
Universidade Federal de Pernambuco 

Centro de Biociências 

Programa de Pós-Graduação em Genética 

 

 

 

 

 

 

 

Manassés Daniel da Silva 

 

 

 

 

IIddeennttiiffiiccaaççããoo  ee  VVaalliiddaaççããoo  ddee  TTrraannssccrriittooss  SSuuppeerrSSAAGGEE  ddee  

CCaannaa--ddee--aaççúúccaarr  DDiiffeerreenncciiaallmmeennttee  EExxpprreessssooss  ssoobb  DDééffiicciitt  

HHííddrriiccoo 

 

 

 

 

 

 

Recife 

2017



 

 

Manassés Daniel da Silva 

 

 

 

 

 

 

IIddeennttiiffiiccaaççããoo  ee  VVaalliiddaaççããoo  ddee  TTrraannssccrriittooss  SSuuppeerrSSAAGGEE  ddee  

CCaannaa--ddee--aaççúúccaarr  DDiiffeerreenncciiaallmmeennttee  EExxpprreessssooss  ssoobb  DDééffiicciitt  

HHííddrriiccoo 

 

 

 

 
Tese apresentada ao Programa de Pós-
Graduação em Genética, área de 
concentração Biologia Molecular, da 
Universidade Federal de Pernambuco 
como parte dos requisitos exigidos para 
obtenção do título de Doutor em Genética. 

 

 

 

Orientador: Prof. Dr. Éderson Akio Kido 

 

 

Recife 

2017



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Catalogação na Fonte: 
Bibliotecária Marylu Souza, CRB-4/1564 

 
 

 
             

Silva, Manassés Daniel da               
      Identificação e validação de transcritos SuperSAGE de cana-de-açúcar 
diferencialmente expressos sob déficit hídrico / Manassés Daniel da Silva – Recife: O 
Autor, 2017. 
        
      176 f.: il. 
 

 Orientador: Éderson Akio Kido 
Tese (doutorado) – Universidade Federal de Pernambuco. Centro de 
Biociências. Doutorado em Genética, 2017. 
Inclui referências e anexos 

 
1. Expressão gênica 2. Cana-de-açúcar – Melhoramento genético 3. 

Plantas – Efeito da seca I. Kido, Éderson Akio II. Título. 
 
                                             
     572.865                       CDD (22.ed.)                          UFPE/CB-2017-339                                                              
                               

 

 



 

 

Manassés Daniel da Silva 
 

IIddeennttiiffiiccaaççããoo  ee  VVaalliiddaaççããoo  ddee  TTrraannssccrriittooss  ddee  CCaannaa--ddee--aaççúúccaarr  

DDiiffeerreenncciiaallmmeennttee  EExxpprreessssooss  ssoobb  DDééffiicciitt  HHííddrriiccoo  

  

Tese apresentada ao Programa de Pós-
Graduação em Genética, área de 
concentração Biologia Molecular, da 
Universidade Federal de Pernambuco 
como parte dos requisitos exigidos para 
obtenção do título de Doutor em Genética. 

 
Aprovado em: 23/05/2017 
 

 
Banca Examinadora: 

 

____________________________________________ 

Dr. Éderson Akio Kido 
Universidade Federal de Pernambuco 

 

____________________________________________ 

Dra. Ana Maria Benko Iseppon 
Universidade Federal de Pernambuco 

 

____________________________________________ 

Dra. Valesca Pandolfi 
Universidade Federal de Pernambuco 

 

____________________________________________ 

Dr. Paulo Paes de Andrade  
Universidade Federal de Pernambuco  

____________________________________________ 

Dr. Edson Luiz Folador 
Universidade Federal da Paraíba  

 



 

 

AGRADECIMENTOS  

 
Agradeço primeiramente ao meu pai, Tito Daniel da Silva, por ter dado 

todo apoio psicológico, financeiro e toda motivação necessários para conclusão 

desta etapa acadêmica. 

