UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA - UNESP
CAMPUS DE JABOTICABAL

IDENTIFICACAO DE SNPs CANDIDATOS RELACIONADOS
A TOLERANCIA AO ESTRESSE HIDRICO EM
CANA-DE-ACUCAR

Francini Ludmila Tulini
Engenheira Agronoma

2020



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA - UNESP
CAMPUS DE JABOTICABAL

IDENTIFICACAO DE SNPs CANDIDATOS RELACIONADOS
A TOLERANCIA AO ESTRESSE HIDRICO EM
CANA-DE-ACUCAR

Discente: Francini Ludmila Tulini
Orientadora: Profa. Dra. Maria Inés Tiraboschi Ferro
Coorientador: Prof. Dr. Daniel Guariz Pinheiro

Coorientadora: Dra. Daniele Fernanda Jovino Gimenez

Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Ciéncias Agréarias e Veterinarias — Unesp,
Campus de Jaboticabal, como parte das
exigéncias para a obtencado do titulo de Mestre
em Agronomia (Genética e Melhoramento de
Plantas).

2020



Tulini, Francini Ludmila

Identificacdo de SNPs candidatos relacionados a tolerancia ao
estresse hidrico em Cana-de-agUcar / Francini Ludmila Tulini. --
Jaboticabal, 2020

90 p. :il., tabs.

TI17i

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual Paulista (Unesp),
Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterindrias, Jaboticabal

Orientadora: Maria Inés Tiraboschi Ferro

Coorientador: Daniel Guariz Pinheiro

1. Transcriptoma. 2. Polimorfismo de nucleotideo Gnico. 3.
Cana-de-agucar. 4. Desidratacéo (Hidrica). I. Titulo.

Sistema de geracdo automatica de fichas catalograficas da Unesp. Biblioteca da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Jaboticabal. Dados fornecidos pelo autor(a).

Essa ficha ndo pode ser modificada.




UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

Campus de Jaboticabal

CERTIFICADO DE APROVAGAO

TITULO DA DISSERTAGAQ: IDENTIFICAGAO DE SNPs CANDIDATOS RELACIONADOS A TOLERANCIA
AO ESTRESSE HIDRICO EM CANA-DE-AGUCAR

AUTORA: FRANCINI LUDMILA TULINI

ORIENTADORA: MARIA INES TIRABOSCHI FERRO
COORIENTADORA: DANIELE FERNANDA JOVINO GIMENEZ
COORIENTADOR: DANIEL GUARIZ PINHEIRC

Aprovada como parte das exigéncias para obtengdo do Titulo de Mestra em AGRONOMIA
(GENETICA E MELHORAMENTO DE PLANTAS), pela Comissdo Examinadora:

Prota &TIF&EO&HE FERRO
Dep ament de Tecnol t«g CAV-
Prioff Dr. MIC; %ﬁ BRITO (VIDEOCONFERENCIA)

Instjuto de iéncia e Jl ecngjogia- U?sp/Sao José dos Campos/SP
Dr. A TONJO NHA :JUE%&’ (VIDEOCONFERENCIA)

EMBBRAPA#nforma aAgropecuana/Campmas/SP

Jabaticabal, 19 de junho de 2020

Faculdade de Ciénalas Agraras e Vatarindrizs -~ Campuss de Jaboticabat -
Via da Acessa Prores or Paulo Donarc Castell ane, s.n 14884900, Jaboticabal - S&c Paulo
https:/veaw feav.unesp briflipos-grad pglag G thoramento-de-plantasCNPJ: 48.031.918/0012-87,




DADOS CURRICULARES DA AUTORA

Francini Ludmila Tulini - nascida em 24 de abril de 1992, no municipio de
Ribeiréo Preto, S&o Paulo, filha de Edina Pereira da Motta Tulini e Luiz Roberto Tulini.
Formou-se em Engenharia Agrondémica pela Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias - Unesp/Jaboticabal em Janeiro de 2017. Em margo de 2018 iniciou o
curso de mestrado junto ao Programa de Pds-Graduacédo em Agronomia (Genética e
Melhoramento de Plantas) na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias -
Unesp/Jaboticabal, sob a orientacdo da Profa. Dra. Maria Inés Tiraboschi Ferro, o que

resultou no presente trabalho.



“Nada na vida deve ser temido, somente compreendido.

Agora é hora de compreender mais para temer menos. ”

Marie Curie



AGRADECIMENTOS

A Deus, por ter permitido que tudo isso acontecesse ao longo de toda minha
vida, e ndo somente nestes anos como universitaria, mas que em todos os momentos
€ 0 maior mestre que alguém pode conhecer.

A Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Universidade Estadual
Paulista Julio de Mesquita Filho (FCAV/Unesp) pela oportunidade de realizacdo do
mestrado.

A Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES)
pela concesséo da bolsa de estudos.

A Profa. Dra. Maria Inés Tiraboschi Ferro, pela orientacdo, ensinamentos,
confianca, carinho, incentivo e amizade durante todo desenvolvimento desse trabalho.
Muito obrigada!l

Ao Prof. Dr. Daniel Guariz Pinheiro, pela coorientacdo, correcdes e ajuda nas
analises de Bioinformatica.

A Dra. Daniele Fernanda Jovino Gimenez, pela coorientacdo, ensinamentos,
auxilios e preciosas dicas nos trabalhos de bancada.

Aos componentes da banca de qualificacdo: Profa. Dra. Maria Inés Tiraboschi
Ferro, Profa. Dra. Luciana Rossini Pinto e Dra. Poliana Fernanda Giachetto agradeco
pela participacao e contribuicao.

Aos componentes da comissdo examinadora: Antonio Nhani Junior e Michael
dos Santos Brito, agradeco pela disponibilidade e participacéo.

Ao Lucas Amoroso Lopes de Carvalho, que foi de fundamental importancia para
concluir os dados e analises de bioinformatica, meu mais sincero obrigada!

A Profa. Dra. Liucia Maria Carareto Alves pela oportunidade de realizar o
estagio docéncia, pelo carinho e pelos ensinamentos.

Ao Prof. Dr. Jesus Aparecido Ferro pelas contribuicdes e disponibilidade no
laboratério.

A minha querida amiga Held, por ser essa pessoa incrivel que sempre esteve
por perto para ajudar no que fosse preciso. Muito obrigada, amiga!

Aos queridos amigos do Laboratorio de Bioquimica e Biologia Molecular e do

Laboratério de Bioinforméatica: Amanda, Held, Dani Konrad, Dani Gimenez, Flavia,



Helen, Ju Vantini, lashilei, Luana, Lucas, Luis, Michelli e Rafael Marini, agradeco pela
convivéncia, amizade e pelos momentos de descontracao.

As meninas do Centro de Recursos Biolégicos e Gendémicos (CREBIO): Dani,
Agda, Mariza e Célia, agradeco pela colaboracéo e disponibilidade em ajudar sempre
que possivel.

A todos os alunos, funcionarios e professores do Departamento de Tecnologia,
gue de alguma maneira contribuiram para a realizacéo desse trabalho.

Aos meus amigos do coracao, Maira, Vanessa e Fabio, pelo carinho, forca e
incentivo nos momentos dificeis.

Aos meus queridos pais Edina e Beto, pelo amor, incentivo e apoio
incondicional.

Aos meus irméos Priscila e Fabricio, por estarem sempre ao meu lado.

Ao meu namorado e melhor amigo Diego, por acreditar no meu sucesso,
mesmo quando tudo era incerto.

A Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo (FAPESP), pelo
financiamento da pesquisa;

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cdédigo de
Financiamento 001.

Gratidao a todos!



SUMARIO
RESUMO ....cciiiie ettt ettt e e e e e e ettt et e e e e e e e s a bbb et e eeeeeeessanssbbneeeeeeeeeeennns iii
AB STRA C T ettt ettt e e e e e s st r et e e e e e e e e et re e e e e e e e e an b rrrrraaaeeeeaan iv
LISTA DE ABREVIATURAS ... et e e e e v
LISTA DE TABEL AS .o e e e e e e e e e e e eeans Vi
LISTA DE FIGURAS ..ottt ettt e ettt e e e e e e e e e st eeeaeeeeennnns Vii
(O 1N 1200510 07.Y @ I 1
2. REVISAO DE LITERATURA ..., 5
2.1. Cana-de-agucar: origem, aspectos gerais e importancia econémica ............... 5
2.2. Estresse hidriCo €m Plantas..........oooiiiiiiiiiiiiiieee e 8
2.3. Mecanismos de resSiStENCia a0 ESrESSE ......ccvvvviviiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeee e 11
2.4. Estudo do transcriptoma Via RNA-SEQ ........cuuiiiiiiieiieeeiieiee e 13

2.5. Marcadores Moleculares do tipo SNP (Single Nucleotide Polymorphisms)....18
2.6. Estudos fisiologicos, genéticos e moleculares em cana-de-aclUcar submetida a

prolongada limitaCao NIArICA ..........ccceiiiiiiiiii e 22
3. MATERIAL E METODOS ... ..o iiieiieeeee e ee ettt 24

3.1. Experimento em casa de vegetacao, delineamento experimental e material
1YL= 1=] -1 SRR 24
3.2. Extracao, quantificacao e andlise da integridade do RNA total ...................... 26
3.3. Construcao das bibliotecas de cDNA e sequenciamento via RNA-Seq na

plataforma HIUMING ..........ooooiii e e 26
3.4. Processamento dos dados para identificacdo de SNPs candidatos............... 26
3.4.1. Pré-processamento das leituras e montagem de novo dos transcritos ....... 27

3.4.2. Andlise de expresséo diferencial por cultivar, nivel e tempo de estresse....28

ST/ C TN g To] r=Tot=To e [0 KSR 1 2= 1 g Tod 1] (01 SO RR 28
3.4.4. Alinhamento e deteccdo de bases variantes ..........c.couuuveiiineeeiieviiiiiiiineeeee, 29
3.4.5. Predicao dos efeitos das vVariagles ..........cccevvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee 30
3.4.6. Selecao de variantes MarCadOres ..........ccuuueiiiieeeeeeieiiiieee e e e e e eeenr e eees 30

3.4.7. Categorizacao funcional e andlise de enriguecimento com base nos termos

(o[ olp110] (o]0 = Wo =] o] ox- Hu P TRR 31



4. RESULTADOS E DISCUSSAOD ...ttt 32

4.1. Qualidade do material, sequenciamento das bibliotecas de cDNA via RNA-

Seq e processamento das leituras brutas.............cccoeviiiiiiiiiii 32
v \Y [ gl = To =T o 0 0 L= 0 1Y o LS 32
VNG Y gTo] = Tox= To o [0 30 1 =T Y ox | (01 32
4.4. ldentificacdo d0S SNPS PULALIVOS ..........uvuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiibeiieeeieeeeeeeees 33

4.5. Categorizagdo funcional e anélise de enriquecimento com base nos termos de
(o] ) o] (0] 0 |- e =T ] Tor= TR 39
4.6. Genes associados a SNPs putativos relacionados a resposta ao estresse

0] o | o o T 41
4.6.1. Proteinas quinases dependentes de célcio (CDPKSs), Serina/Treonina

quinases (Ser/Tre) e Receptores do tipo quinase com repeticdes ricas em leucina

(L = 1 SRR 45
4.6.2. Fatores de Transcricdo ABF, ARF, MYB e Zinc FINger .........ccccccvvvivvinnnnnnn. 46
4.6.2.1. Fator de ligagao do elemento responsivo ao ABA (ABF).........cccccevvvennnee 47
4.6.2.2. Fator de resposta a auxina (ARF)..........uiiiiiiii i 48
4.6.2.3. Fatores de transcriCA0 MYB ........ccooiiiiiiiiiiii e 49
4.6.2.4. Fatores de Transcricdo Dedos de Zinco (“Zinc Finger”) ........cccccccvvvvinnnnne 50
4.6.2.5. Fatores de transcricdo de estresse térmico (HSF) e Proteinas de Choque
TEIMMICO (HSP) ..ot e e e e e e e e e 51
4.6.3. Glutationa S-tranNSfEraASE ........uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii bbb 52
4.6.4. Universal StreSS ProteiN .........ueiiiii et e e 54
5. CONCLUSOES ..ottt 56

B. REFERENCIAS .o et 58



IDENTIFICACAO DE SNPs CANDIDATOS RELACIONADOS A TOLERANCIA AO
ESTRESSE HIDRICO EM CANA-DE-ACUCAR

RESUMO - A cana-de-acUcar € uma das culturas mais importantes do Brasil
sob o ponto de vista socioeconomico. O aumento da demanda pelos subprodutos
desta cultura, principalmente o aclUcar e o etanol, tem atraido a canavicultura para
regides do pais que apresentam longos periodos de deficiéncia hidrica, refletindo em
perda de produtividade. Assim, uma das principais estratégias para contornar esse
problema € o desenvolvimento de cultivares tolerantes a seca. Entretanto, o alto nivel
de complexidade genética da cana-de-agucar € um desafio para a aplicacdo de
ferramentas moleculares no melhoramento dessa cultura. As novas tecnologias de
sequenciamento de alto desempenho sdo valiosas ferramentas para o estudo de
sequéncias gendmicas e de transcriptomas, auxiliando na identificacdo de regides do
genoma gue estejam relacionadas com caracteristicas agronémicas de interesse para
o melhoramento. Com isso, 0 presente estudo teve como objetivo identificar SNPs
(polimorfismos de nucleotideo Unico) candidatos dentro de genes relacionados com
respostas ao estresse hidrico para que possam ser utilizados como marcadores
moleculares na obtencdo de cultivares de cana-de-acucar tolerantes ao estresse
hidrico. Para isso, utilizamos duas cultivares de cana-de-agUcar contrastantes quanto
ao déficit hidrico: a SP81-3250 (tolerante) e a RB85-5453 (sensivel). Essas plantas
foram submetidas a trés potenciais hidricos do solo: sem restricdo hidrica, déficit
hidrico moderado e severo, aplicados 60 dias apds o plantio. Em seguida foram
avaliadas em trés épocas distintas: aos 30, 60 e 90 dias apds aplicagdo dos
tratamentos, sendo um dos primeiros estudos a avaliar os efeitos do déficit hidrico
prolongado em cana-de-acucar. A partir do sequenciamento via RNA-Seq obtivemos
um transcriptoma conjunto para as duas cultivares. Os sitios variantes (sobretudo os
SNPs) foram detectados com o “software” FreeBayes e os efeitos funcionais preditos
foram anotados com o programa SnpEff. Apés filtragem dos dados a fim de remover
falsos positivos, foram obtidas 5.866 variacGes exclusivas da cultivar tolerante, 9.797
variacdes exclusivas da cultivar sensivel e 10.349 variacdes em comum para ambas
as cultivares. Alguns dos SNPs exclusivos da cultivar tolerante foram encontrados em
genes relacionados com a resposta da planta ao estresse hidrico, como fatores de
transcricdo ABF, ARF, MYB e “Zinc Finger”, proteinas quinases, proteinas de choque
térmico, proteina universal do estresse e enzimas de detoxificagcdo como a Glutationa
S-transferase. Por essa razdo, acreditamos que polimorfismos especificos dessas
regides de resposta estejam associados com a capacidade das -cultivares
contrastantes lidarem com o estresse hidrico.

Palavras-chave: RNA-Seq, Transcriptoma, Poliploides, Marcadores moleculares,
Tolerancia a seca, Saccharum spp.



IDENTIFICATION OF SNPs CANDIDATES RELATED TO WATER STRESS
TOLERANCE IN SUGARCANE

ABSTRACT - Sugarcane is one of the most important crops in Brazil with regard
to the economic aspects. The increasing demand for sugarcane by-products,
especially sugar and ethanol, has promoted the sugarcane cultivation in regions with
long periods of water deficiency, resulting in loss of productivity. One of the main
strategies to overcome this problem is the development of drought-tolerant cultivars.
However, sugarcane has a high level of genetic complexity, which is a challenge for
applying molecular tools to improve this crop. The new high-performance sequencing
technologies are valuable tools for the study of genomic and transcriptome sequences,
which allows the identification of regions of the genome related to the improvement of
agronomic characteristics. Thus, the present study aimed to identify SNPs (single
nucleotide polymorphisms) candidates within genes related to water stress responses,
which may be used as molecular markers to obtain sugarcane cultivars that are tolerant
to water stress. For this, it was used two contrasting sugarcane cultivars in terms of
water deficit: SP81-3250 (tolerant) and RB85-5453 (sensitive). These cultivars were
submitted to three soil water potentials: without water restriction, or with moderate and
severe water deficit, which were applied 60 days after planting. Next, they were
evaluated at 30, 60, and 90 days after the application of treatments. This study was
one of the first to assess the effects of prolonged water deficit in sugarcane. RNA-Seq
sequencing was used to obtain a joint transcriptome for the two cultivars. Variant sites
(especially SNPs) were detected with the FreeBayes software, and the predicted
functional effects were noted with the SnpEff software. After filtering the data to remove
false positives, it was detected 5,866 exclusive variations of the tolerant cultivar, 9,797
exclusive variations of the sensitive cultivar, and 10,349 variations in common for both
cultivars. Some of the SNPs specific to the tolerant cultivar were found in genes related
to the plant response to water stress, such as ABF transcription factors, ARF, MYB
and Zinc Finger, protein kinases, heat shock proteins, universal stress protein and
detoxification enzymes such as glutathione S-transferase. For this reason, we believe
that specific polymorphisms in these response regions are associated with the ability
of contrasting cultivars to deal with water stress.

Keywords: RNA-Seq, Transcriptome, Polyploids, Molecular markers, Drought
tolerance, Saccharum spp.



