [Oryza sativa] 8,00E-24 — — 0,93 0,00115 1,55
CA126712  unknown protein [Oryza sativa] 1,00E-31 — — -0,7 0,00345 0,21
CA189721  unknown protein [Oryza sativa] 1,00E-92 — — -1,17 0,00003 6,06
CA125982  unknown protein [Oryza sativa] 1,00E-53 — — -0,72 0,00259 0,54
CA119901  unknown protein [Oryza sativa] 2,00E-45 — — -0,79 0,00163 1,14
CA117510  unknown protein [Oryza sativa] 3,00E-67 — — -0,9 0,00189 1,02
CA119235  unknown protein [Sorghum bicolor] 4,00E-21 — — 1,48 0,00015 4,15
CA128935 unknown protein [Sorghum bicolor] 1,00E-44 — — -1,2 0,00048 2,63
CA125652 unknown protein [Arabidopsis thaliana] 8,00E-13 — — 1,11 0,00085 1,93
CA119929 unknown protein [Arabidopsis thaliana] 2,00E-32 0,82 — — 0,00011 6,15
CA117711  unknown protein [Arabidopsis thaliana] 2,00E-31 0,85 -1,3 — 0,01099 0,47
CA279824  unknown protein [Arabidopsis thaliana] 7,00E-34 — — 1,02 0,00002 6,55