Agradeço à minha mãe, Zuleide Daniel de Oliveira, pela paciência em 

me lembrar de todos os compromissos e horários, ajudando-me a ser sempre 

pontual. 

Agradeço aos meus irmãos, Ceel Daniel da Silva e Lucas Daniel da 

Silva pelos incentivos, brincadeiras e estresses, que só os irmãos podem 

fornecer. 

Agradeço ao Dr. Prof. Éderson Akio Kido, por me iniciar na ciência, 

elevar meu pensamento crítico e ter me orientado até o momento da entrega 

desta Tese. 

Agradeço ao Dr. José Ribamar da Costa Ferreira Neto, pela orientação 

em temas científicos e no desenho de primers. 

Agradeço a todos os membros do Laboratório de Genética Molecular, em 

especial para Marislane, Amanda Thamires, George, Amanda Souza e Valesca, 

companheiros de bancada e da vida. 

Agradeço à minha noiva Rahisa Helena da Silva, pela paciência, apoio, 

amor e carinho dados a mim durante essa empreitada. 

Agradeço ao suporte financeiro oferecido pelas agências de fomento: 

CNPq, FINEP e especialmente à Coordenação de Aperfeiçoamento de 

Pessoal de Nível Superior - CAPES. 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 
 
 

"You have to do your own growing, no 

 matter how tall your grandfather was." 

 

Abraham Lincoln, 1858. 

 



 

 

Resumo 
 

A cana-de-açúcar é uma cultura de importância industrial, cultivada em países 
tropicais e subtropicais. Dentre os fatores abióticos, a seca é o que mais 
negativamente impacta a produtividade vegetal. Portanto, o desenvolvimento de 
variedades tolerantes à seca está relacionado com a sustentabilidade e a 
viabilidade econômica da cultura. O presente trabalho pretende contribuir para um 
melhor entendimento dos processos envolvidos na resposta da cana-de-açúcar à 
seca, através da identificação e validação de alvos moleculares diferencialmente 
expressos após tratamento de supressão de rega (24 h), com vistas ao 
desenvolvimento futuro de marcadores moleculares funcionais. Para tanto, 
análises in silico de bibliotecas HT-SuperSAGE (de raízes de variedades 
tolerantes e sensíveis sob estresse e sem estresse) possibilitaram identificar alvos 
moleculares relacionados a diferentes estratégias de resposta e a genes de 
fatores de transcrição (FTs). Destes, 26 alvos foram validados via RT-qPCR 
(dentre os quais, duas aquaporinas e cinco fatores de transcrição), com ao menos 
dois dos cinco genes de referência padronizados. Adicionalmente, a análise in 
silico identificou 94 genes FTs enriquecidos que controlam a expressão dos 
transcritos HT-SuperSAGE mais induzidos nos dois conjuntos de cultivares 
contrastantes em resposta ao estresse. Também foram identificados os 
elementos regulatórios atuantes em Cis (cis-Acting regulatory elements - CARE) 
mais prevalentes em regiões promotoras de nove dos 146 FTs induzidos. Dessa 
forma, os resultados aqui apresentados fornecem recursos valiosos de genômica 
funcional para aplicação no melhoramento da cana-de-açúcar frente ao déficit 
hídrico, cujo desdobramento biotecnológico auxiliará na sustentabilidade da 
manutenção e expansão dessa cultura. 

 
Palavras-chave: Transcriptômica. RT-qPCR. Expressão gênica. Promotores. 