LISTA DE ABREVIATURAS

ABA Acido abscisico

ABF Fator de ligacdo do elemento responsivo ao ABA
AlA Acido indolacético

ARF Fator de resposta a auxina

CDPK Proteina quinase dependente de calcio

EROs Espécies reativas de oxigénio

FT Fator de transcricédo

GST Glutationa S-Transferase

HSF Fator de transcricao de estresse térmico
HSP Proteina de choque térmico

Indels Insercdes e delecdes

SAM Selecéo assistida por marcadores

SNP Polimorfismo de nucleotideo Unico

USP Proteina universal de estresse

ZF “Zinc Finger” ou Dedos de zinco
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1. INTRODUCAO

O Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-acucar, responsavel pela
producdo de cerca de 620 milhdes de toneladas na safra 2018/2019. As
caracteristicas favoraveis do pais, como condi¢c6es edafocliméticas propicias a cultura
e extensas é&reas de cultivo, fazem do Brasil um importante exportador dessa
‘commoditie” e, consequentemente, torna grande a participacdo da cana-de-acucar
no agronegacio brasileiro, representando 2% do Produto Interno Bruto (PIB) brasileiro
com a producdo de agucar e etanol e gerando mais de 800.000 empregos no interior
do Pais. (Conab, 2019).

A producao de cana-de-acucar no Brasil foi impulsionada com o surgimento do
Programa Nacional do Alcool (Proéalcool), criado pelo governo brasileiro em 1975 apés
a crise do petréleo elevar os custos com importacdo. O programa tinha como objetivo
incentivar a substituicdo de combustiveis derivados do petréleo por etanol e, em
menos de cinco anos aumentou a producdo de pouco mais de 300 milhdes de litros
para 11 bilhdes de litros. A partir de entdo a cana-de-ag¢ucar ganhou destaque no pais,
atraindo investimentos em programas de melhoramento e novas tecnologias para a
industria e para o campo (Matsuoka et al., 2009).

Com aumento da demanda mundial por biocombustiveis as areas canavieiras
estdo avancando para regides onde periodos de secas severas S80 comuns, cCOmo 0
oeste e noroeste do estado de S&o Paulo, o triangulo mineiro, o leste do Mato Grosso
do Sul, Goiés, Tocantins, Maranhdo e oeste da Bahia. Estas regides apresentam
periodos de déficit hidrico bastante acentuados quando comparadas as regifes
tradicionalmente ocupadas pela cultura da cana-de-acgucar. O déficit hidrico € um dos
principais fatores que limitam a producédo da cana-de-agucar. Este é um problema a
ser superado, uma vez que o ciclo da cana-de-acgucar é considerado longo (12 a 18
meses do plantio até a colheita) e 0 uso de irrigacéo € uma alternativa pouco utilizada
e muito onerosa. Com isto os produtores de cana ndo tém como fugir das alteracdes
climaticas sobre a cultura no decorrer de no minimo um ano (Castro et al., 2010).

No Brasil, os impactos previstos das mudancas climaticas sobre a precipitacao
atmosférica e os déficits de umidade do solo nas fases criticas do crescimento das

culturas reforcam a necessidade urgente de realizar analises mais detalhadas das
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areas prioritarias de cultivo, com o objetivo de desenvolver cultivares mais tolerantes
a seca, combinadas a solos férteis e a estratégias de manejo da agua para diminuir
os efeitos previstos (Assad et al., 2013).

O ciclo da cana-de-acucar apresenta quatro estadios fenologicos distintos:
germinacao, perfilhamento, crescimento intenso e maturacdo (Gascho e Shih, 1983).
As fases de perfilhamento e crescimento intenso, também conhecidas como fases de
formacéo (60 a 150 dias apds o plantio), tém sido identificadas como as mais criticas
por demanda de agua (Ramesh, 2000; Machado et al., 2009), principalmente porque
nestas fases aproximadamente 70 a 80% da producdo de cana-de-acUcar é
constituida (Singh e Rao, 1987; Smit e Singels, 2006; Zhao et al., 2010).

A diminuicdo do teor de agua no solo afeta alguns processos morfofisiol6gicos
como transporte fotoquimico de elétrons, fotossintese e particdo de fotoassimilados,
resultando em reducgéo das trocas gasosas, reducdo do tamanho das plantas e da
area foliar, e consequentemente, reducao da produtividade (Taiz et al., 2017; Endres
et al.,, 2010), cuja irreversibilidade vai depender do genétipo, da duracdo, da
severidade e do estadio de desenvolvimento da planta (Pimentel, 2004).

E preciso destacar que a deficiéncia hidrica € um estresse multidimensional,
que causa varios efeitos fisiol6gicos e bioquimicos nas plantas (Jamaux et al., 1997)
e a tolerancia a essa condicdo € uma caracteristica multigénica (Rodrigues et al.,
2009; Rodrigues et al., 2011), de extrema dificuldade em identificar caracteristicas
Gnicas que possam ser utilizadas para a selecao de cultivares tolerantes.

O melhoramento genético classico da cana-de-acUcar baseia-se na selecdo e
clonagem de genotipos superiores de populacdes segregantes obtidas por meio de
cruzamentos biparentais ou multiparentais (Matsuoka et al., 2005). Embora os
programas de melhoramento de cana-de-agucar j& possuam metodologias bem
estabelecidas para selecéo e liberagédo de novos cultivares, o tempo de obtencéo de
um novo cultivar, que ocorre em média de 10 a 15 anos, ainda é considerado longo
(Raboin et al., 2008).

Dessa forma, uma alternativa para superar o problema da deficiéncia hidrica é
lancar mé&o de técnicas de melhoramento molecular e biotecnologia para auxiliar no
desenvolvimento de cultivares tolerantes a seca que se adaptem as novas regides de

cultivo da cana-de-agucar, garantindo produtividade igual ou superior as regides
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tradicionais de cultivo. Marcadores moleculares, como o0s polimorfismos de
nucleotideo unico (SNPs - Single Nucleotide Polymorphism) por exemplo, podem ser
usados para acelerar o processo de obtencéo de novas cultivares, através da selecéo
de individuos que serdo utilizados em cruzamentos dirigidos (Cardoso-Silva et al.,
2014).

Os SNPs séo polimorfismos especificos que ocorrem em uma Unica posi¢ao no
genoma, em um unico nucleotideo. Esse tipo de marcador tem uma ampla distribuicdo
no genoma da maioria das espécies de plantas, inclusive em cana-de-acucar. Na
literatura é possivel encontrar diversos estudos genéticos que utilizam esse tipo de
marcador em cana-de-acucar (Cordeiro et al., 2006; Garcia et al., 2013; Cardoso-Silva
et al., 2014; Costa et al., 2016).

A maioria dos estudos envolvendo déficit hidrico severo em cana-de-acucar
para identificagdo de caracteristicas relacionadas a tolerancia ou suscetibilidade ao
estresse sdo realizados com curto periodo de aplicacdo do estresse (Rodrigues et al.,
2009; Gupta et al., 2010; Rodrigues et al., 2011). Entretanto, essa estratégia pode
levar a resultados que podem nao corresponder as situacfes reais de campo, onde
periodos de estiagem podem durar varios meses.

Com isso, nosso grupo de pesquisa iniciou um estudo a fim de avaliar a
resposta de plantas de cana-de-agucar ao déficit hidrico prolongado. O
sequenciamento de RNA (RNA-Seq) de folhas de cana-de-acucar permitiu avaliar o
comportamento fisiolégico (Telles et al., 2019) e o perfil de transcricdo (Belesini et al.,
2017; Konrad, 2019) de duas cultivares contrastantes, uma tolerante (SP81-3250) e
outra sensivel (RB85-5453) ao déficit hidrico, em resposta ao tempo e severidade do
estresse aplicado.

A estratégia de sequenciamento em larga-escala do transcriptoma (RNA-seq)
além de possibilitar a obtencdo de informacfes a respeito dos genes expressos,
também possibilita a identificacdo de SNPs putativos nas regides transcritas, os quais
podem ser utilizados na deteccdo de expressdo alelo-especifica e também como
marcadores moleculares. Através dessa tecnologia € possivel identificar SNPs
exclusivos para cada gendtipo com alta probabilidade de associacdo com as
caracteristicas de interesse econémico particulares a cada um deles (Cardoso-Silva
et al., 2014).
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Portanto, o objetivo deste estudo é dar continuidade e complementar as analise
do transcriptoma gerado a partir do RNA-Seq de folhas de cana-de-agUcar submetidas
ao déficit hidrico prolongado, afim de identificar SNPs candidatos dentro de genes
relacionados com respostas ao estresse hidrico para que possam ser utilizados como
marcadores moleculares na obtencéo de cultivares de cana-de-acUcar tolerantes ao
estresse hidrico. Para isso, assumimos que polimorfismos especificos dessas regides
de resposta estariam associados com a capacidade das cultivares contrastantes

lidarem com o estresse hidrico.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Cana-de-acucar: origem, aspectos gerais e importancia econdmica

A cana-de-agucar cultivada é originaria da ilha de Nova Guiné, no centro do
Oceano Pacifico, e foi dispersa de forma gradual pela migracdo humana. No Brasil &
considerada planta exotica que foi introduzida pelos colonizadores portugueses na
época do descobrimento (Daniels e Roach, 1987).

A cana-de-acUcar pertence ao género Saccharum L., da tribo Andropogoneae
dentro da familia das Poaceae, que inclui também as gramineas tropicais e
subtropicais e cereais dos géneros Sorghum (sorgo) e Zea (milho). O género
Saccharum, junto com os géneros Erianthus divisdo Ripidium, Miscanthus divisdo
Diandra, Narenga e Sclerostachya, formam o chamado Complexo Saccharum, todos
com origem comum, intercruzaveis, altos niveis de ploidia e frequente desbalanco de
cromossomos (aneuploidias), dificultando as classificacdes taxondmicas (Daniels e
Roach, 1987; Sreenivasan et al., 1987).

As variedades cultivadas de cana-de-agUcar sdo hibridos poliploides
provenientes do cruzamento de diferentes espécies do género Saccharum. Os
hibridos séo resultantes de cruzamentos interespecificos realizados na primeira
metade do século XX entre S. officinarum e S. spontaneum e tém entre 100 a 130
cromossomos, sendo 80% derivados de S. officinarum, 10% de S. spontaneum e 10%
de recombinantes das duas espécies (Piperidis et al., 2010). O cruzamento
interespecifico envolve a combinacdo, melhoramento do vigor e a resisténcia a
doencas a partir de S. spontaneum e alta taxa de acumulo de sacarose presente em
S. officinarum, incrementando assim, o contetdo de sacarose e adquirindo resisténcia
a doencas nos cultivares comerciais (D’hont et al., 1996).

Entretanto, o0 melhoramento genético da cultura da cana-de-acucar nao é tao
simples, pois envolve outras caracteristicas e técnicas além daquelas que visam
melhorar a produtividade de sacarose, por exemplo, producéo por unidade de éarea,
resisténcia ao florescimento e a escassez de agua, entre outros. Além disso, o alto
nivel de ploidia torna o processo de melhoramento ainda mais complexo (Rodrigues
et al., 2009; Rodrigues et al., 2011).
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Em relacéo a producéo, o crescimento e o desenvolvimento da cultura consiste
puramente no desenvolvimento de 6rgdos vegetativos, colmos e raizes, definidos em
quatro estagios distintos (Figura 1): brotacdo e emergéncia, perfilhamento,
crescimento dos colmos e maturacéao dos colmos.

O primeiro estagio, brotacdo e emergéncia, depende da qualidade da muda,
ambiente, época e manejo do plantio. E neste estagio que ocorrem o enraizamento
inicial e o aparecimento das primeiras folhas. A fase de perfilhamento € o segundo
estagio de desenvolvimento, onde ocorre a emissdo de colmos por uma mesma
planta, os quais recebem a denominagéao de perfilhos e que, por sua vez, dardo origem
as touceiras da cana-de-acucar. O terceiro estagio corresponde a fase de crescimento
dos colmos, caracterizada pelo crescimento e desenvolvimento dos mesmos, que
ganham altura e comecam a acumular acucar na base. Essa fase é estimulada por
luz, umidade e calor. O ultimo estagio, denominado de maturacao, caracteriza-se pelo
intenso acumulo de sacarose nos colmos, determinando a qualidade da matéria-prima

dos colmos industrializaveis (Gascho e Shih, 1983).

L:ﬂ_v‘f%

Brotagdoe Crescimento dos .
. Perfilhamento Maturacao
Emergéncia colmos

Figura 1. Estagios de desenvolvimento da cana-de-acucar. Adaptado de Gascho e
Shih (1983).
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Por se tratar de uma planta de metabolismo C4, a cana-de-aclUcar €
considerada altamente eficiente na conversao de energia radiante em energia
quimica. A caracteristica de alta produtividade de fotoassimilados em plantas C4 é
atribuida a cooperacdo metabdlica de células das folhas fotossinteticamente ativas,
gue constituem a anatomia do tipo Kranz, na bainha do feixe vascular (Hatch, 1987).
Geralmente, plantas de metabolismo C3 conseguem converter menos de 1% da
radiacdo incidente em energia quimica armazenada através da fotossintese
(McKendry, 2002), enquanto a cana-de-acucar € capaz de converter
aproximadamente 2% da luz solar disponivel em carboidratos, onde dois tercos destes
carboidratos estdo na forma de lignocelulose e o restante esta na forma de agucares
soluveis, principalmente sacarose (Singh et al., 2008).

O clima tropical do Brasil apresenta altas temperaturas na maior parte do ano,
o que favorece o cultivo de plantas de metabolismo C4 como a cana-de-agUcar. Além
disso, outros fatores como umidade, luz, solo e disposi¢cdo de nutrientes contribuem
para que o pais seja o maior produtor mundial de cana-de-acucar, com cerca de 620
milhdes de toneladas processadas na safra 2018/2019. A Regido Centro-Sul (que
agrega os estados das regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste) responde por 90% deste
volume, enquanto os 10% restantes cabem aos estados da regido Norte-Nordeste
(Figura 2) (Unica, 2019).

' 2.000 Km

Cana-de-agucar

2.500 Km (o3 m

Figura 2. Mapa de produgéo da cana-de-acucar no Brasil (Unica, 2019).
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As projecOes para o setor sucroenergético nos proximos 10 anos é bastante
animadora. De acordo com levantamento feito pela Federacdo das Industrias do
Estado de Séao Paulo (FIESP), a safra 2028/2029 de cana-de-acucar deve apresentar
aumentos de 36% na producdo da planta, 23% na produtividade e 11% na area
plantada em relacdo a safra 2018/2019. Além disso, a frota brasileira de veiculos leves
terd um aumento de cerca de 10 milh6es de unidades, onde 31% desses veiculos
serao “flex”, aumentando a demanda por etanol hidratado.

Essa perspectiva de aumento de demanda tem levado a producao de cana-de-
acucar para areas pouco adaptadas, como a regido Centro-Oeste do Brasil, onde os
meses de abril a novembro sdo predominantemente secos. Esse periodo compreende
a fase final de crescimento vegetativo, a fase de maturacéo e o inicio do periodo de
perfilhamento da cultura. Além disso, as mudancas climaticas tém provocado
eventos extremos, ora com anos mais chuvosos, ora com anos mais secos. Dessa
forma, torna-se cada vez mais importante o desenvolvimento e a introducao de novas

cultivares tolerantes a seca para diminuir os impactos na produtividade dos canaviais.

2.2. Estresse hidrico em plantas

Desde os antigos povos sumérios, 0 homem tem procurado uma alternativa
mais efetiva do aproveitamento da agua para superar os efeitos do estresse hidrico
as plantas. Esse tipo de estresse é um dos principais gargalos para o crescimento e
desenvolvimento de plantas cultivadas em todo o mundo, junto com outros estresses
abioticos como a salinidade, temperatura e radiagdo extremas, contaminacao por
metais pesados e deficiéncia ou excesso de nutrientes minerais (Santos e Carlesso,
1998; Ahmad et al., 2016).

A agua representa cerca de 90% da massa de matéria verde nos vegetais,
constituindo a matriz e 0 meio onde ocorrem grande parte dos processos bioquimicos
necessarios para a vida da planta. A disponibilidade de agua € o recurso mais
abundante que as plantas necessitam para crescer e funcionar e, paralelamente, é
também o fator mais limitante, influenciando diretamente na produtividade (Taiz et al.,
2017).

De acordo com a Unido das Industrias de Cana-de-Acucar (Unica), somente a
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falta de &gua foi responsavel por uma reducao de 6,05% na produtividade de cana-
de-aclcar na safra 2018/2019. Esse numero equivale a 36 milhdes de toneladas de
cana que deixaram de ser produzidas. Para se ter uma ideia, esse numero representa
toda a producéo do estado do Parana, o quinto maior produtor de cana-de-acucar do
pais.

Ainda com relagéo a disponibilidade hidrica, tanto a falta como o excesso de
agua podem causar danos as plantas, sendo o estresse por deficiéncia o mais
recorrente, ocasionando mudancas e respostas em diferentes niveis funcionais do
organismo, as quais podem ser reversiveis no inicio e, mais tarde, tornam-se
permanentes caso a falta de agua persista (Larcher, 2000; Pincelli, 2010).

A deficiéncia hidrica pode ser definida como todo o contelido de agua de um
tecido ou célula que esta abaixo do contetdo de agua mais alto exibido no estado de
maior hidratacdo (Taiz et al., 2017). Segundo Lawlor e Cornic (2002), as plantas
absorvem &agua através das raizes e a mesma € constantemente perdida para a
atmosfera através do processo de evapotranspiracdo. Assim, quando a perda de agua
consequente da evapotranspiracdo € maior que a absorcao pelas raizes, a planta
entra em déficit hidrico.