N&o Classificados

CA126111 No match — 0,81 -0,61 — 0,00024 5,39
CA116310 No match — 0,68 -0,82 — 0,01206 0,35
CA116312 No match — -0,88 -1,02 — 0,00814 0,83
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CA126995 No match — — -0,75 0,58 0,00054 3,04
CA164451 No match — — -0,6 1 0,00207 1,27
CA129275 No match — 1,63 — -0,73 0 18,3
CA300185 No match — 1,05 — -0,98 0,00515 1,45
CA117143 No match — 1,16 — -1,39 0,00124 3,24
CA126421 No match — 0,69 — — 0,00036 4,78
CA296164 No match — 0,95 — — 0,00065 3,99
CA293455 No match — 1,15 — — 0,00088 3,65
CA128679 No match — 1,43 — — 0,00088 3,64
CA121306 No match — 1,56 — — 0,00132 3,14
CA116799 No match — 0,71 — — 0,00321 2,06
CA299998 No match — 0,82 — — 0,0042 1,72
CA296176 No match — 0,84 — — 0,00612 1,28
CA128875 No match — 0,81 — — 0,00725 0,94
CA125891 No match — 0,69 — — 0,0075 0,93
CA293735 No match — 0,74 — — 0,01206 0,29
CA296004 No match — 0,79 — — 0,01187 0,36
CA126412 No match — 1,17 — — 0,01072 0,49
CA130022 No match — -1,1 — — 0,00044 4,42
CA293767 No match — -0,95 — — 0,00157 2,94
CA118566 No match — -1,09 — — 0,00164 2,87
CA294800 No match — -0,88 — — 0,00167 2,83
CA128514 No match — 0,74 — — 0,00395 1,81
CA122478 No match — -0,7 — — 0,0042 1,73
CA120571 No match — -0,64 — — 0,00645 1,19
CA123565 No match — -0,77 — — 0,00702 1,02
CA124688 No match — -0,77 — — 0,01072 0,48
CA117793 No match — -0,75 — — 0,011 0,42
CA122885 No match — -1,3 — — 0,01287 0,16
CA128328 No match — — — 1,89 0 10,85
CA121993 No match — — — -0,99 0,00121 1,52
CA124728 No match — — — -0,93 0,00154 1,22
CA117330 No match — — — -0,8 0,00159 1,19
CA123928 No match — — — -1,16 0,00084 1,96
CA296192 No match — — — -0,99 0,00091 1,92
CA119039 No match — — — -1,26 0,00256 0,61
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CA125142 No match — -0,92 — — 0,01311 0,07
CA127086 No match — -0,67 — — 0,01353 0,01
CA300773 No match — — 1 — 0,00144 1,82
CA300844 No match — — 1,09 — 0,00084 2,44
CA120485 No match — — 0,66 — 0,00547 0,11
CA119098 No match — — 0,61 — 0,00487 0,28
CA125363 No match — — 0,66 — 0,00406 0,42
CA123896 No match — — 0,94 — 0,00072 2,68
CA300640 No match — — -2,24 — 0 15,01
CA119555 No match — — -1,53 — 0,00001 7,84
CA119170 No match — — -1,39 — 0,00006 5,61
CA118229 No match — — -1,79 — 0,00006 5,51
CA130158 No match — — -1,37 — 0,00002 7,14
CA127256 No match — — -1,08 — 0,00006 5,48
CA129836 No match — — -1,08 — 0,00008 5,21
CA116831 No match — — -1,16 — 0,00012 4,83
CA293753 No match — — -1,52 — 0,0002 417
CA123874 No match — — -0,99 — 0,00035 3,56
CA119251 No match — — -1,06 — 0,00066 2,79
CA121819 No match — — -1,24 — 0,00074 2,62
CA116539 No match — — -0,97 — 0,00084 2,42
CA121251 No match — — -1,31 — 0,00109 2,13
CA279823 No match — — -1,14 — 0,00139 1,85
CA120779 No match — — -1,22 — 0,00081 2,47
CA125579 No match — — -1,42 — 0,00229 1,19
CA122044 No match — — -1,04 — 0,00235 1,15
CA127386 No match — — -1,12 — 0,00235 1,12
CA295837 No match — — -1,04 — 0,00255 0,99
CA295954 No match — — -0,73 — 0,00255 0,98
CA127581 No match — — -0,84 — 0,00376 0,51
CA124315 No match — — -1,04 — 0,00527 0,15
CA118210 No match — — 0,87 — 0,00551 0,09
CA300207 No match — — — 1,23 0,00177 1,05
CA124261 No match — — — 1,82 0 13,74
CA121673 No match — — — 1,05 0 11,5
CA128315 No match — — — 1,59 0 11,49
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CA295902 No match — — — 1,29 0 10,06
CA124178 No match — — — 1,34 0 8,21
CA127303 No match — — 2,23 1,99 0 22,61
CA129806 No match — — 1,4 1,69 0 22,28
CA127335 No match — — — 1,74 0 19,09
CA300464 No match — — 1,01 1,2 0 17,68
CA123149 No match — — 1,72 1,54 0 17,63
CA122762 No match — — 1,36 1,4 0 17,26
CA129801 No match — — — 0,78 0 12,52
CA119091 No match — — 1,31 1,35 0 10,71
CA127316 No match — — — 1,9 0 8,28
CA127028 No match — — 1,44 1,51 0,00001 7,71
CA122904 No match — — — 1,35 0,00001 7,7
CA129980 No match — — — 0,78 0,00001 7,68
CA279843 No match — — 1,76 1,49 0,00002 6,43
CA118423 No match — — — 1,04 0,00002 6,36
CA300053 No match — — — 1,62 0,00012 4,49
CA118839 No match — — 1,53 1,51 0,0002 3,91
CA295116 No match — — — 2,11 0,00036 3,26
CA122935 No match — -1,72 — — 0,00107 2,06
CA120115 No match — — — 1,02 0,00192 1,35
CA129181 No match — — — 0,66 0,00199 1,3
CA119070 No match — — — 1,05 0,00199 1,27
CA300923 No match — — 1,12 — 0,00247 1,06
CA120106 No match — — — 1,23 0,00302 0,81
CA129393 No match — — -1,23 1,49 0,0047 0,23
CA294347 No match — 1,71 -1,19 — 0,00261 0,96
CA126480 No match — — — 1,06 0,00007 5,03
CA300887 No match — — — 1,31 0,00007 4,98
CA120206 No match — — — 1,22 0,00012 4,39
CA118596 No match — — — 2,13 0,00018 3,81
CA116443 No match — — — 0,7 0,0006 2,45
CA190005 No match — — — 1,22 0,00065 2,33
CA128320 No match — — — 0,93 0,00067 2,29
CA128397 No match — — — 1,42 0,00073 2,15
CA294160 No match — — — 0,96 0,001 1,73
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CA128555 No match — — — 0,88 0,00106 1,66
CA120818 No match — — — 0,64 0,00207 0,87
CA279871 No match — — — 0,95 0,0029 0,42
CA125878 No match — — — 0,84 0,00291 0,41
CA118756 No match — — — 0,97 0,00298 0,37
CA118673 No match — — — 0,92 0,00309 0,32
CA121071 No match — — — 0,78 0,0025 0,61
CA128683 No match — — — -0,95 0,00309 0,33
CA116492 No match — — — -0,96 0,00012 4,43
CA117043 No match — — — -1,1 0,00379 0,03
CA122463 No match — — — -1,41 0,00011 4,49
CA128045 No match — — — -0,98 0,00033 3,12
CA125476 No match — — — -0,85 0,00037 3,03
CA121497 No match — — — 0,68 0,00298 0,38
CA116902 No match — — — -0,8 0,00256 0,56
CA128050 No match — — — -0,68 0,0027 0,54
CA123495 No match — — — -0,81 0,00232 0,74
CA124584 No match — — — -0,64 0,00238 0,7
CA118542 No match — — — -1,03 0,00238 0,69
CA119147 No match — — — -0,7 0,00249 0,66
“Numero de acesso ao banco de dados NCBI. ®e-value da analise BlastX. °M representa a razdo da expressdo (logy):.nimeros positivos

representam genes induzidos e os negativos representam genes que foram reprimidos. dp-value P<0.05 °B representa a avaliagdo da expressao
diferencial. — nenhuma significancia para o p-value adotado.  Genes foram organizados pela classificagéo funcional.
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