 

 

Abstract 
  

Sugarcane is a significant industrial crop and it is grown in tropical and subtropical 
countries. Among the abiotic factors, drought is the one that most negatively 
impacts plant productivity. Therefore, the development of drought-tolerant varieties 
is related to the sustainability and economic viability of the crop. This paper aims 
to contribute to a better understanding of the processes involved in the response 
of sugarcane to drought, through the identification and validation of differentially 
expressed molecular targets after irrigation suppression (24 h) treatment, with a 
view to the future development of functional molecular markers. To this end, in 
silico analyzes of HT-SuperSAGE libraries (from roots of tolerant and sensitive 
cultivars under stress and without stress) made it possible to identify molecular 
targets related to different response strategies and genes of transcription factors 
(TFs). Of these, 26 targets were validated via RT-qPCR, (including two aquaporins 
and five transcription factors), with at least two of the five standardized reference 
genes. In addition, in silico analysis identified 94 enriched TFs genes that control 
the expression of the most induced HT-SuperSAGE transcripts in the two sets of 
contrasting cultivars in response to stress. The most prevalent cis-Acting 
regulatory elements (CARE) of nine of the 146 induced TFs were also identified. 
Thus, the results presented here provides valuable functional genomics resources 
for application in sugarcane breeding against water deficit, whose biotechnological 
development will help in the sustainability of the maintenance and expansion of 
this crop. 

Keywords: Transcriptomics. RT-qPCR. Gene expression. Promoters. 
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PEG  Polyethylene glycol (polietileno glicol) 

PFK-2 6-phosphofructo-2-kinase (6-fosfofrutocinase) 

PFP 1 Pyrophosphate fructose-6-phosphate 1-

phosphotransferase alpha subunit (subunidade alfa da 

pirofosfato frutose-6-fosfato 1-fosfotransferase) 

PGK Phosphosglycerate kinase (fosfoglicerato quinase) 

PGM Phosphoglucomutase (fosfoglucomutase) 



 

 

PGPB Plant growth-promoting bacteria (bactérias endofíticas 

promotoras de crescimento) 

PIP1-1 Plasma membrane intrinsic protein 1-1  

PYK Pyruvate kinase (piruvato kinase) 

QR Quinone reductase (quinona redutase) 

R Correlation coefficient (coeficiente de correlação) 

REST Relative Expression Software Toll (Programa-ferramenta 

para expressão relativa) 

RIDESA Rede Interuniversitária para o Desenvolvimento do Setor 

Sucroenergético 

RNA  Ribonucleic acid (Ácido ribonucléico) 

RNAi Interference RNA (RNA de interferência) 

ROS Reactive oxygen species (Espécies reativas de oxigênio) 

RT-qPCR  Quantitative reverse transcription polymerase chain 

reaction (reação quantitativa da transcrição reversa em 

cadeia da polimerase)  

RWC Relative water content (conteúdo relativo de água) 

SAGE Serial Analysis of Gene Expression (análise serial da 

expressão gênica)  

SAM Shoot apical meristem (meristema apical do caule) 

SAMDC S-Adenosylmethionine decarboxylase (S-

Adenosilmetionina descarboxilase) 

SD24S Biblioteca HT-SuperSAGE do bulk de genótipos 

sensíveis ao estresse sob condições de estresse 

(supressão de rega de 24 h) 

SD24T Biblioteca HT-SuperSAGE do bulk de genótipos 

tolerantes ao estresse sob condições de estresse 

(supressão de rega de 24 h) 

SDSC Biblioteca HT-SuperSAGE do bulk de genótipos 

sensíveis ao estresse sob condições controle 

SDTC Biblioteca HT-SuperSAGE do bulk de genótipos 

tolerantes ao estresse sob condições controle 

Sens  Sensitive cultivar (cultivar sensível) 



 

 

So Saccharum officinarum 

SOD Superoxide dismutase (superóxido dismutase) 

Ss Saccharum spp. 

ß-EXP Beta-expansin 8 precursor (Precusor da beta-expansina 

8) 

SuperSAGE  Super Serial Analysis of Gene Expression (super análise 

serial da expressão gênica) 

TALE Three amino acid loop extension (volta de três 

aminioácidos de extensão) 

tAPX Thylakoid ascorbate peroxidase 

TCA Tricarboxylic acid (ácido tricarboxílico) 

TF Transcription factor (fator de transcrição) 

TIM Triosephosphate isomerase (triose fosfato isomerase) 

TIP Tonoplast intrinsic protein (proteínas intrínsecas ao 

tonoplasto) 