As plantas de cana-de-acucar em condi¢des de deficiéncia hidrica manifestam
inUmeras alteracdes morfofisiolégicas que levam a uma desordem do seu
metabolismo, destacando-se: (i) alteracdes na altura, (ii) nUmero de folhas verdes, (iii)
comprimento e largura das folhas, (iv) area foliar e massa foliar especifica, (v)
densidade estomatica, (vi) condutancia estomatica, (vii) eficiéncia quéantica do
fotossistema I, (viii) teor relativo de agua, (ix) contetdo de clorofila e (x) alterac6es no
acumulo de matéria seca da parte aérea e das raizes. Todo esse desequilibrio
funcional afeta os processos metabdlicos da planta, trazendo consequéncias para a
qualidade e a quantidade de matéria produzida (Pimentel, 2004; Taiz et al., 2017,
Rodrigues et al., 2018).

Ao longo da sua evolugao, as plantas desenvolveram complexos mecanismos
para que elas pudessem se adaptar as situagfes de estresses bioticos e abioticos.
Dessa forma, a aptidédo para resistir ao déficit hidrico € um importante determinante
na distribuicdo natural das plantas e na produtividade das culturas agricolas, tornando

a disponibilidade de agua um fator seletivo na evolucéo das espécies (Lawlor e Cornic



10

2002; Bartels e Sunkar, 2005).

As plantas que realizam fotossintese através do metabolismo C4, como a cana-
de-acucar e o milho, sdo exemplos desses mecanismos adaptados desenvolvidos
para situacfes de estresse. A presenca da bainha vascular e seus mecanismos
bioquimicos acoplados a via C3 criaram, durante a evolugéo, uma espécie de “bomba”
que torna o sistema fotossintético mais eficiente em certas situacdes, praticamente
eliminando a fotorrespiracdo, uma via metabolica dispendiosa que ocorre quando a
enzima RUBISCO do Ciclo de Calvin atua sobre o oxigénio em vez do diéxido de
carbono. Essas plantas conseguem ter maior aproveitamento de CO2, garantindo
maior controle da abertura dos estbmatos e evitando a perda de agua pelos mesmos
(Edwards e Huber, 1981; D’Hont et al., 2008).

Em estudo sobre os efeitos da seca em gendtipos de milho, Atteya (2003)
constatou uma reducao na condutancia estomatica logo no inicio do estresse hidrico,
sem que houvesse qualquer alteracdo no potencial hidrico de agua na folha. De
acordo com Yordanov et al. (2003), essa resposta no comportamento dos estématos
em plantas que foram submetidas ao estresse hidrico ja era esperada, sendo essa
uma das primeiras estratégias da planta para impedir a desidratacdo excessiva das
folhas.

Em casos de estresse hidrico severo em plantas de metabolismo C4, a taxa
fotossintética € reduzida, principalmente, devido a restricbes consideradas né&o
estomaticas ou metabdlicas, como a inibicdo da divisdo celular e a sintese de
proteinas (Galmés et al., 2011; Taiz et al., 2017).

Quando a disponibilidade de a&gua a planta € suspensa abruptamente, os
mecanismos morfofisiolégicos sdo severamente afetados. No entanto, quando o
déficit hidrico ocorre gradualmente, a planta passa por adaptacdes para lidar com o
estresse, como reducdo no crescimento, diminuicdo no tamanho das folhas e
senescéncia foliar por exemplo. Essas adapta¢cdes ocorrem, principalmente, quando
a planta se encontra no inicio do ciclo, diminuindo a perda de agua para a atmosfera
(Chaves, 1991, Chaves et al., 2009).

A identificacdo das caracteristicas morfofisiolégicas e dos mecanismos
moleculares associados a tolerancia a seca sao abordagens uteis em estudos de

tolerancia e resposta ao estresse, tornando-se indiscutivel a importancia desse tipo
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de estudo para o desenvolvimento de plantas tolerantes ao estresse hidrico e que
apresentem maior eficiéncia no uso da agua (Osakabe et al., 2014).

2.3. Mecanismos de resisténcia ao estresse

As plantas apresentam diferentes mecanismos de resisténcia ao estresse
hidrico que podem ser divididos em escape, retardo e tolerancia. No primeiro, as
plantas manifestam rapido desenvolvimento fenologico e alto grau de plasticidade,
completando seu ciclo de vida antes que a falta de 4gua se torne severa o bastante
para provocar danos fisiologicos. O mecanismo de retardo refere-se a manutencéo do
turgor e do volume celular, tanto pelo desenvolvimento de um sistema radicular
abundante para absorcdo de agua, quanto pela reducdo da perda por transpiracao
por meio do fechamento estoméatico ou por vias ndo estomaticas como a cuticula. Ja
a tolerancia permite que a planta mantenha seu metabolismo funcionando
normalmente, mesmo que o potencial hidrico dos tecidos esteja reduzido, devido
principalmente ao acumulo de solutos compativeis ou osmdlitos, proteinas
osmoprotetoras e a capacidade antioxidante (Verslues et al., 2006; Taiz et al., 2017).

A tolerdncia a seca é uma caracteristica quantitativa que envolve uma
complexa rede de respostas em nivel morfolégico, através da reducao da area foliar
e aumento do sistema radicular, em nivel fisiolégico, por meio do fechamento
estomatico, ajuste osmotico e maior eficiéncia no uso da agua, e em nivel molecular,
pela expressao diferencial de genes relacionados a resposta ao estresse (Bray, 1993;
Taiz et al., 2017).

As plantas podem responder ao estresse hidrico de maneiras diferentes
dependendo da duracdo e da severidade da exposi¢do, da idade e do estagio
fenologico em que se encontram (Chaves et al.,, 2003). Assim, as plantas podem
apresentar mecanismos de tolerancia ou resisténcia e suscetibilidade ao estresse
hidrico, podendo chegar a morte, dependendo da severidade do estresse a que as
mesmas sédo submetidas (Chaves et al., 2003; Cambraia, 2005).

O estresse é percebido pelas plantas através de receptores presentes na
membrana das células vegetais, como ions de Ca?*, sensores de Ca?*, proteinas

quinases dependentes de Ca?* (CDPKSs), espécies reativas de oxigénio (EROSs),
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enzimas que clivam fosfolipidios, entre outros. Essas proteinas interagem com seus
respectivos parceiros de interagdo, muitas vezes iniciando uma cascata de
fosforilacdo e tém como alvo os principais genes responsivos ao estresse ou os fatores
de transcricdo (FTs) que controlam esses genes, incluindo as familias de FTs
CBF/DREB, ABF/ABAE, HSF, bZIP e MYC/MYB. Os fatores de transcricdo, por sua
vez, ativam genes cujos produtos atuam diretamente na protecdo de membranas e
proteinas e no restabelecimento da homeostasia celular, como as proteinas de
choque térmico (HSPs), chaperonas e as proteinas LEA, aquaporinas e o0s
transportadores de ions por exemplo (Wang et al., 2003). Essa complexa rede de
respostas esta exemplificada na Figura 3.

Euoptura das
homeostases osmitica e
idnica; Danos nas
proteinas e membranas
funcionais e estrofurais

Osmosensor (ex. AHE]), enzimas de clivagem de
fosfolipidios (ex. PLD) & mensageiros secundarios (ex.
Ca®", PtdOH, ROS), MAP quinases, sensares de Ca™
(ex. S053), quinases de proteinas calcio-dependentes
{ex. CDPKs)

Fatores transcricionais
ex. CBEDREER, ABF, HSF, bZIP, MYC/AYE)

Atvacio de
genes

Restabelecimento da homeostase celular,

protecio fancional € estrutural de proteinas e
membranas

Tolerincia ou Resisténcia ao Estresse

Figura 3. Representacdo esquematica dos mecanismos de defesa desencadeados
pelas plantas em resposta a estresses abidticos. Adaptado de Wang et al.
(2003).
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Segundo Mahajan e Tuteja (2005), as alteracbes na expressao génica
provocadas pela falta de 4gua podem induzir a sintese de fitorménios como &cido
abscisico (ABA), acido salicilico, acido jasmonico e etileno. Essas moléculas podem
amplificar a sinalizacédo do estresse e desencadear uma nova rota de transducédo de
sinal, auxiliando na resposta de defesa da planta. O autor também afirma que pode
haver participacdo indireta de moléculas acessorias na sinalizacdo, incluindo
modificadores de proteinas como enzimas de glicosilacdo, metilacéo e ubiquitinacao.

A tolerancia das plantas ao estresse hidrico ndo € uma caracteristica simples,
mas uma caracteristica onde mecanismos trabalham isoladamente ou em conjunto
para evitar ou tolerar periodos de seca. Uma resposta fisioldégica especifica ao déficit
hidrico representa a combinacao de eventos moleculares prévios, que foram ativados
pela percepcéao do sinal de estresse (Nepomuceno et al., 2001). Na maioria das vezes,
as mesmas vias de sinalizacdo s&do ativadas por diferentes tipos de estresse,
resultando em respostas parecidas. Entretanto, 0 mecanismo por trds das respostas
das plantas aos estresses abioticos é bastante complexo e envolve a participacao de
inumeros genes (Ferro, 2008).

Considerando que a tolerancia a seca € uma heranca poligénica, torna-se dificil
a obtencao de cultivares tolerantes por meio do melhoramento genético classico.
Entretanto, as ferramentas biotecnoldgicas e moleculares disponiveis, como analise
de transcriptoma em larga escala por exemplo, permitem identificar e isolar genes
envolvidos nas respostas ao estresse hidrico, auxiliando na obtencdo de novas

variedades resistentes e tolerantes de cana-de-acucar.

2.4. Estudo do transcriptoma via RNA-Seq

A descoberta da estrutura do DNA por James Watson e Francis Crick em 1953
foi fundamental para entender como o DNA era capaz de codificar as proteinas
responsaveis por todos os processos e pelo fenotipo de todos os seres vivos (Faleiro
e Andrade, 2011). Quase 30 anos depois, Frederick Sanger e colaboradores
publicaram o primeiro genoma completo de um bacterioéfago, abrindo caminho para o
sequenciamento de varios outros genomas completos de organismos procariotos e

eucariotos (Moreira e Varani, 2015).
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Assim surgiu a gendmica, ciéncia que estuda os genomas e que pode ser
dividida em gendmica estrutural e gendmica funcional. Enquanto a gendmica
estrutural estuda a estrutura dos genomas, a gendmica funcional descreve a funcéo
especifica de genes e proteinas, buscando relacionar as etapas do fluxo da
informacdo bioldgica, além de relacionar a regulacdo da expressao génica com
mecanismos bioquimicos e fisioldgicos (Fragoso et al., 2011).

Em um mesmo individuo, a maioria das células apresentam o mesmo genoma
estrutural, ou seja, possuem todas as informacfes genéticas necessarias para gerar
um organismo inteiro. Contudo, ao se especializar, cada célula passa a expressar
somente uma parte dessas informacdes (Costa, 2011). Para isso, a mensagem
contida no DNA é convertida em uma funcao celular através da transcricdo dos genes
em uma molécula de RNA, que posteriormente podera ser traduzido em proteinas
(Nelson e Cox, 2014).

A regulacédo da transcricdo envolve ndo apenas as proporc¢des diferentes da
transcricdo nas diferentes partes do genoma, como também a escolha das regides
gue devem ser transcritas, e a extensao desta transcricdo. Desse modo, diferentes
conjuntos de genes podem ser transcritos em diferentes células, ou na mesma célula,
em momentos diferentes (Watson et al., 2006).

Em estudos de gendmica funcional sdo obtidas as informac¢des do que esta
sendo expresso nas células e tecidos (RNAs e proteinas) do organismo. Assim, as
abordagens mais utilizadas nos estudos de genémica funcional tém sido a andlise da
expressao génica (transcriptoma) e do padrdo proteico (proteoma) codificado pelo
genoma estrutural numa determinada condigdo ambiental (Costa, 2011).

O transcriptoma representa o conjunto completo de transcritos (RNAs
mensageiros (RNAmM), RNAs ribossémicos (RNAr), RNAs transportadores (RNAt) e os
microRNASs) de um dado organismo, 6rgéo, tecido ou linhagem celular, ou seja, ele é
o reflexo direto da expresséo dos genes (Nelson e Cox, 2014). Através do estudo do
transcriptoma, é possivel determinar quando e onde os genes sdo ativados ou
desativados em diferentes tipos de células e tecidos, permitindo saber a quantidade
de atividade génica ou expressao existe em uma célula por meio da quantificacéo do
namero de transcritos (Wang et al., 2009).

A andlise do transcriptoma da cana-de-agUcar permite associar o perfil da
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expressdo de genes envolvidos com caracteres de interesse econdmico, como
resisténcia ao estresse hidrico por exemplo. Diante disso, diversos grupos de
pesquisa tém se dedicado a esclarecer os mecanismos que a cana-de-agucar utiliza
para se adaptar ao déficit hidrico, através da analise do transcriptoma das plantas
submetidas a esse estresse (Rodrigues et al., 2011, Ferreira et al., 2012; Gentile et
al., 2013; Cardoso-silva et al., 2014; Vargas et al., 2014; Vantini et al., 2015; Belesini
et al., 2017; Telles et al., 2019).

Diferentes técnicas podem ser utilizadas para o estudo do transcriptoma, com
destaque para as tecnologias de nova geracdo (NGS) que permitem o
sequenciamento em larga escala, gerando informacdo sobre milhdes de pares de
bases em uma Unica corrida. Sequenciadores de nova geracao e suas plataformas
possibilitaram um novo método de sequenciamento de bibliotecas de DNA
complementar (cDNA), denominado RNA-seq (Wang et al., 2009), a qual permite o
mapeamento e quantificacao de transcriptomas, e que vem substituindo rapidamente
as antigas abordagens no estudo de expressdo génica (Wang et al., 2009; Fu et al.,
2009; Van Vliet, 2010).

Marguerat e Bahler (2010) apontam algumas vantagens da tecnologia de RNA-
Seq, como (i) maior precisdo na quantificacdo da expressao dos genes; (i) a mesma
base é sequenciada multiplas vezes, possibilitando a identificacdo de SNPs, os quais
também podem ser utilizados para estimar a expresséao alelo-especifica; (iii) € possivel
identificar “splicing” alternativo ou sequéncias rearranjadas quando se tem um
genoma de referéncia; e (iv) sua elevada sensibilidade permite a deteccdo de
transcritos mesmo quando os niveis de expressdo sdo baixos. Além disso, essa
tecnologia permite o estudo de organismos que ndo possuem genoma de referéncia,
uma vez que € baseada em sequenciamento de cDNA em larga escala.

O sequenciamento via RNA-Seq resume-se, basicamente, em extracdo de
RNA e construcdo das biliotecas de cDNA, amplificacdo das amostras,
sequenciamento e analise dos dados (Wang et al., 2009). Todos os detalhes do
processo estdo descritos na Figura 4. E importante ressaltar que os protocolos de
sequenciamento de RNA variam de acordo com a estratégia e a plataforma de
sequenciamento utilizadas no experimento. Neste estudo, foram utilizadas as

plataformas Illumina/Solexa para o sequenciamento dos fragmentos no protocolo de
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RNA-Seq. Essa tecnologia possibilita que uma populacdo de RNAm seja convertida
em uma biblioteca de cDNA fragmentada ao acaso, com adaptadores ligados em uma
Unica extremidade (sequenciamento “single-read”) ou em ambas as extremidades
(sequenciamento “paired-end”) (Jain, 2012). O sequenciamento “paired-end” foi
utilizado nesse trabalho porque facilita a deteccdo de rearranjos gendmicos,
elementos de sequéncias repetidas, assim como fusdes de genes e novos transcritos.
As leituras geradas a partir do sequenciamento “paired-end” tém maior probabilidade
de se alinharem a uma referéncia, o que melhora a qualidade do conjunto de dados
(Wang et al., 2009).

Extracdo de RNA do
organismo de interesse

v

Preparo das bibliotecas de
cDNA

| ETAPA 1]

| ETAPA 2|

* Filtragem dos dados e

controle de qualidade
Amplificagdo das amostras

| ETAPA3 |

‘ Mapeamento com o
transcriptoma de referéncia
=
=
% Sequenciamento
& ‘ Normalizacdo dos dados
2]
% Analise dos resultados _> Testes estatisticos
&

Figura 4. Esquema geral de um experimento utilizando a técnica de RNA-Seq na
plataforma Illumina/Solexa. A etapa 1 engloba a preparacdo da amostra a
partir do RNA extraido do organismo de estudo. A etapa 2 consiste na
construcdo de bibliotecas de cDNA a partir das amostras de RNAmM
purificado. Na etapa 3 ocorre a clonagem “in vitro” para amplificacdo das
amostras através da técnica de PCR. A etapa 4 € o sequenciamento das
bibliotecas de cada amostra na plataforma Illumina/Solexa. Por ultimo, a
etapa 5 compreende a andlise dos resultados, com a filtragem dos dados,
mapeamento das sequéncias contra um transcriptoma de referéncia,
normalizagcdo dos dados e teste estatistico para aferir significancia na
diferenca de expressdo génica de um determinado transcrito. Adaptado de
Jain (2012).
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Para tornar as andlises possiveis, a montagem de um transcriptoma referéncia
e criacdo de um indice génico bem anotado é fundamental. A primeira iniciativa de
criacdo desse indice génico para cana-de-agucar (Saccharum officinarum) surgiu no
projeto SUCEST, que gerou 238.000 etiquetas de sequéncias expressas (ESTs) a
partir de diversos tecidos de variedades brasileiras, a qual resultou em 43.141
transcritos putativos unicos de 33.000 genes (Vettore et al., 2001; 2003).

Em seguida, surgiram outras iniciativas como o Sugarcane Gene Index (SGI)
ou S. officinarum Gene Index (SoGl), desenvolvido pelo Institute for Genomic
Research (TIGR) e Dana-Farber Cancer Institute (DFCI), a partir de um conjunto de
282.683 ESTs montadas em 42.377 sequéncias consensos, ou transcritos Unicos
(Devarumath et al., 2013).

ApoOs a evolucdo dos sequenciadores, que passaram a ter maior capacidade
de rendimento, a quantidade de dados de fragmentos de sequéncias de transcritos
génicos aumentou de forma exponencial para diversas espécies, inclusive para a
cana-de-acucar. Entretanto, essas bases de dados, tais como 0 SoGl e SGI, deixaram
de ser atualizadas, tornando as sequéncias existentes defasadas para utilizagcdo como
referéncia nas andlises de transcriptomas de cana-de-aclcar, em especial nos
estudos de expressao génica.

Além disso, surgiram novas estratégias para montagem de transcriptomas com
base em dados de RNA-Seq, as quais levam em consideracéo as caracteristicas das
plantas ndo-modelos, tais como a cana-de-acucar. O RNA-seq possibilita ainda a
identificacdo de SNPs em regides transcritas, os quais podem ser utilizados na
deteccdo de expressao alelo-especifica e também como marcadores moleculares
(Cardoso-Silva et al., 2014).

Através dessa tecnologia € possivel identificar SNPs exclusivos para cada
genotipo com alta probabilidade de associacdo com as caracteristicas de interesse
econdmico particulares a cada um deles (Cardoso-Silva et al., 2014). Tais estratégias
tém como objetivo a busca de SNPs em regides codificadoras, por meio do
seguenciamento em larga escala do transcriptoma de tecidos alvo de cultivares ou
variedades contrastantes para caracteristicas de interesse, como tolerancia a seca

por exemplo (Giachetto e Higa, 2014).
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2.5. Marcadores Moleculares do tipo SNP (Single Nucleotide Polymorphisms)

Marcadores moleculares sdo sequéncias de DNA que revelam polimorfismos
em regides codificantes ou ndo codificantes de um gene, considerando uma
populacdo de individuos. Estas sequéncias estéo distribuidas aleatoriamente ao longo
do genoma e permitem acessar diretamente o genotipo de interesse ao invés do
fendtipo, evitando qualquer tipo de influéncia ambiental, como ocorre na maioria dos
programas de melhoramento classico (Ferreira e Grattapaglia, 1998; Kumar, 1999).

Essa ferramenta tem sido amplamente utilizada na cultura da cana-de-acucar
em analises de divergéncia genética (Santos et al., 2012), andlises filogenéticas
(Prasitsom et al.,, 2019), mapeamento genético (Marconi et al.,, 2011), além do
melhoramento genético visando resisténcia a estresses bidticos e abibticos (Markad
et., 2014; McCord et al., 2019).

Todos esses estudos tém como objetivo comum a busca por variagdes em
sequéncias génicas que possam estar relacionadas com um fenotipo observado, além
de minimizar o tempo necessario para a obtencdo de uma nova cultivar através do
melhoramento classico, principalmente para culturas perenes. Portanto, o estudo dos
marcadores moleculares possibilita a identificacdo precoce e precisa de individuos
com uma melhor combinagéo de alelos favoraveis, melhorando significativamente a
analise genética (Gibson, 2006; Henry, 2012).

Os marcadores de DNA podem ser divididos em trés categorias principais: 0s
baseados em hibridizacdo, os baseados em PCR (Reacdo em cadeia da Polimerase)
e por ultimo, os marcadores baseados em sequenciamento. Os marcadores também
podem ser classificados de acordo com o tipo de heranga alélica em dominantes e
codominantes. Os marcadores codominantes possibilitam diferenciar individuos
homozigotos e heterozigotos, o que nao é possivel quando se utiliza marcadores
dominantes, onde apenas é possivel identificar a presenca ou auséncia de um
determinado alelo (Turchetto-Zolet et al., 2017).

Os principais exemplos de marcadores dominantes sdo o AFLP (Polimorfismo
de Comprimento de Fragmentos Amplificados - “Amplified Fragment Length
Polymorphism”) (Zabeau e Vos, 1993) e o RAPD (Polimorfismo do DNA Amplificado
ao Acaso - “Random Amplified Polymorphism DNA”) (Williams et al., 1990), ambos
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baseados em PCR. Entre os marcadores de expressdo codominante, destacam-se o
RFLP (Polimorfismo no Comprimento dos Fragmentos de Restricdo - “Restriction
Fragment Length Polymorphism”), baseado em hibridac&o (Botstein et al., 1980), os
microssatélites ou SSR (Sequéncias Simples Repetidas - “Simple Sequence
Repeats”), baseado em PCR (Hamada et al., 1982), e os SNPs (Polimorfismo de Unico
Nucleotideo - “Single Nucleotide Polymorphism”), baseado em sequenciamento
(Gupta et al., 2001).

Segundo Borém e Caixeta (2009), a escolha de qual marcador utilizar deve
levar em conta a tecnologia utilizada para revelar a variabilidade em nivel do DNA, a
capacidade de gerar diferencas entre individuos (polimorfismo), o custo, a facilidade
de uso e a reprodutibilidade.

Os marcadores do tipo SNP apresentam algumas vantagens quando
comparados aos marcadores convencionais anteriormente citados, como os RFLPs,
RAPDs, AFLPs e SSRs. Esses marcadores convencionais sdo desenvolvidos,
principalmente, nas regides néo codificantes dos genes de interesse, ao contrario dos
SNPs, que sdo geralmente desenhados com base nos polimorfismos dentro das
regides transcritas de genes e consequentemente correlacionados com a fungao
desses genes (Andersen e Libberstedt, 2003). Além disso, os SNPs sao passiveis de
automacao em larga escala, apresentam alta adaptabilidade a diversas tecnologias e
a necessidade de manipulacao laboratorial € menor (Hara et al., 2010; Weller et al.,
2010).

Os SNPs constituem o tipo mais basico de variagdo genética, revelando
polimorfismos especificos que ocorrem em uma Unica posicdo no genoma, em um
anico nucleotideo (Gupta et al., 2001). Alguns autores também consideram “Indels”
(insercdes ou dele¢cbes de nucleotideos) como SNPs, embora muito provavelmente
eles ocorram por mecanismos diferentes (Kahl et al., 2005). Esses polimorfismos
podem ser detectados com a analise de ESTs disponiveis (analises “in silico”), nas
sequéncias de genes candidatos (andlise “in vivo”) ou nas sequéncias de DNA
gendmico (DNAQ).

Geralmente, esse tipo de marcador € bialélico, ou seja, uma base nucleotidica
(A, C, T ou G) substitui a posicdo de uma das outras trés, sendo, portanto, amplamente

distribuidos e conservados ao longo do genoma. Além disso, 0s SNPs também sédo
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classificados de acordo com a variagdo da base em transi¢cdes e transversdes. As
primeiras representam trocas entre bases puricas (A/G) ou entre bases pirimidicas
(C/T), enquanto as transversdes consistem em trocas de bases puricas por bases
pirimidicas e vice-versa. Eles também podem ocorrer tanto em sequéncias
codificantes como n&o codificantes (Rafalsky, 2002; Kahl et al, 2005).

Os SNPs sao marcadores altamente polimérficos, e podem ser utilizados em
diversos estudos genéticos, como construcdo de mapas genéticos, mapeamento de
locus de caracteristicas quantitativas (QTL), caracterizacdo de individuos de uma
populacéo, selecdo assistida por marcadores (SAM), andlises de diversidade, andlises
filogenéticas e estudos de tolerancia a estresses bidticos e abibticos (Garcia et al.,
2013).

Os SNPs podem ser classificados em SNPs codificantes ou SNPs nao
codificantes, de acordo com a regido em que se encontram. Os SNPs néo codificantes
podem estar localizados dentro de introns, ou também podem ocorrer em regides
regulatorias ou promotoras do genoma, denominados entédo de SNPs intrénicos, SNPs
reguladores ou SNPs promotores, respectivamente. SNPs em regides UTRs ou
intrbnicas podem causar alteracdes na traducédo das proteinas ou na producdo de
transcritos variantes por ocorréncia ou néo de “splicing” (encadeamento alternativo de
éxons, ou “alternative splicing”), levando a sequéncias de proteinas mais longas ou
mais curtas, respectivamente. JA os SNPs promotores podem afetar a atividade e
regulacdo do gene dirigido por esse promotor, por exemplo, impedindo a ligacao de
um fator de transcricdo na sua sequéncia de reconhecimento, alterando a expresséo
desse gene (Nogales e DeDiego, 2019).

Os SNPs presentes nas regides codificantes dos éxons podem causar algum
impacto na funcéo da proteina codificada quando a variagdo implica na troca para um
coédon que codifica um aminoéacido distinto, sendo nesse caso chamado de SNP néo-
sinbnimo. Por outro lado, a presenca de um SNP nessa mesma regido pode ser
totalmente neutra, ou seja, ndo altera a composi¢do de aminoacidos do dominio ou
da proteina codificada e, por isso ndo apresenta um efeito sobre a sua funcéo, e
nestes casos, o0 SNP é chamado de SNP sin6nimo. Apesar dos SNPs resultantes de
mutacdes sindbnimas ndo modificarem a composicdo de aminoacidos, eles podem

acometer o dobramento de proteinas, afetando o posicionamento de seus dominios
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de ligagéo, por exemplo (Kahl et al., 2005).

De acordo com Cardoso-Silva et al. (2014), os estudos envolvendo SNPs em
cana-de-acucar comecaram a partir da disponibilizacdo de cole¢cdes de ESTs nos
bancos de dados. Margulies et al. (2005) foram os pioneiros, identificando SNPs em
mais de 200 genes nos genitores de uma populacdo de mapeamento. Cordeiro et al.
(2006) mostraram que os SNPs ocorrem com alta frequéncia no genoma da cana-de-
acucar, identificando os marcadores em varios genes diferencialmente expressos de
colmos maduros e imaturos. Garcia et al. (2013) identificaram SNPs a partir de
sequéncias expressas, mostrando uma nova modelagem genética estatistica e melhor
compreensao dos aspectos bioldgicos dos processos evolutivos e de domesticacao.

Neste trabalho realizamos a identificacdo dos SNPs candidatos através do
“software” FreeBayes (Garrison e Marth, 2012) para identificacao de sitios variantes a
partir de dados de sequenciamento. Esse programa utiliza o método Bayesiano para
encontrar polimorfismos menores que o comprimento do alinhamento de uma
sequéncia de leitura curta, como SNPs, “Indels” e eventos similares. Seu
funcionamento é baseado em haplétipos, detectando os sitios variantes de acordo
com sequéncias de leituras alinhadas a um alvo particular. O resultado é um conjunto
de posi¢cdes em que se encontram provaveis polimorfismos em formato VCF (“variant
call file format”), um arquivo de texto utilizado em bioinforméatica para armazenar
variacfes de sequéncias gendmicas (Danecek et al., 2011).

Para a anotacao funcional desses polimorfismos utilizamos o “software” SnpEff
que, segundo Cingolani et al. (2012), confronta a posicdo em que cada variacado esta
situada com anotacdes pré-existentes de uma sequéncia de referéncia. Dentre as
atribuicOes realizadas por esse programa destaca-se a predi¢cao de efeitos com os
seguintes graus de impacto: alto, moderado, baixo e modificador.

Cingolani et al. (2012) define como de alto efeito as mutagdes que provocam a
excisdo do transcrito, perda ou ganho de cédon de terminacéo, ganho de cddon de
iniciacdo, alteracao em sitio doador ou receptor de “splicing”, alteracdo para um codon
que traduz um amino&cido raro, perda de éxon e variagdo no quadro de leitura ou no
namero de cromossomos. Moderados sdo os efeitos que produzem o truncamento de
UTR com consequente perda de éxon, variacdo de baixo impacto na sequéncia

codante, delecGes ou insergcbes sem maiores consequéncias, simples alteracéo de
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aminoacido (mutacdo de sentido trocado), excisdo de regido regulatéria, perda de
regido de “splicing” e excisao de regides de ligagcédo de fatores de transcri¢ao.

As alteracbes de baixo efeito sdo descritas para os casos de mutacdo
silenciosa, mutacdo que retém o codon de iniciacdo ou de terminacdo, modificacbes
com baixo efeito na regido de “splicing” e criagdo prematura de 5’-UTR. Por fim, as
mutacdes de efeito modificador abrangem um amplo espectro de condi¢des, incluindo
variacbes genéricas em regidbes nao traduzidas que nao alteram propriamente a
proteina, como alteracées em introns e na transcricdo de micro-RNA.

Por dltimo, é importante ressaltar a necessidade de validagdo desses SNPs.
Segundo Brookes (1999), para que um SNP seja considerado verdadeiro é necessario
gue ele ocorra em no minimo 1% de uma determinada populacao. Portanto, é preciso
determinar a frequéncia do SNP em uma populacdo para certificar sua natureza
polimorfica (Freire, 2010). Neste trabalho foi realizado um levantamento dos SNPs
presentes nas cultivares SP81-3250 e RB85-5453, por isso todos os SNPs citados

agui sdo considerados candidatos ou putativos.

2.6. Estudos fisiolégicos, genéticos e moleculares em cana-de-acucar
submetida a prolongada limitacao hidrica

A grande maioria dos estudos envolvendo estresse hidrico severo em cana-de-
acucar em casa de vegetacdo sdo, na maioria das vezes, aplicados em um curto
periodo de tempo para identificar e propor cultivares tolerantes (Rodrigues et al., 2009;
Gupta et al.,, 2010; Rodrigues et al., 2011). Assim, nosso grupo de pesquisa
desenvolveu um projeto com auxilio da FAPESP (aprovado em 2013, Processo No.
2013/11.617-9), com o objetivo de avaliar o comportamento fisiolégico de duas
cultivares de cana-de-acucar com diferentes padrdes de tolerancia ao déficit hidrico
ao longo de um periodo de 90 dias de estresse, no periodo conhecido como fase de
formacado da cana-de-agucar, compreendendo o periodo mais critico por demanda de
agua.

Foram utilizadas duas cultivares, SP81-3250 e RB85-5453, como padréo de
tolerancia e suscetibilidade ao déficit hidrico, respectivamente (Pincelli e Silva, 2012).

Ambas foram submetidas a trés potenciais hidricos do solo: (1) controle (sem déficit
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hidrico), (2) déficit hidrico moderado e (3) déficit hidrico severo a partir de 60 dias apés
o plantio e, em seguida, foram amostradas aos 30, 60 e 90 dias apds a aplicacado dos
tratamentos e avaliadas em relacdo a parametros fisiologicos (numero de perfilhos,
area foliar, potencial hidrico foliar, indice de cor verde da folha, fotossintese e
concentracédo interna de CO2).

E conveniente ressaltar que todas as variaveis fisiologicas analisadas foram
eficientes em distinguir as cultivares SP81-3250 e RB85-5453 quanto a toleréncia e a
sensibilidade a deficiéncia hidrica, respectivamente, visto que a cultivar tolerante
apresentou menores reducfes dos parametros avaliados que a cultivar sensivel
(Telles et al., 2019).

O sequenciamento das amostras através da tecnologia de RNA-Seq retornou
um total de 177.509 transcritos para a cultivar mais tolerante (SP81-3250) e 185.153
transcritos para a cultivar sensivel (RB85-5453). O alinhamento desses transcritos
com sequéncias de outras espécies disponiveis em bancos publicos permitiu
identificar o conjunto de genes de cana-de-aglUcar compartilhados com outras
espécies e identificar novos transcritos ainda nao catalogados.

Através desses dados, Belesini et al. (2017) e Konrad (2019) realizaram uma
investigagdo, a nivel molecular, de quais transcritos poderiam estar envolvidos na
resposta das plantas ao déficit hidrico prolongado, utilizando dados de expresséo
diferencial. Embora os transcriptomas das cultivares SP81-3250 e RB85-5453 em
diferentes condicBes de déficit hidrico e em diferentes épocas tenham gerado uma
grande quantidade de dados, ainda ha muito a ser explorado neste acervo de
transcritos, como os polimorfismos que ocorrem na regiao codificadora dos genes de
resposta ao estresse hidrico por exemplo, que foram abordados neste estudo e
poderdo, futuramente, auxiliar no desenvolvimento de cultivares de cana-de-agucar

tolerantes ao estresse hidrico.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Experimento em casa de vegetacao, delineamento experimental e material

vegetal

O experimento de tolerancia ao estresse hidrico teve inicio em 2013 com o
projeto multidisciplinar intitulado “Mecanismos fisiolégicos em cultivares de cana-de-
acucar submetidas a prolongada limitagdo hidrica”, o qual foi financiado pela
Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sédo Paulo (FAPESP - Processo No.
2013/11.617-9) e desenvolvido no laboratério de Quimica e Bioguimica de Plantas do
Departamento de Tecnologia da FCAV/Unesp Jaboticabal — SP, sob supervisdo do
Prof. Dr. Jairo Osvaldo Cazetta e auxilio da Pesquisadora Dra. Samira Domingues
Carlin Cavallari, Dra.Thais Ramos da Silva, MSc. Aline Andrucioli Belesini e MSc.
Bruna Robiati Telles.

Aqui descrevemos brevemente o material vegetal utilizado, o delineamento
experimental, obtencdo das amostras de RNA e a técnica de RNA-Seq. Todos os
demais detalhes estdo descritos em estudos anteriormente publicados pelo nosso
grupo de pesquisa (Belesini et al., 2017; Telles et al., 2019).