TKT Transketolase (trascetolase) 

Tol Tolerant cultivar (cultivar tolerante) 

TPI Triosephosphate isomerase (triose fosfato isomerase) 

TRX Thioredoxin (Tioredoxina) 

UBQ Ubiquitin(ubiquitina) 

UNICA União da Indústria da Cana-de-Açúcar 

unitags  Unique tags (tags únicas) 

UR Up regulated (superexpresso) 

WRKY  motivo W R K Y  

ZIM  Zinc-finger protein expressed in Inflorescence Meristem 

(proteína de dedo de zinco expressa em meristema de 

Inflorescência) 

Zm Zea mays 

αTUB Alpha-tubulin (alfa-tubulina) 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A cana-de-açúcar (Saccharum spp. híbrido) é uma importante 

gramínea de propagação vegetativa pertencente ao gênero Saccharum, tribo 

Andropogoneae e família Poaceae. Seus principais produtos são açúcar e o 

biocombustível etanol. Segundo a Food and Agriculture Organization of the 

United Nations (FAO), a produção mundial dessa cultura totaliza 

aproximadamente dois bilhões de toneladas de biomassa anuais, originando 

um faturamento bruto de mais de 48 bilhões de dólares. A cana-de-açúcar é 

cultivada em mais de 100 países ocupando aproximadamente 26 milhões de 

hectares e o Brasil, com 684,77 milhões de toneladas estimadas pela 

Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB) para safra 2016/2017, 

desponta como maior produtor mundial dessa cultura, sendo também o 

principal processador da cana-de-açúcar em açúcar e etanol.  

 A demanda crescente por açúcar e biocombustíveis tem favorecido a 

expansão do setor, exigindo maior produtividade e condições de crescimento 

em regiões antes consideradas adversas, em decorrência de fatores climáticos 

e/ou de solos. Entre os estresses abióticos, o déficit hídrico é o mais prejudicial 

e afeta constantemente as áreas de expansão de cultivo. Portanto, o 

desenvolvimento de genótipos de cana-de-açúcar tolerantes à seca está 

estritamente relacionado à sustentabilidade e à viabilidade econômica da 

cultura. 

A complexidade do caráter tolerância à seca dificulta a obtenção de 

genótipos tolerantes ao déficit hídrico a partir de métodos convencionais, como 

o melhoramento genético clássico. A seca provoca um complexo conjunto de 
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respostas moleculares nas plantas, que se iniciam com a percepção do 

estresse – culminando em cascatas de transdução de sinais – e se manifestam 

como alterações aos níveis celular, fisiológico e morfológico. Essas alterações 

incluem: fechamento dos estômatos, a repressão do crescimento celular e da 

fotossíntese, além da ativação da respiração celular. As plantas em condições 

de seca também acumulam osmólitos e sintetizam proteínas especificamente 

envolvidas na tolerância ao estresse. 

Além das dificuldades para analisar a complexidade das respostas das 

plantas à seca, a cana-de-açúcar é um desafio do ponto de vista genético: o 

complexo Saccharum spp. híbrido foi originado a partir de cruzamentos 

interespecíficos que resultaram em um dos genomas mais complexos do reino 

vegetal. Assim, é um grande desafio tentar melhorar a cana-de-açúcar para o 

déficit hídrico e isso tem incentivado pesquisas de genômica funcional, 

principalmente a partir de transcriptomas, que vêm obtendo sucesso em 

identificar novos genes, gerar dados de regulação gênica, além de possibilitar a 

descoberta de genes candidatos a marcadores moleculares funcionais.  

Como milhares de etiquetas (tags) de 26 pares de bases podem ser 

sequenciadas em um mesmo experimento HT-SuperSAGE (Super Serial 

Analysis of Gene Expression), um compreensivo padrão do transcriptoma pode 

ser gerado, permitindo a detecção de milhares de transcritos diferencialmente 

expressos. Essa tecnologia possibilita análises qualitativas e quantitativas do 

transcriptoma de um ou mais genomas de eucariotos, a partir da mudança da 

frequência de, teoricamente, todo mRNA possuidor de cauda poli-A.  