O experimento em casa de vegetacdo foi conduzido com delineamento
experimental em blocos casualizados, com esquema fatorial 2x3x3 (duas cultivares
(C) x trés tensdes hidricas do solo (T) x trés épocas amostrais), com trés repeticées
cada, totalizando 18 unidades experimentais e 54 amostras. Foram utilizadas duas
cultivares comerciais de cana-de-acucar consideradas potenciais em produtividade
segundo Pincelli e Silva (2012): a cultivar SP81-3250, tolerante a seca, e a cultivar
RB85-5453, sensivel a deficiéncia hidrica.

A cultivar SP81-3250 apresenta alta produtividade e alto teor de BRIX,
enquanto a cultivar RB85-5453 apresenta caracteristicas mais rasticas, como
resisténcia ao tombamento e a algumas das doencas mais problematicas na cultura
da cana-de-acucar, inclusive ferrugem, mosaico e carvao. Marin (2019) realizou um
levantamento das caracteristicas agrondomicas das variedades de cana-de-acUcar
mais plantadas na Regido Centro-Sul do Brasil, inclusive as utilizadas neste estudo
(SP81-3850 e RB85-5453), cujas particularidades estao descritas na Tabela 1.
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Tabela 1. Caracteristicas agronémicas das cultivares utilizadas neste estudo.
Adaptado de Marin (2019).

Descritivo

SP81-3850

RB85-5453

Destaque

Regime hidrico

Exigéncia de solos
Maturacéo

Rendimento de transporte
Colheita mecéanica
Brotacao

Brotacdo de soca com palha
Fechamento de entrelinhas
Nematoides

Florescimento

Maturadores

Rica e produtiva
Tolerante ao estresse
ND

Média

Bom

Boa

Sem restricdo
Excelente

Bom

Resposta instavel
Regularmente
Resposta instavel

Rica e ereta
Exigente em 4gua
Exigente

Precoce

Bom

Boa

ND

Excelente

ND

ND

Todos os anos
Resposta excelente

ND: Nao descrito

As mudas utilizadas no estudo foram obtidas a partir de toletes de cana-de-

acucar plantados em recipientes plasticos e cultivados até os 60 dias de idade sem
qualquer restricao hidrica. Apos esse periodo iniciou-se a aplicagdo dos tratamentos
com trés potenciais hidricos de solo distintos, monitorado por tensiometria digital
(Figura 5): sem déficit hidrico (-0,010 a -0,015 MPa); potencial hidrico moderado
(-0,050 a -0,055 MPa) e potencial hidrico severo (-0,075 a -0,080 MPa).

e e A"f;“" a's Y., B % FES T

()

Figura 5. Conducéo do experimento em casa de vegetacao apos aplicacao das trés
distintas tensdes hidricas (sem restri¢cdo hidrica, restricdo hidrica moderada
e restricao hidrica severa) — A) Cinco dias apos aplicacdo dos tratamentos,
B) Sessenta dias apés aplicacdo dos tratamentos e C) Noventa dias apds
a aplicacdo dos tratamentos. Imagem retirada de Telles (2016).
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A coleta das folhas +1 para obtencdo do RNA total ocorreu aos 30, 60 e 90
dias apds o inicio dos tratamentos (DAT), constituindo-se das idades de 90, 120 e
150 dias ap0s o plantio (DAP).

3.2. Extracéo, quantificacdo e andlise da integridade do RNA total

Apos as coletas das folhas +1 realizadas aos 30, 60 e 90 DAT, foi realizada a
extracdo do RNA total de todas as 54 amostras utilizando-se o kit comercial Purelink
RNA Mini Kit da Ambion®. Em seguida, o RNA total extraido foi avaliado quanto a
quantidade, qualidade e integridade através dos equipamentos Qubit® 2.0 (Invitrogen),
NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific Inc.) e Bioanalyzer 2100 (Agilent

Technologies), respectivamente.

3.3. Construcao das bibliotecas de cDNA e sequenciamento via RNA-Seq na

plataforma Illlumina

Para a construgao das bibliotecas de cDNA foi utilizado 1,5 pg de RNA total
extraido das folhas para o isolamento e purificagdo do RNAm, utilizando-se o kit de
preparacao de amostras TruSeq RNA Sample Preparation v2 (lllumina). As bibliotecas
de cDNA foram construidas de acordo com a recomendacdo do fabricante e o
sequenciamento dos cDNAs pelo método de RNA-Seq foi realizado nas plataformas
HiScanSQ System e HiSeq 2500 (lllumina), seguindo as instru¢cdes do fabricante para
sequenciamento “paired-end” de fragmentos de 50 pb e de 100 pb respectivamente.

3.4. Processamento dos dados para identificacdo de SNPs candidatos

Todas as analises de bioinformatica realizadas neste estudo estdo resumidas

no fluxograma a seguir (Figura 6).
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Figura 6. Resumo da metodologia utilizada para as analises de bioinformatica apés
sequenciamento via RNA-Seq.

3.4.1. Pré-processamento das leituras e montagem de novo dos transcritos

A partir do sequenciamento dos cDNAs foram obtidas as leituras brutas “reads”
no formato FASTQ, as quais passaram por um pré-processamento através do
programa Trimmomatic (v.0.36.) (Bolger et al., 2014), para remocao de adaptadores
e contaminantes, sequéncias menores que um tamanho pré-determinado, sequéncias
de baixa qualidade e nucleotideos nao reconhecidos (‘Ns’). Os parametros utilizados
nesse programa foram: janela de qualidade - 4:5; poda abruta da ponta 5’ (“leading”):
5 bases; poda abrupta da ponta 3’ (“trailing”): 5 e tamanho minimo de sequéncias
(“minlen”) de 25. As leituras obtidas a partir da amostra SM6_rep3 levantaram suspeita
de contaminacdo durante teste de agrupamento e por isso nao foram utilizadas na
montagem.

Apenas as bibliotecas filtradas, sem adaptadores e com regides de alta
gualidade foram utilizadas para realizar a montagem de novo do transcriptoma com o
programa Trinity (v.2.6.6) (Grabherr et al., 2011). Uma Unica montagem reuniu o
transcriptoma das duas cultivares utilizadas neste estudo (SP81-3250/tolerante e
RB85-5453/sensivel). Para isso, 0s seguintes parametros foram alterados no Trinity:

cobertura minima de k-mers para que o contig seja montado pela etapa Inchworm: -
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min_kmer_cov alterado para 3; -min_glue, que determina o nimero minimo de leituras
necessérias para unido de duas ou mais sequéncias contiguas foi aumentado para 3,
e 0 tamanho minimo de sequéncias contiguas foi de 300. Os demais parametros de

configuracéo do Trinity foram mantidos para a realizacdo da montagem de novo.

3.4.2. Andlise de expressdao diferencial por cultivar, nivel e tempo de estresse

Os transcritos obtidos na montagem de novo foram quantificados a partir do
alinhamento das leituras contra a montagem utilizando o programa Kallisto (v.0.44.0)
(Bray et al., 2016), que gerou contagens brutas na unidade de transcritos por milhdo
(TPM), obtendo-se desse modo uma estimativa de abundancia de cada transcrito.

Essas contagens foram utilizadas como entrada no programa DESeq2
(v.1.14.1) (Love et al., 2014), com o pacote tximport (Soneson et al., 2015) para obter
o calculo dos transcritos diferencialmente expressos (DEs). Foram realizadas todas
as comparacdes possiveis considerando as trés variantes (cultivar, intensidade do
déficit hidrico e data de avaliacdo) em relacéo ao seu equivalente controle (sem déficit
hidrico), obtendo assim o resultado da diferenca de expressédo para cada par de
fatores na unidade de “log2FoldChange” (FC).

Foram considerados diferencialmente expressos apenas aqueles cuja razao de
modulo de FC foi maior que 2, e de significancia estatistica (p—valor) menor que 0,05
(usado para as analises exploratérias) e p—valor ajustado abaixo de 0,1. O ajuste é
necessario considerando que foram realizados multiplos teste de hipotese utilizando
o0 método de Benjamini-Hochberg, com base na taxa de falsas descobertas, ou “False
Discovery Rate” (FDR) (Benjamini e Hochberg, 1995).

3.4.3. Anotacao dos transcritos

Para a caracterizagdo dos transcritos, foi utilizado o programa UBLAST do
USEARCH11 para anotagao contra os seguintes genomas obtidos do PGSB (Plant
Genome and Systems Biology) (Spannagl et al., 2015): Aegilops tauschii, Arabidopsis
thaliana, Hordeum vulgare, Oryza sativa, Sorghum bicolor e Zea mays, além do

genoma monoploide mosaico da cana-de-acucar do CIRAD (Garsmeur et al., 2018).
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A anotacao contra o recente genoma poliploide da cana-de-agUcar (Souza et al., 2019)
foi realizada implementando o algoritmo BlastX do alinhador Diamond (Buchfink et al.,
2015), utilizando a flag --more-sensitive e selecionando apenas o melhor alinhamento
para cada transcrito.

Para anotagdo da montagem, considerada enté@o referéncia, os nucleotideos
foram alinhados com BlastX através do programa Blast+ (Camacho et al., 2009), e em
seguida o HMMScan (Finn et al., 2011) foi utilizado para predicdo de dominios
proteicos. A partir desses resultados, foi realizada a predicdo de proteinas com o
programa Transdecoder (Haas et al., 2013), considerando como critérios de sele¢édo
para proteinas apenas aquelas com ao menos 900 nucleotideos, utilizando o
parametro -retain_long_orfs 900, ou com alinhamentos no Blast+ -retain_blastp_hits
ou HMMER -retain_pfam_hits, retornando apenas a melhor proteina por transcrito
através do parametrrro -single_best_orf.

Para anotacdo das proteinas utiizamos o pacote de programas do
InterProScan (Finn et al., 2017). Também foi realizada a anotacdo baseada em
ortélogos, utilizando o programa Eggnog-mapper (Huerta-Cepas et al., 2016), com
parametros baseados em Xiong (2006), que sdo: identidade minima de 50% e o “e-
value” minimo de 0,0001. Por fim, foi realizada uma anotacé&o contra o banco de dados
DroughtDB (Alter et al., 2015), utilizado como referéncia para estresse hidrico. Para

isso utilizamos o programa Diamond (Buchfink et al., 2015).

3.4.4. Alinhamento e deteccao de bases variantes

Os sitios variantes foram identificados a partir do alinhamento das sequéncias
contra a montagem do transcriptoma. O alinhamento de cada biblioteca pré-
processada se deu pelo programa BWA (Burrows-Wheeler Aligner) (Li e Durbin,
2009), utilizando o algoritmo BWA-mem, com parametros pré-determinados
(“default”), e posteriormente, os arquivos de alinhamento foram ordenados e
indexados com as ferramentas -sort e -index, respectivamente, do programa
SAMTOOLS (Li et al., 2009).

Em seguida, os arquivos de alinhamento foram submetidos ao programa

FreeBayes (Garrison e Marth, 2012), que aceita informac¢des de organismos nao-
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diploides para a predi¢céo de variagdes (“Variant calling”), tais como SNPs, insercdes
e delecbes (“Indels”) e outras mais complexas. As variagoes detectadas foram filtradas
guanto a qualidade e cobertura, sendo no minimo aceitas aquelas acima do valor 25,

baseado em estudo de Cardoso-Silva et al. (2014).

3.4.5. Predic&o dos efeitos das variagdes

Com base no transcriptoma de referéncia, obteve-se o arquivo de coordenadas
génicas, que possibilitou a inferéncia de efeitos das mutaces em regides especificas.
Para isso, o programa TransDecoder (Haas et al., 2013) juntamente com oS
programas Blastp (Altschul et al., 1997), com o banco de dados UniRef90 (Suzek et
al., 2007) e HMM search com o banco de dados Pfam-A (El-Gebali et al., 2018), foram
utilizados para predizer as regides codificantes e ndo-codificantes dos transcritos na
montagem referéncia.

Os efeitos das variacfes preditas foram verificados utilizando os parametros
“default” do programa SnpEff (Cingolani et al., 2012), que fornece informacbes a
respeito dos possiveis efeitos dos sitios polimorficos identificados e do impacto dessas
alteracdes, além de caracteriza-las de acordo com a regido gendmica em que se
inserem.

Adicionalmente, utilizou-se o programa SnpSift (Cingolani et al., 2012) para
avaliar a natureza da troca de bases quanto a quantidade de transicfes (troca entre
pirimidinas ou entre purinas) e transversdes (troca de uma pirimidina por purina ou

vice-versa) encontradas em cada cultivar.

3.4.6. Selecao de variantes marcadores

Em organismos poliploides, a detec¢do de SNPs é confundida por sequéncias
homologas, altamente similares devido aos polimorfismos dos subgenomas
(Clevenger et al.,, 2018), que devem ser diferenciados dos SNPs verdadeiros.
Portanto, para a deteccdo de marcadores, foram aplicados filtros, através de scripts
feitos “in house” utilizando o software estatistico R (Team R Core, 2013), baseados

nas frequéncias dos SNP putativos ao longo das bibliotecas, de forma a identificar
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somente aquelas variacées relacionadas com o cultivar e, assim, removendo
possiveis variagdes causadas por mutacdes somaticas, oriundas de variabilidade
individual ou mesmo potenciais falsos-positivos. Os scripts desenvolvidos para
aplicacdo desses filtros estdo disponiveis no seguinte  endereco:
https://doi.org/10.5281/zenodo.3784875.

Os filtros foram aplicados em dois niveis, a fim de considerar apenas: (1)
aguelas alteracdes que ocorriam em mais de metade das réplicas biolégicas de cada
condicdo e destas, (2) apenas aquelas que ocorriam em mais de metade das
bibliotecas da cultivar relacionada. Assim houve uma reducdo consideravel do
conjunto inicial de variagdes. Este conjunto reduzido, foi explorado quanto ao seu
possivel papel na tolerancia ou suscetibilidade ao estresse hidrico, por meio da

relacdo do impacto da variacdo com o gene/via funcional no qual ocorreram.

3.4.7. Categorizagdo funcional e andlise de enriquecimento com base nos

termos de ontologia génica

Através das anotacdes com os programas InterProScan e Eggnog-mapper
(item 3.4.3) obtivemos os termos GO (Gene Ontology), que permitiram relacionar as
categorias génicas funcionais associadas aos transcritos anotados. Para visualizar a
distribuicdo dos transcritos nas diferentes categorias funcionais, utilizamos o
programa WEGO (Web Gene Ontology Annotation Plot) (Ye et al.,, 2018). Essa
ferramenta, nos permitiu verificar quais as categorias funcionais que estédo sendo mais
afetadas pela presenca de SNPs, ao comparar estatisticamente os transcritos com
SNPs de ambas as cultivares, dentro de cada categoria. Além disso, para cada
cultivar, comparamos os transcritos com SNPs contra todo universo de transcritos
para avaliar se as propor¢cdes se mantinham constantes ou se determinadas

categorias eram menos afetadas pela presenca de SNPs.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Qualidade do material, sequenciamento das bibliotecas de cDNA via RNA-

Seq e processamento das leituras brutas

As amostras de RNA obtidas a partir das folhas +1 das plantas de cana-de-
acucar foram isoladas e avaliadas quanto a pureza e integridade das amostras. Todos
os procedimentos foram descritos em estudos j& publicados do nosso grupo de
pesquisa (Belesini et al., 2017; Telles et al., 2019).

O sequenciamento das bibliotecas na plataforma Illumina HiScanSQ System
(2x50 pb) e HiSeq2500 (2x100 pb) gerou um total de 2.367.679.551 leituras brutas,
sendo 1.712.145.471 leituras de 50 pb e 655.534.080 leituras de 100 pb. Um total de
770 sequéncias referentes a amostra SM6_rep3 foram excluidas devido a uma
possivel contaminacéao, resultando em 2.367.678.781 leituras.

Essas leituras brutas passaram por um pré-processamento para remocao de
sequéncias curtas e de baixa qualidade, adaptadores e contaminantes, resultando no

total de 1.798.266.112 leituras que foram utilizadas para realizar a montagem de novo.

4.2. Montagem de novo

A montagem de novo foi realizada conjuntamente para ambas cultivares
utilizando o programa Trinity (v.2.6.6) (Grabherr et al., 2011). O processo de
montagem gerou um total de 251.653 transcritos com comprimento médio de 1.089
pb, um N50 igual a 1.565 pb e 49,90% de contetido de GC. Cardoso-Silva et al. (2014)
obtiveram resultados semelhantes na montagem de novo de 6 gendétipos de cana-de-
acucar, os quais sao utilizados como progenitores em programas de melhoramento
no Brasil. De acordo com os autores, o comprimento médio dos transcritos foi de 921
pb, o N50 igual a 1.367 pb e o conteudo GC de 46,39%.

4.3. Anotacgéo dos transcritos

O conjunto de 251.653 transcritos montados foi alinhado contra os genomas
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obtidos do PGSB (Spannagl et al.,, 2015), no intuito de estabelecer a anotacao
funcional baseada em sequéncias homologas. Além disso, também foi realizado o
alinhamento contra os genomas de cana-de-acucar monoploide (Garsmeur et al.,
2018) e polipldide recém-publicado (Souza et al., 2019). O resultado do alinhamento

dos 251.653 transcritos montados é apresentado na tabela 2.

Tabela 2. Anotacg&o dos transcritos por referéncia.

Referéncia, programa ou pipeline de anotagéo Transcritos anotados
Genoma de A. thaliana 33.084
Genoma de H. vulgare 71.671
Genoma de O. sativa 73.424
Genoma de A. tauschii 77.512
Genoma de Z. mays 90.613
Genoma de S. bicolor 101.876
Genoma monoploide de Saccharum 101.128
Genoma poliploide de Saccharum 92.096
DroughtDB (proteinas) 4,722
InterProScan 104.534
Diamond (BlastX) NR 228.272

Os alinhamentos contra 0s genomas de outras gramineas como Z. mays e S.
bicolor foram os que mais retornaram resultados de anotacdo, provavelmente pelo
fato desses organismos estarem mais proximos filogeneticamente do género
Saccharum. Entretanto, o numero de alinhamentos gerados contra 0 genoma
monoploide e poliploide de cana-de-acucar recém-publicados (Garsmeur et al., 2018;
Souza et al., 2019) foi menor quando comparado ao alinhamento contra o0 genoma de
S. bicolor, mesmo pertencendo ao mesmo género. Isso pode demonstrar que apesar
dos esforgos para a obtencéo de um genoma completo para a cana-de-acucar, a alta
complexidade e ploidia do seu genoma dificultam a sua exploracéo.

4.4. ldentificagcdo dos SNPs putativos

Apés o alinhamento das reads contra a montagem, utilizada entdo como

referéncia, a identificagdo dos polimorfismos foi realizada individualmente para cada



34

cultivar, tolerante e sensivel, através do software FreeBayes, onde foram obtidos um
total de 222.147 variagbes. A frequéncia com que as variagbes ocorrem nos
transcritos é de uma variacao a cada 1.518 pb para a cultivar tolerante enquanto que,
para a cultivar sensivel, esta frequéncia € de uma variacéo a cada 1.346 pb. De acordo
com Cardoso-Silva et al. (2014), as variacdes exclusivas de cada gendtipo
apresentam maior probabilidade de estarem envolvidas com caracteristicas
agrondmicas de interesse.

Foi observada uma taxa de transicéo por transversao (TS/TV) de 1,879 para a
cultivar sensivel e 1,886 para a cultivar tolerante. Essa razdo € geralmente pouco
variavel entre plantas de uma mesma espécie. Assim, essa informacao torna-se Util
como indicador de qualidade de dados, além de possibilitar o estabelecimento de
estudos filogenéticos entre sequéncias. Em cana-de-acUcar ndo ha tal descricdo
disponivel na literatura, o que provavelmente se deve a dificuldade de estudos
gendmicos com esse poliploide. De qualguer maneira, é usual que transicées superem
transversdes na maioria dos casos, devido ao fato das primeiras serem mais toleradas
pela selecdo natural, pois a tendéncia para gerar muta¢cdes ndo sindnimas em
sequéncias codificadoras esta mais relacionada ao nimero de transversdes (Wakeley,
1996; Keller et al., 2007).

Para manter apenas os polimorfismos relacionados aos genoétipos, foram
aplicados filtros (descritos em material e métodos - item 3.4.6) a fim de eliminar
variacbes bioldgicas individuais. Com isso, obtivemos um total de 26.012
polimorfismos putativos, divididos entre exclusivos da cultivar tolerante, exclusivos da
cultivar sensivel e comum para ambas cultivares, conforme ilustrado na Figura 7.
Todos os resultados obtidos antes e ap0s filtragem dos dados estdo disponiveis no
seguinte endereco: https://doi.org/10.5281/zenodo.3784875.

O software SnpEff foi utilizado para anotar os 26.012 polimorfismos filtrados,
que foram divididos em cinco categorias: (1) polimorfismos de nucleotideo Unico
(SNP); (2) polimorfismos de multiplos nucleotideos (MNP) - que ocorrem quando ha
troca de mais de um nucleotideo em sequéncia; (3) insercdes; (4) delegcbes e (5)
variagbes complexas - quando ocorrem dois ou mais polimorfismos diferentes
simultaneamente.

As cinco categorias foram contabilizadas separadamente para as duas
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cultivares e os resultados encontram-se na Figura 8. Os resultados foram semelhantes
para ambas, com predominancia de variacdes do tipo SNP. Esse resultado j& era
esperado uma vez que as plantas séo evolutiva e filogeneticamente proximas. Além
disso, os polimorfismos do tipo SNP sdo os mais comuns dentro do genoma das

plantas (Rafalski, 2002).

Sensitive Tolerant
(20,146) (16,215)

Figura 7. Numero total de variagBes encontradas exclusivamente em cada cultivar
(Sensivel e Tolerante) e em comum para ambas, considerando apenas
aquelas que ocorrem em mais de metade das réplicas biolégicas de cada
condicdo e destas, apenas aquelas que ocorrem em mais de metade das
bibliotecas da cultivar relacionada.
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Figura 8. Distribuicdo das diferentes categorias de polimorfismos nas duas cultivares
de cana-de-acucar: (A) aqueles que ocorrem exclusivamente na cultivar
sensivel; (B) aqueles que ocorrem exclusivamente na cultivar tolerante.
SNP - polimorfismo de nucleotideo Unico; MNP - polimorfismo de multiplos
nucleotideos; INS - insercédo; DEL - delecdo e COMPLEX - variacdes
complexas.
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Ainda com o software SnpEff, foi feita a predicdo da distribuicdo desses
polimorfismos nas regides génicas para cada cultivar (Figura 9). Aqui o resultado
também foi semelhante para as duas cultivares, com aproximadamente 2/3 das
variacdes encontradas em regides ndo codificadoras e /3 em regides codificadoras.
As mutacgdes que ocorrem em regides nado codificadores do genoma sao muito mais
numerosas, como é de se esperar, pelo fato de a maior fragdo do genoma ser
representada por DNA néo codificador. Essas mutacdes séo consideradas mutacdes
neutras pois, em quase sua totalidade, ndo afetam produtos génicos ou a expressao
dos genes (Alberts et al., 2017).

Entretanto, ndo podemos ignorar completamente a importancia dessas regides
nao codificantes, visto que diversos estudos mostraram que esses trechos podem
apresentar diversas outras funcdes além da sintese proteica (Eddy, 2001; Liu et al.,
2012; Romero-Barrios et al., 2018).

Coding

36.8% Suding

38.9%

Sensitive Tolerant

Non-coding

Non-coding 61.1%

63.2%

Figura 9. Distribuicdo dos polimorfismos de acordo com a posi¢do que ocorrem no
gene. (A) cultivar sensivel; (B) cultivar tolerante.

As varia¢des também foram classificadas em relagdo ao impacto que poderiam
causar na proteina (Tabela 3). O tipo de impacto mais predominante é o modificador,
causado por variacbes que ocorrem geralmente em regides nédo codificadoras. Pelo
mesmo motivo exposto anteriormente, sugerimos que essas mutacdes possam ter
sofrido menor presséo de sele¢cédo durante o melhoramento da cana-de-acucar devido
a menor magnitude de seus efeitos, por iSso ocorrem em maior proporcao.

As variacdes de impacto alto representaram menos de 2% do total de
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polimorfismos detectados, provavelmente pelo motivo oposto as variagdes de impacto
moderado. Como aponta Ahloowalia et al. (2004), € pouco provavel que a mudanca
radical da estrutura de uma proteina acarrete em uma maior eficiéncia metabdlica,
uma vez que esse fato depende de um ajuste global em uma rota bioquimica, na qual
estdo envolvidas diversas moléculas e seus genes precursores.

Entretanto, ao longo do processo de melhoramento da cana-de-acucar para
obtencdo de gendtipos com caracteristicas favoraveis, a selecao fenotipica pode ter
resultado no acumulo gradativo de mutacdes favoraveis e, consequentemente, houve
a eliminacdo de mutacdes com efeito deletério, seja pela sele¢do natural ou artificial.

Menegatto (2017) realizou um estudo de caracterizacao de polimorfismos em
cana-de-acUcar através da técnica de genotipagem-por-sequenciamento, utilizando
dados genotipicos de individuos do Painel Brasileiro de Genétipos de Cana-de-Acucar
como populacdo. Com auxilio do software SnpEff, o autor realizou a predi¢cdo das
possiveis funcbes e posi¢cdes dos polimorfismos. Foi observado que variacbes de
impacto alto apareciam com menor frequéncia. Entretanto, apos fixacdo dos alelos
polimorficos, ou seja, considerando apenas aqueles alelos com polimorfismos que
apareciam em no minimo 1% da populagéo, os genétipos melhorados apresentaram
maior propor¢ao de mutagdes com impacto alto.

Com isso, pode ser possivel que as variagdes encontradas em nosso trabalho
sejam evolutivamente favoraveis, pois, ao longo do melhoramento da cana-de-acucar,
essas variacbes foram positivamente selecionadas no genoma como um todo.

Contudo, estudos em populacdes sao necessarios para tal comprovacao.

Tabela 3. Classificacdo das variagcbes em dados brutos e filtrados nas cultivares
sensivel e tolerante a estresse hidrico de acordo com a magnitude predita
de seu efeito. Osf sitios variantes foram classificados pelo SnpEff nas
categorias de impacto alto, moderado e modificador.

Impacto previsto Sensivel Tolerante
Alto 375 (1,86%) 307 (1,89%)
Moderado 7.049 (34,99%) 6.008 (37,04%)
Modificador 12.724 (63,15%) 9.904 (61,06%)

As variacbes com impacto alto na proteina sdo, em maioria, mutacdes de

mudanca de quadro (“Frameshift variant”) e/ou mutagbes de sentido trocado
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(“Missense variant”) (Figura 10). A primeira consiste na inser¢cao ou exclusdo de um
namero de pares de bases que ndo é um multiplo de trés, interrompendo o quadro de
leitura tripla da sequéncia de DNA. Geralmente levam a criacdo de um cdédon de
terminacéo prematuro (coédon de parada) e resultam em um produto proteico truncado
(mais curto que o normal). Ja as mutacbes de sentido trocado sdo causadas pela
substituicdo de um Unico par de bases, alterando o cédigo genético de uma maneira
que produz um aminoéacido diferente do aminoacido usual nessa posi¢cdo, podendo
alterar ou ndo a funcao da proteina (Cingolani et al., 2012); Robert e Pelletier, 2018).

Com relacdo as variacbes de impacto moderado, encontramos
predominantemente mutacdes de sentido trocado (“Missense variant”) e/ou insercao
de codons entre e dentro de outros cédons (“conservative inframe insertion” e
“disruptive inframe insertion”, respectivamente) (Figura 11). Mesmo sendo
encontrados com maior frequéncia, a justificativa € similar ao que foi exposto para as

mutacgdes de impacto alto.

High Impact Mutations

B Sensitve [ Tolerant

Frameshift variant & Missense Variant 343

Stop Lost & Disruptive Inframe Insertion
Frameshift Variant & Stop Lost

Stop Lost & Conservative Inframe Insertion

Start Lost & Disruptive Inframe Insertion 3

Frameshift Variant & Start Lost

Frameshift Variant & Stop Lost & Missense | 1
Variant

Stop Lost

Stop Lost & Missense Variant & Conservative | 1
Inframe Deletion

0 100 200 300 400

Figura 10. Efeitos preditos dos polimorfismos nos genes, classificados em impacto
alto segundo classificacdo de Cingolani et al. (2012).
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Moderate Impact Mutations

B Sensitve [ Tolerant

Missense Variant & Disruptive Inframe Insertion

Missense Variant & Conservative Inframe Insertion 2982

H

Missense Variant

-

Missense Variant & Conservative Inframe Deletion

Missense Variant & Disruptive Inframe Deletion

0 1000 2000 3000 4000

Figura 11. Efeitos preditos dos polimorfismos nos genes, classificados em impacto
moderado segundo classificacdo de Cingolani et al. (2012).

4.5. Categorizagao funcional e analise de enriquecimento com base nos termos

de ontologia génica

Para analisar as possiveis respostas funcionais das duas cultivares de cana-
de-acUcar aos tratamentos de estresse hidrico, os genes que apresentaram SNPs
putativos foram analisados sobre a perspectiva de processos bioldgicos possibilitada
pelo enriquecimento de termos de ontologia génica (“Gene Ontology”). Essa analise
foi realizada com o programa WEGO, que permite criar um grafico através de uma
classificacdo fornecida pelo “Gene Ontology”, facilitando assim a visualizacdo da
anotacao (Ye et al., 2018). O programa utiliza o teste exato de Fisher (p-valor <0,05),
com uma correcao de falsas descobertas (FDR) em termos de processos biologicos e
funcdes moleculares.

A anotacao de ontologias génicas baseia-se em mineragéo de dados oriundos
de sequéncias publicas com anotacéo disponivel, com similaridade minima de 60%
entre as sequéncias. O resultado da analise € classificado em trés dominios: a)
processo bioldgico, que indica as operagdes ou 0s conjuntos de eventos moleculares
com inicio e fim definidos em que o produto do gene estudado participa e que sao

fundamentais para o funcionamento de uma célula, tecido, 6rgdos ou organismo; b)



40

funcdo molecular, que indica as atividades elementares do produto do gene a nivel
molecular; e c) componente celular, que indica a parte da célula ou o ambiente
extracelular em que o produto do gene desempenha sua funcdo (Ashburner et al.,

2000).
ontologia génica. As cultivares foram comparadas entre si afim de obtermos as
proporcdes de cada uma com relacdo ao numero de SNPs. Na grande maioria das

Um total de 1.990 genes receberam anotacdo com base nos termos de
categorias, a cultivar sensivel apresentou maior proporcdo de genes com SNPs em

relacdo a cultivar tolerante, com excecdo de alguns termos relacionados a
fotossintese, como membrana fotossintética, membrana do tilacoide e atividade da

@B Tolerant (Genes w/ SNPs GO terms)
970
400

enzima hidrolase (Figura 12).
B Sensitive (Genes w/ SNPs GO terms)
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Figura 12. Categorizagdo funcional e analise de enriguecimento com base nos
termos de ontologia génica realizada através do programa WEGO. As

barras verdes representam genes com SNPs exclusivos da cultivar

sensivel e barras azuis sdo aqueles genes com SNPs exclusivos da

cultivar tolerante.
Em trabalho realizado anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa, Telles

(2016) avaliou a taxa de fotossintese das mesmas cultivares do nosso trabalho -
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SP81-3250 (tolerante) e RB85-5453 (sensivel) sob estresse hidrico moderado, severo
e controle em cada época amostral de 30, 60 e 90 dias. A autora observou que a
atividade fotossintética na cultivar tolerante foi maior que na sensivel aos 90 dias de
estresse, na condicdo de déficit hidrico severo. Com isso, sugerimos que a diferenca
entre as proporcdes de termos anotados relacionados a fotossintese possa estar
associada a maior eficiéncia da cultivar tolerante frente aos efeitos do estresse hidrico.

4.6. Genes associados a SNPs putativos relacionados a resposta ao estresse

hidrico

O estresse hidrico, assim como os demais estresses abidticos, atua como um
sinal primario que € percebido pelas células, desencadeando uma cascata de
sinalizacdo que leva a ativacao de fatores de transcricdo e induz a transcricdo de
genes especificos, cujos produtos funcionais estdo relacionados com o
restabelecimento da homeostasia celular, protecdo e reparo das proteinas e
membranas danificadas e eliminacdo de radicais livres e compostos toxicos
(Shinozaki e Yamaguchi-Shinozaki, 2000; Hoekstra et al., 2001).

Aqui destacamos algumas variacbes que apresentaram impacto alto ou
moderado em genes que codificam proteinas relacionadas com a resposta ao
estresse hidrico nas plantas. Essas variacdes ocorreram exclusivamente na cultivar
tolerante e apenas em regides codificantes dos genes. Os SNPs putativos presentes
nessas regides podem alterar a estrutura primaria (sequéncia), a conformacéo
(estrutura secundéaria e terciaria) e consequentemente, a funcao da proteina. Dessa
forma, esperamos que essas variagbes estejam relacionadas a um aumento no
potencial da planta em reagir a situacdes de estresse, conferindo carater de tolerancia
a planta.

Também avaliamos a expresséo génica dos genes que apresentaram SNPs, e
todos os genes aqui destacados tiveram sua expressao alterada em decorréncia do
estresse aplicado. Além disso, alguns desses genes apresentaram expressao
diferencial quando comparadas ao controle, o que reforca o indicativo de sugerirmos
esses genes como potenciais candidatos a marcadores moleculares para selecao

assistida. Todos esses resultados estdo resumidos na tabela 4.
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Tabela 4. SNPs candidatos presentes em genes de resposta ao estresse hidrico. ID: identificagdo do gene; POS: posicdo do
SNP na sequéncia; REF: nucleotideo de referéncia; ALT: nucleotideo alterado pelo SNP.

Aminoéacido . . Anotacéo Anotacao Expresséo
ID POS REF ALT trocado Efeito predito Impacto PGSB genoma hovo diferencial
40843 c4 g1 817 A G  Ser—Ser  Muacdodesentidotocadoe ) g CDPK NA NA
insercd@o de cddon conservativa
1540 C T  Gli—Gl Mutagdo de sentido trocado e, 0 - LRR-RPK NA NA
insercé@o de coédon disruptiva
34949 _c1 g1 Mutacio d fidot q
2462 C T  Ser—Asn _-cacdodesentidolrocado® 40 rado LRR-RPK NA NA
insercdo de codon conservativa
M a i . . . . . .
1299 C G Ser — Arg . “‘a‘ia" de s,ent|do trocado'e Moderado Serina/Treonina quinase Serina/Treonina quinase Severo 90d x
insercdo de codon conservativa Controle 90d
36275_c1_gl 1500 G A Lis — Lis . M“ta‘ia" de s,ent|do trocado'e Moderado Serina/Treonina quinase Serina/Treonina quinase Severo 90d x
insercdo de codon conservativa Controle 90d
M & ntido tr . . . . . . ver X
1539 G A Arg — Arg . “‘a‘ia" de s,e tido ¢ ocado'e Moderado Serina/Treonina quinase Serina/Treonina quinase Severo 90d
insercdo de codon conservativa Controle 90d
M a i . . .
48440 c6_g2 1385 G A Asp — Asp . utagelo de se,nt|do t.r ocad.o N Moderado Serina/Treonina quinase NA NA
insercéo de cédon disruptiva
M a i . . .
46100 c3 g1 1250 C T Ala — Ala . utageio de se,ntldo t-rocadlo © Moderado Serina/Treonina quinase NA NA
insercao de codon disruptiva
Mutagao de sentido trocado e . . .
46278 c3 gl 1355 C T Ser — Ser . ~ J . . Moderado Serina/Treonina quinase NA NA
insercao de codon disruptiva
1340 G T Pro — Pro Mutagelo de se,ntldo t-rocadlo © Moderado Serina/Treonina quinase NA NA
insercao de codon disruptiva
1426 A G Leu — Leu . Mutagao de S'entldo trocadohe Moderado Serina/Treonina quinase NA NA
insercao de codon conservativa
Mutagao de sentido trocado e . . .
1431 G A Pro — Leu . z . . Moderado Serina/Treonina quinase NA NA
insercao de codon conservativa
42279 c2_gl1 Mutacio d fido t q
1436 T A Arg — Arg nu agelo © se,n do trocado & Moderado Serina/Treonina quinase NA NA
insercao de codon disruptiva
1607 T C Ser — Ser Mutag;{o de se,nt|do t.rocad.o © Moderado Serina/Treonina quinase NA NA
insergéo de codon disruptiva
Mutacéo de sentido trocado e . . .
1691 C G Glu — Asp Moderado Serina/Treonina quinase NA NA

insergéo de codon disruptiva
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Aminoécido . . Anotacéo Anotacao Expresséo
ID POS REF ALT trocado Efeito predito Impacto PGSB genoma novo diferencial
= . Fator de liga¢éo do .
Mut d tido trocad . El t Moderado 90d
41837_cl g2 286 A G Lis — Glu . . a(;elo © se,n do .roca .0 © Moderado elemento responsivo ao emento responsivo ao oderado X
insercao de codon disruptiva ABA Controle 90d
ABA (ABF)
. Mutag&o de sentido trocado e Fator de resposta a auxina Severo 30d x
1008 G c Ala — Gli insercao de codon conservativa Moderado (ARF) NA Controle 30d
Mutagao de sentido trocado e Fator de resposta a auxina Severo 30d x
87325 c0 gl 889 c T Val — Met insercao de codon conservativa Moderado (ARF) NA Controle 30d
Mutagao de sentido trocado e Fator de resposta a auxina Severo 30d x
924 G A Ala — Val insercao de codon conservativa Moderado (ARF) NA Controle 30d
Mutagao de sentido trocado e Fator de resposta a auxina Fator de resposta a auxina
2144 T c Leu — Pro insercao de codon disruptiva Moderado (ARF) (ARF) NA
Mutagao de sentido trocado e Fator de resposta a auxina Fator de resposta a auxina
43317_c2_gl 2308 A G lle — Val insercéio de cédon disruptiva Moderado (ARF) (ARF) NA
Mutagao de sentido trocado e Fator de resposta a auxina Fator de resposta a auxina
24 A T | L . ~ . . . M NA
80 Gin — Leu insercé@o de cédon disruptiva oderado (ARF) (ARF)
48302 c0_gl 4561 c A Val - Leu . Mutagao de s,entldo trocado'e Moderado Fator de resposta a auxina NA NA
insercdo de codon conservativa (ARF)
TGT TCT ) Mudanga no quadro de leitura e -
32452 _c0 gl 462 Ge GC His — Asp mutagsio de sentido trocado Alto Fator de transcricao MYB NA NA
47341.c0g1 87 G A  AgoHs  Muacdodesentidotiocadoe o0 Eator de transcricio MYB MYB NA
insercao de codon disruptiva
1690 T A lle — lle . M“ta‘fa" de §entldo trocado'e Moderado Fator de transcricado MYB MYB Severo 30d x
insercdo de codon conservativa Controle 30d
1756 A G Pro— Pro . M“ta‘fa" de §entldo trocado'e Moderado Fator de transcricao MYB MYB Severo 30d x
insercdo de codon conservativa Controle 30d
1888 G A Ala — Ala . Mutagao de §entldo trocado'e Moderado Fator de transcricao MYB MYB Severo 30d x
36247 c2_ gl insercdo de cddon conservativa Controle 30d
1921 A G Pro — Pro . Mutagao de s,entldo trocado'e Moderado Fator de transcricdo MYB MYB Severo 30d x
insercé@o de cddon conservativa Controle 30d
2072 G T Ala — Ser Mutagéio de se,ntldo t'rocad.o © Moderado Fator de transcricdo MYB MYB Severo 30d x
insercéo de cdédon disruptiva Controle 30d
2144 A C Arg — Arg Mutagao de sentido trocado e Moderado Fator de transcricdo MYB MYB Severo 30d x

insercao de cédon disruptiva

Controle 30d
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Aminoécido . . Anotacéo Anotacao Expresséo
ID POS REF ALT trocado Efeito predito Impacto PGSB genoma novo diferencial
39011 c2 g1 502 C G Pro — Ala Mutagelo de se,nt|do t.rocad.o © Moderado Fator de transcricdo MYB NA NA
insercao de codon disruptiva
48115 c0.g2 670 A G  ValoAa  Mulcdodesentidotocadoe o0 i0 Fator de transcricio MYB MYB NA
insercao de codon conservativa
~ . Fatores de Transcri¢do ;
45438 c1 g3 192 G A Aa—Th  Mutacdodesentdowocadoe 0 g Dedos de Zinco (Zinc Dedos de Zinco NA
insercao de codon disruptiva . (Zinc Finger)
Finger)
CG CG Mutagao de sentido trocado e Proteina de Choque Proteina de Choque
1029 CcC CT Ala — Ala insercao de codon conservativa Moderado Térmico (HSP) Térmico (HSP) NA
. . Mutag&o de sentido trocado e Proteina de Choque Proteina de Choque
45824 c2 g1 1140 c T Gli — Gl insercao de codon conservativa Moderado Térmico (HSP) Térmico (HSP) NA
Mutagao de sentido trocado e Proteina de Choque Proteina de Choque
606 ¢ T Asn — Asn insercao de codon conservativa Moderado Térmico (HSP) Térmico (HSP) NA
2641 A G Asn — Ser Muta(;elo de se/ntldo t.rocad.o e Moderado Fator de tr/ans.cn(;ao de Fator de tr’ans.crlgao de Severo 90d x
43402_c0_gl insercé@o de cédon disruptiva estresse térmico (HSF) estresse térmico (HSF) Controle 90d
- Mutacéo de sentido trocado e Fator de transcri¢éo de Fator de transcricéo de Severo 90d x
1 T Al Val . ~ J ) . M P P
3106 c a—va insercé@o de cédon disruptiva oderado estresse térmico (HSF) estresse térmico (HSF) Controle 90d
. Y = - F —
33867 c2 g1 659 c G Cis — Ser . utagao de §entldo trocado'e Moderado ator de tr,ans.crlcao de NA NA
insercdo de cddon conservativa estresse térmico (HSF)
45604 c3 g2 1504 c T Tre — Met Mutageio de se'ntldo t.rocad.o e Moderado Glutationa S-transferase NA NA
insercdo de cédon disruptiva (GST)
689 T G Tre — Glu Perda~do cod9n de paradg e Alto NA Glutationa S-transferase NA
insercdo de cédon disruptiva (GST)
35415 c1 g1 364 c A Tre — Tre . Mutagao de §entldo trocado'e Moderado NA Glutationa S-transferase NA
- insercdo de cddon conservativa (GST)
442 G T Gln — His . Mutagao de §entldo trocado'e Moderado NA Glutationa S-transferase NA
insercdo de cddon conservativa (GST)
20783 0 gl 339 A G lle — Val Mutageio de se,ntldo t'rocad.o e Moderado NA Glutationa S-transferase NA
- = insercéo de cdédon disruptiva (GST)
350 G A Ala — Val . Mutagao de s,entldo trocado'e Moderado Proteina Universal de NA Moderado 90d x
46450 c0 G2 insercé@o de cddon conservativa Estresse (USP) Controle 90d
_cU_9g = - - -
360 G T Pro — Tre Mutacéo de sentido trocado e Moderado Proteina Universal de NA Moderado 90d x

insercao de coédon conservativa

Estresse (USP)

Controle 90d
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4.6.1. Proteinas quinases dependentes de célcio (CDPKs), Serina/Treonina
quinases (Ser/Tre) e Receptores do tipo quinase com repeticOes ricas em
leucina (LRR-RPK)

As proteinas quinases estdo envolvidas na regulacdo de aspectos chaves de
diversas fungdes celulares, incluindo divisao celular, metabolismo e respostas a sinais
externos. As proteinas quinases catalisam a transferéncia de y-fosfato de ATP (ou
GTP) para os substratos proteicos, processo conhecido como fosforilacdo. A
fosforilacdo/desfosforilacdo de proteinas tem sido reconhecida como um dos
principais mecanismos da regulacdo pdés-traducional da atividade de proteinas e da
transducdo de sinais intracelulares em organismos eucariéticos. Dessa forma, a
fosforilacdo pode resultar na ativacdo ou inativacdo de proteinas (Cheng et al., 2011).

O Ca?* presente no citoplasma funciona como um mensageiro secundario,
responsavel pela ativacdo de diversas proteinas quinases que regulam a expressao
génica (Taiz et al., 2017). As proteinas quinases dependentes de Ca?* (CDPKs)
implementam os sinais de Ca?" no citoplasma por meio da fosforilacéo,
desempenhando acéo em cascatas de sinalizacéo, induzidas, por exemplo, por frio,
seca, salinidade, ferimentos e deficiéncia nutricional (White e Broadley, 2003).
Diversos estudos comprovam a participacdo das CDPKs na tolerancia ao estresse
hidrico em plantas (Ma e Wu, 2007; Xu et al., 2010; Wei et al., 2014).

Semelhante a muitas proteinas quinases, as quinases receptoras (RPKs) séo
proteinas transmembranares e estdo envolvidas em multiplos processos fisiolégicos,
incluindo desenvolvimento, resisténcia a doencas, percepcao hormonal e respostas
ao estresse (Ouyang et al. 2010). Quando a planta € submetida a condi¢cBes de
estresse abiotico, as RPKs percebem os ligantes extracelulares e ativam a via a
jusante através da fosforilagdo dos dominios intracelulares de serina/treonina quinase
(Osakabe et al. 2013).

As RPKs podem ser divididas em trés subclasses principais de acordo com a
especificidade dos diferentes substratos entre os dominios quinases. As subclasses
sdo os (1) receptores tirosina quinase, que estdo envolvidos na fosforilacdo de
residuos de tirosina; (2) receptores serina treonina quinase, que fosforilam residuos

de serina e treonina; e (3) receptores histidina quinase que fosforilam residuos de
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histidina.

Segundo Afzal et al. (2008) os receptores serina treonina quinases interagem
com outras proteinas para realizar uma ampla gama de processos, desempenhando
um papel central na sinalizacéo durante o reconhecimento do estresse, a subsequente
ativacao dos mecanismos de defesa e o controle do desenvolvimento das plantas. De
acordo com Hong et al. (1997), o LRR-RPK é induzido por ABA, desidratagdo, alto
teor de sal e baixas temperaturas.

Neste trabalho, encontramos 15 variacdes de impacto moderado do tipo SNP
em 7 genes diferentes que codificam quinases. O gene 36275 cl1 g1 que codifica
uma proteina serina/treonina quinase apresentou trés SNPs em posi¢cfes diferentes,
sendo um deles do tipo transversado, provocado pela troca de uma citosina por uma
guanina, resultando na troca dos aminoacidos de Serina para Arginina (Tabela 4).
Esse gene também apresentou expressao diferencial induzida sob estresse hidrico
severo aos 90 dias de tratamento quando comparado ao controle do mesmo periodo,
o que indica que ele pode estar atuando em conjunto com uma cascata de sinalizacao
em resposta ao carater de tolerancia a seca. Além disso, esse gene recebeu anotacao
quando alinhado ao novo genoma da cana-de-agucar recém-publicado (Souza et al.,
2019).

4.6.2. Fatores de Transcricdo ABF, ARF, MYB e Zinc Finger

Uma das mais importantes respostas as condi¢cdes ambientais adversas é o
controle da transcricdo. Os fatores de transcricdo (FTs) funcionam na ativacdo ou
repressdo génica através da associacdo de dominios de ligagdo a sequéncias
consenso do DNA na regido do promotor de genes alvo (Akhtar et al., 2012).

Muitos genes que codificam fatores de transcricdo s&o induzidos por estresse,
sugerindo que varios mecanismos de regulacédo da transcricdo podem funcionar no
ajuste das vias de transducé&o dos sinais de estresse provocado por seca, frio ou alta
salinidade (Shinozaki e Yamaguchi-Shinozaki, 2007). Geralmente esses FTs sao
agrupados em familias com base no seu dominio de ligagdo ao DNA, incluindo
CBF/DREB, ABF/ABAE, HSF, bZIP, MYC/MYB e Zinc finger (Zhu, 2001; 2002).

Os FTs aqui citados apresentam fundamental importancia nas plantas por
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estarem envolvidos em respostas aos estresses abioticos e abidticos, especialmente
a seca. Esses FTs possivelmente estdo atuando na ativagdo de muitos genes
relacionados aos mecanismos de resposta ao déficit hidrico em cana-de-acucar.
Assim, sugerimos que os polimorfismos presentes nestes genes estejam contribuindo

de alguma forma para o carater de tolerancia dessa planta.

4.6.2.1. Fator de ligacdo do elemento responsivo ao ABA (ABF)

As plantas sintetizam compostos do metabolismo secundéario, denominados
fitormbnios, para adequar seu metabolismo as diversas condicbes ambientais e
regular os processos fisioldégicos necessarios ao seu desenvolvimento, sendo o acido
abscisico (ABA) um dos mais importantes. E bem estabelecido na literatura que a seca
desencadeia a produgéo de ABA, o qual resulta no fechamento dos estdmatos e na
inducdo da expressao de genes relacionados ao estresse (Yamaguchi-Shinozaki e
Shinozaki, 2005).

Alguns genes regulados por ABA compartilham um elemento cis comum de 8
a 10 pb conhecido como ABA-responsive element (ABRE). Um pequeno grupo de
fatores de transcricdo bZIP (basic leucine zipper), AREB (ABA responsive element
binding protein) e ABF (ABA responsive element binding factor) podem se ligar a
ABRE e ativar a expressao dos genes relacionados a tolerancia ao estresse hidrico
(Busk e Pages, 1998).

Plantas mutantes de algodao superexpressando os genes GhABF2D e AtABF3
mostraram maior resisténcia em condi¢c6es de déficit hidrico reduzindo a perda de
agua por transpiragdo através do fechamento dos estématos (Kerr et al., 2018). Neste
trabalho, um gene anotado como fator de ligacdo do elemento responsivo ao ABA
apresentou uma variacao de impacto moderado do tipo SNP de transicéo, provocando
a troca de uma adenina por uma guanina, com subsequente altera¢cdo do aminoacido
Lisina para Glutamato, o que pode resultar em uma proteina diferente da esperada
(Tabela 4).

Além disso, esse gene também apresentou expressao diferencial sob estresse
moderado aos 90 dias de tratamento quando comparado com o controle no mesmo

periodo (Tabela 4). Tanto a variagdo quanto a expressao diferencial foram observadas
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exclusivamente na cultivar tolerante, indicando um possivel candidato a marcador

molecular para resisténcia a seca.

4.6.2.2. Fator de resposta a auxina (ARF)

Outro fitormdnio relacionado com a resposta das plantas ao estresse hidrico é
a auxina, também denominado &cido indolacético (AlA). O AlA foi um dos primeiros
fitormonios identificados em plantas, onde € predominantemente sintetizado em
tecidos com crescimento rapido, como meristemas apicais, folhas jovens, frutos e
sementes em desenvolvimento (Ljung et al., 2001). Aloni et al. (2006) também
relataram que as extremidades das raizes podem sintetizar esse composto, regulando
a sua distribuicdo. Além disso, o AIA desempenha um papel chave na regulacédo do
crescimento das plantas, como o alongamento das células, desenvolvimento de
tecidos vasculares e dominancia apical (Wang et al., 2001).

Embora o AlA tenha sido amplamente reconhecido por seu papel na regulacéo
do crescimento e desenvolvimento da planta, esse fitorménio pode ainda regular a
resposta do crescimento da planta sob estresses abioticos, inclusive seca (Jain e
Khurana, 2009; Eyidogan et al., 2012). Ribaut e Pilet (1994) utilizaram raizes de milho
submetidas ao déficit hidrico para avaliar se mudancas nos niveis de auxina durante
0 estresse. Os autores observaram que 0s niveis de auxina subiam com o aumento
no nivel de estresse hidrico e concluiram que a auxina pode apresentar um importante
papel na regulacdo do metabolismo e crescimento das raizes em condi¢bes de
estresse hidrico.

A expressao de AlA é controlada, basicamente, por duas familias de fatores
de transcricdo: ARF e AUX/AIA (Guilfoyle e Hagen, 2007). Os ARFs (fatores de
resposta a auxina) sao capazes de se ligar a elementos de resposta TGTCTC
presentes nos promotores de genes que respondem a auxina, ativando ou
reprimindo suas transcrigcdes ou ainda recrutando outros fatores de transcrigao
(Guilfoyle e Hagen, 2007), que mediam a resposta a auxina (Song et al., 2009). Com
isso, foi observado que os ARFs estéo relacionados a sinalizagdo hormonal (Li et al.,
2006), senescéncia (Ellis et al., 2005) e desenvolvimento (Krogan et al., 2012).

Kang et al. (2018) avaliaram os efeitos do gene IbARF5 de batata doce em
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plantas transgénicas de Arabidopsis e observaram que houve um aumento na
tolerancia a seca e salinidade. Essas plantas apresentaram aumento no conteudo de
carotenoides, teor de ABA, prolina e aumento na atividade da enzima superoxido
dismutase, com consequente diminui¢cdo no conteudo de H202. Os carotenoides séo
um dos precursores do ABA e apresentam um papel funcional no desenvolvimento e
adaptacao ambiental das plantas (Schwartz et al., 2003). Dessa forma, sugere-se que
um aumento no conteudo de carotenoides proporciona uma melhor adaptacdo das
plantas a condicGes adversas.

Neste trabalho foram encontrados trés genes que codificam ARFs com sete
variagdes de impacto moderado do tipo SNP, sendo trés transversdes e quatro
transicOes. Todos os sete SNPs provocaram troca de aminoacidos (Tabela 4), o que
pode alterar a proteina final. O gene 37325 c0_g1 apresentou expresséao diferencial
sob estresse hidrico severo aos 30 dias de tratamento quando comparado ao controle
do mesmo periodo, o que pode estar relacionado com uma resposta precoce da planta
em condicdes de estresse hidrico severo. Além disso, o gene 43317 c2 gl i2
também recebeu anotacao no alinhamento contra o novo genoma da cana-de-agucar

recém-publicado (Souza et al., 2019).

4.6.2.3. Fatores de transcricdo MYB

Os fatores de transcricdo MYB estdo presentes em todos 0s eucariotos e sao
uma das maiores familias de FTs conhecidas em plantas. Eles estdo associados a
regulacdo de diversos processos nas plantas, como metabolismo secundario,
respostas a hormonios e regulacdo de morfogénese celular, além da participacédo na
defesa contra fatores bio6ticos e abidticos (Buck e Atchley, 2003; Dubos et al., 2010).

A sintese de MYB nas plantas acompanha o acumulo de ABA enddgeno
durante os estagios mais avancados de respostas ao estresse. Esta via também pode
ser ativada por acido jasménico (JA) que é produzido pela planta em resposta a
estresses bibticos e ferimentos (Abe et al., 2003). Segundo Lindemose et al. (2013),
a interacéo de genes da familia de FTs MYB com o ABA resulta diversos mecanismos
de resposta ao estresse abidtico, tais como regulacdo da abertura estomatica,

supressdao da ativagcdo do gene responsivo ao acido jasmonico, regulacdo da resposta
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ao estresse por seca atraves da interacdo entre ABA e auxina, entre outros.

Outros trabalhos comprovam a participagcdo dos FTs MYB na resposta das
plantas ao estresse hidrico em diferentes espécies de plantas, inclusive cana-de-
acucar (Cominelli et al., 2005; Rodrigues et al., 2011; Shan et al., 2012; Chen et al.,
2015). Com relagdo aos polimorfismos, Parida et al. (2012) validaram 362 SNPs
relacionados com estresse biético e abiético em 91 gendtipos de arroz. Desse total de
variacfes, 10 SNPs ocorreram em genes que codificam FTs da familia MYB.

Neste trabalho foram encontrados cinco genes que codificam fatores de
transcricdo da familia MYB e que apresentaram variacdes de impacto alto e moderado
do tipo SNP, sendo que um deles (36247 _c2_g1l) apresentou 6 variacOes diferentes
no mesmo gene (Tabela 4). Além disso, esse gene apresentou expressao diferencial
sob estresse hidrico severo aos 30 dias de tratamento quando comparado ao controle
do mesmo periodo. Os SNPs e a expressao diferencial presente nesse gene podem,
provavelmente, estar relacionadas a resposta ou tolerancia ao estresse hidrico na
cana-de-acUcar.

O SNP do gene 32452 c0 gl provocou uma variacdo de impacto alto na
proteina entre os genes discutidos. Essa variacdo foi classificada como SNP de
transversdo, com a troca do nucleotideo Guanina para Citosina, causando uma

mudanca no quadro de leitura e substituicdo do amino&cido Histidina para Asparagina.

4.6.2.4. Fatores de Transcrigao Dedos de Zinco (“Zinc Finger”)

As proteinas “Zinc Finger’ estdo entre as mais abundantes nos genomas
eucarioticos, apresentando func¢des diversas que incluem reconhecimento de DNA,
embalagem de RNA, regulacdo da apoptose, dobragem e montagem de proteinas,
ligagdo lipidica e ativagéo transcricional (Laity et al., 2001). Essas proteinas
apresentam alta afinidade para ligagdo com sequéncias especificas de DNA e
possuem dominios de ligagdo ao DNA caracteristicos em fatores de transcrigdo
(Margolin et al., 1994).

Os fatores de transcri¢cao “Zinc Finger” (ZF) compdem uma familia de fatores
de transcricdo consideravelmente grande em plantas, podendo ser classificadas em
diferentes tipos de proteinas, como C2H2, C2HC, C2HC5, C3HC4, CCCH, C4,
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C4HC3, C6 e C8, baseado no numero e localizacdo dos residuos de cisteinas e
histidinas ligadas a um ion de zinco na estrutura secundaria do dedo (“finger”) (Seok
et al., 2016).

Os ZF podem desempenhar importantes funcdes biologicas pela interacdo com
o DNA ou cromatina, RNA e outras proteinas, além de estarem envolvidos com o
crescimento e desenvolvimento de plantas, respostas a fitormonios e a estresses
bidticos e abioticos (Li et al., 2013). Em plantas, o tipo C2H2 esta envolvido no
crescimento e desenvolvimento das mesmas. De acordo com Kielbowicz-Matuk
(2012), existe um potencial na manipulacdo de genes C2H2 para conferir tolerancia a
salinidade, frio, seca, calor, estresse osmotico e oxidativo.

Neste trabalho, um gene anotado como ZF apresentou uma variacao de
impacto moderado do tipo SNP, onde ocorreu uma transicdo com a troca de uma
guanina por uma adenina, resultando na substituicdo do aminoacido Alanina por
Treonina e que pode influenciar na composic¢ao da proteina final (Tabela 4). Diversos
trabalhos ja demonstraram a relagdo dos zinc finger com mecanismos de tolerancia
ao estresse (Wang et al., 2008; Peng et al., 2012; Seok et al., 2016), o que pode tornar
esse polimorfismo um potencial candidato a marcador molecular para tolerancia a

Seca.

4.6.2.5. Fatores de transcricao de estresse térmico (HSF) e Proteinas de Choque
Térmico (HSP)

Os fatores de transcricdo de estresse térmico (heat stress transcription factor -
HSF) estéo envolvidos na regulacdo da expresséo de diversos genes responsivos ao
estresse, desempenhando um papel chave na tolerancia a varios estresses abiéticos,
como salinidade, frio e seca. Além disso, alguns estudos comprovam que fitormdnios
relacionados ao estresse abiotico, como acido jasmonico (JA), acido abscisico (ABA),
acido salicilico (SA) e etileno (Et) regulam a expresséo de genes HSF (Hu et al., 2015;
Huang et al., 2015; Zhang et al., 2015).

Os HSFs se encontram como mondmeros na auséncia de estresses, porém ao
serem submetidos a altas temperaturas, sdo convertidos para a forma trimerizada e

se ligam a regido de controle no gene, conhecida como Elemento de Resposta ao
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Choque Térmico (HSE) que, por sua vez, induz a expressao das Proteinas de Choque
Térmico (HSP) (Guo et al., 2008).

A principal funcéo das HSPs € atuar como chaperonas, evitando a agregacao
ou desnaturacdo protéica, além de promover a renaturacdo das proteinas que
perderam sua conformacéo ativa (Liberek et al., 2008; Tyedmers et al., 2010). Existe
uma forte interagdo entre o dobramento de proteinas celulares e sistemas de
degradacédo mediados por chaperonas. Tem sido observado que HSPs induzidas por
déficit hidrico previnem a agregacéao de proteinas e a desnaturacdo durante 0 mesmo
(Vaseva et al., 2012).

Neste trabalho, dois genes anotados como HSFs apresentaram trés variacdes
de impacto moderado do tipo SNP, provocando duas transi¢cdes e uma transversao
gue resultaram na troca dos aminoacidos (Tabela 4). Essas trocas provavelmente
resultardo em uma proteina diferente da esperada. Também observamos que o gene
43402_c0_g1 apresentou expressao diferencial sob estresse severo aos 90 dias de
tratamento quando comparado com o controle no mesmo periodo, que vai de acordo
com o descrito por Dossa et al. (2016) em estudo do perfil de expressdo de genes
HSF em plantas de gergelim em resposta ao estresse hidrico, onde 90% dos genes
HSF responderam a seca. Com isso, sugerimos que esse gene apresenta potencial
para um possivel candidato a marcador molecular para resisténcia a seca.

Também identificamos um gene que codifica uma HSP com trés variacdes de
impacto moderado do tipo SNP, todos de transicao, porém em nenhum deles houve
troca de aminoacidos (Tabela 4). Os genes 45824 c2 gl e 43402_c0_g1 receberam

anotacao no alinhamento com o novo genoma da cana-de acucar recém-publicado.

4.6.3. Glutationa S-transferase

Durante o déficit hidrico pode ocorrer um desequilibrio entre a eliminacao
enzimatica e ndo enzimatica de Espécies Reativas de Oxigénio (EROSs), resultando
em um subito aumento do potencial redox celular, o que pode ocasionar danos a
diversos componentes celulares como lipidios, proteinas e acidos nucleicos (Labudda
e Azam, 2014). Assim, a capacidade da planta de inativar as EROs é resultado do

perfeito funcionamento de seu metabolismo antioxidante e ajuste osmético, conferindo
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caracteristica de tolerancia a seca (Angelova et al., 2000).

O efeito negativo das EROs é chamado estresse oxidativo, podendo causar
danos fotoinibitorios e fotoxidativos em plantas sob condi¢cdes de seca. O sistema
antioxidante das plantas € responsavel pela eliminacdo das EROs através de enzimas
como superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato-peroxidase (APX),
glutationa redutase (GR), glutationa peroxidase (GPX), guaiacol peroxidase (GPOX)
e glutationa S-transferase (GST) (Asada, 1999).

As glutationas S-transferases sdo uma familia de enzimas de detoxificacdo bem
caracterizadas e que estao envolvidas na tolerancia das plantas a estresses abioticos.
Essas enzimas catalisam a conjugacao da glutationa reduzida (GSH) a substratos
eletrofilicos produzindo conjugados destes compostos que s&do soluveis em agua, o
que reduz sua toxicidade e protege os tecidos vegetais dos danos causados pelo
estresse oxidativo (Anderson e Davis, 2004).

Chen et al. (2012) avaliaram plantas mutantes de Arabidopsis
superexpressando o gene AtGSTU17 e observaram que houve maior tolerancia a
seca e ao estresse salino quando comparadas as plantas selvagens. As plantas
mutantes também apresentaram maiores niveis de ABA, menores aberturas
estométicas e menores taxas de transpiragéo.

Gallé et al. (2009) também verificaram a presenca de GST em plantas de trigo
submetidas ao déficit hidrico durante o periodo de enchimento dos gréos. Os autores
observaram que os genes TaGSTU1B e TaGSTF6 que codificam GSTs apresentaram
um alto nivel de expresséao induzida pela seca em quatro cultivares avaliadas, sendo
gue a maior expressao foi detectada em uma cultivar tolerante.

Neste trabalho, encontramos um gene que codifica uma GST com uma
variacdo de impacto moderado do tipo SNP de transicdo, em que ocorreu a troca de
uma citosina por uma timina, resultando na substituicdo do aminoacido Treonina por
Metionina. Entretanto, um caso peculiar chamou atencéo. Dois genes que receberam
anotacdo apenas contra 0 novo genoma da cana-de-agucar recém-publicado (Souza
et al., 2019) codificam uma GST. Em um deles, o gene 35415 cl1 g1 apresentou uma
variacdo de impacto alto do tipo SNP de transverséo, que provocou a perda do cédon
de parada desta proteina (Tabela 4).
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4.6.4. Universal Stress Protein

As USPs foram originalmente descobertas em Escherichia coli e
posteriormente identificada em diversos outros organismos, como arqueias, bactérias,
plantas e metazoarios. Como seu préprio nome sugere, essas proteinas participam
de uma ampla gama de respostas celulares a estresses bidticos e abidticos (Nystrom
e Neidhardt, 1992).

As funcdes das USPs sdo bastante distintas, podendo estar associadas a
eliminacdo de ions, respostas a hip6xia, mobilidade celular e regulagdo do
crescimento e desenvolvimento celular, além de apresentarem atividade de ligagéo,
reparo e remodelamento do DNA e transporte de proteinas celulares (Kvint et al.,
2003; Drumm et al., 2009).

Essas proteinas sdo superexpressas quando submetidas a condicdes
ambientais desfavoraveis, incluindo falta de nutrientes (deficiéncia de carbono,
nitrogénio, fosfato, sulfato e aminoacidos), estresse por calor/frio, estresse oxidativo,
estresse hidrico, toxicidade por metais pesados, exposicdo a etanol, antibidticos, entre
outros (VanBogelen et al., 1990; Kvint et al., 2003).

De acordo com Jung et al. (2015), as USPs apresentam fundamental
importancia na tolerancia a estresses abioticos. A superexpressédo do gene USP induz
a ativacao de alguns genes pouco expressos durante o estresse, 0 que promove uma
melhora no crescimento da planta, diminui o acumulo de EROs, mantém a
homeostase ibnica e melhora o estado fisioldgico da planta, levando a protecédo da
célula contra danos oxidativo.

Em estudo realizado por Loukehaich et al. (2012), os autores avaliaram a
superexpressao do gene SpUSP (Solanum pennellii) em tomate transgénico sob
condi¢cbes de seca, e observaram que que houve um aumento nos niveis de ABA e
inducdo do fechamento estomatico com consequente reducdo na perda de agua,
conferindo caracteristica de tolerancia a seca e melhor eficiéncia fotossintética a
planta.

Em outro estudo semelhante, Udawat et al. (2016), avaliaram os efeitos do
gene SbUSP (Salicornia brachiata) em plantas de tabaco transgénicas submetidas a

diferentes condi¢Bes de estresse abidtico. Os autores concluiram que houve aumento
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no teor de clorofila, conteudo relativo de agua, prolina, aclcar total, aglcar redutor,
aminoécidos livres, potencial osmdético, conteudo de polifendis, estabilidade da
membrana, além de menor perda de eletrdlitos, menor peroxidacao lipidica e menor
acumulo de radicais Hz20:.

Neste trabalho, identificamos um gene que codifica uma USP e que apresentou
duas variagOes de impacto moderado do tipo SNP, sendo um de transi¢géo e outro de
transversdo, ambos provocando alteracdo de aminoacidos e que possivelmente terédo

impacto na proteina final (Tabela 4).
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5. CONCLUSOES

Os resultados deste estudo indicam que os “softwares” FreeBayes e SnpEff
foram eficientes na busca por SNPs candidatos e seus possiveis efeitos em duas
cultivares de cana-de-agUcar contrastantes quanto a tolerancia ao déficit hidrico.
Assim, foi possivel identificar SNPs candidatos exclusivos da cultivar tolerante em
alguns genes relacionados com a resposta da planta ao estresse hidrico, como fatores
de transcricdo ABF, ARF, MYB e “Zinc Finger”, proteinas quinases, proteinas de
choque térmico, proteina universal do estresse e enzimas de detoxificagdo como a
Glutationa S-transferase, sugerindo uma possivel relacdo desses polimorfismos com
a tolerancia da planta.

Além disso, os resultados apresentados para a busca e andlise de SNPs
candidatos para os genes acima descritos mostram que existe uma quantidade
limitada de modificacbes nas regides codificadoras desses genes. Isso pode ser
explicado pela existéncia de uma pressao de selecdo muito forte sobre esses genes
ao longo da evolucéao relacionada com a importancia das proteinas correspondentes
na cascata de eventos na qual elas estdo envolvidas.

A descoberta de novos SNPs para a cultura da cana-de-aclucar é de
fundamental importancia para os programas de melhoramento, uma vez que podem
diminuir o longo tempo necesséario para o lancamento de novos cultivares, através do
mapeamento de tracos de interesse agronémico por meio da selecao assistida por
marcador (MAS). A selecdo assistida por marcadores incorpora informacdes de
marcadores moleculares na selecdo de genoétipos superiores e mostra algumas
vantagens quando comparada a selecdo fenotipica, que é a mais utilizada nos
programas de melhoramento. Dentre elas cabe salientar a selecéo de caracteres onde
a avaliacao fenotipica exige alto investimento, como a resisténcia ao déeficit hidrico por
exemplo. Com isso, podemos concluir que os polimorfismos encontrados sao
potenciais candidatos a marcadores moleculares e que, futuramente, poderao ser
utiizados em programas de melhoramento através de selecdo assistida por
marcadores.

Aléem disso, a geracdo desse tipo de conhecimento podera, futuramente,

permitir a aplicacdo de técnicas de edi¢cdo génica visando a obtencdo de plantas mais
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adaptadas a seca. Por fim, a disponibilizacdo de uma referéncia génica em cana-de-
acucar, contribuird para as pesquisas relacionadas a esta cultura de grande

importancia econdémica.
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