O presente trabalho, a partir da metodologia de transcriptômica HT-

SuperSAGE, apresenta uma contribuição para um maior entendimento dos 
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processos envolvidos na resposta da cana-de-açúcar à seca através da 

identificação e validação de alvos moleculares de diferentes estratégias de 

tolerância à seca e de genes responsivos de fatores de transcrição, visando o 

desenvolvimento de marcadores moleculares funcionais para uso em seleção 

assistida ou mesmo uso para transformação genética de cultivares. Para tanto, 

foram selecionados e disponibilizados seis genes de (αTUB, GAPDH, H1, 

SAMDC, UBQ, 25S rRNA), utilizados na validação de um total de 26 alvos. Os 

alvos validados neste trabalho distribuem-se em um painel de 15 diferentes 

componentes de sete estratégias de resposta à seca (atenuação do estresse 

de excesso de etileno; crescimento radicular; degradação proteica; 

detoxificação oxidativa; biossíntese de ácidos graxos; transporte de 

aminoácidos, e metabolismo de carboidratos), quatro alvos validados na 

padronização de genes de referência (PIP1-1 [estresse salino], ACC oxidase 

[estresse salino], AS [déficit hídrico] e PFP 1 [déficit hídrico]), duas 

aquaporinas (PIP1-1 e PIP 1-3/PIP1-4) de um conjunto de 54 aquaporinas 

diferencialmente expressas (DE) e cinco fatores de transcrição (ScEREB58, 

ScMYB103, ScARF43, ScNAC5 e ScZIM14) de um painel de 541 TFs DE. 

Também foram identificados os elementos regulatórios atuantes em Cis (cis-

Acting regulatory elements - CARE) mais prevalentes em regiões promotoras 

de nove dos TFs induzidos. Esses dados fornecem pistas valiosas das 

respostas de variedades tolerantes e sensíveis ao estresse, bem como são 

fontes de alvos interessantes para estudos de transgenia e desenvolvimento de 

marcadores moleculares para seleção assistida. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 A cultura da cana-de-açúcar 

 A cana-de-açúcar (Saccharum spp. híbrido) é uma importante gramínea 

C4, de propagação vegetativa, com relevante habilidade em acumular elevados 

níveis de sacarose nos colmos (RAE et al., 2005; DILLON et al., 2007). As 

cultivares comerciais modernas dessa gramínea apresentam um dos genomas 

mais complexos do reino vegetal, com cariótipo 2n variando de 100 a 130 

cromossomos (D'HONT et al., 1996) e um tamanho 2C estimado em 10.000 Mb 

(D’HONT e GLASZMANN, 2001). Apresenta também elevados níveis de ploidia 

(D’HONT e GLASZMANN, 2001), além de frequentes eventos de aneupliodia 

(GRIVET e ARRUDA 2001), o que resultou em cultivares comerciais com grau 

de ploidia estimado em aproximadamente 12X (WANG et al., 2010). Essa 

complexidade pode ser explicada pelos cruzamentos interespecíficos entre 

Saccharum officinarum, S. barbieri, S. sinense e as espécies selvagens S. 

spontaneum e S. robustum (D’HONT et al.,1996; GRIVET e ARRUDA 2001).  

 O valor dessa cultura é dado pelos seus principais produtos, o açúcar e 

o biocombustível etanol (MENOSSI et al. 2008). Também é utilizada in natura, 

como ração animal; ou como matéria-prima para a fabricação de rapadura, 

melado e aguardente. Seus resíduos também são aproveitados na agricultura e 

indústria – o vinhoto é transformado em adubo e o bagaço é queimado nas 

caldeiras para geração de energia térmica ou convertido em etanol de segunda 

geração (CAPUTO et al., 2008; MENOSSI et al. 2008; CARDONA, QUINTERO 

e PAZ, 2010; HOFSETZ e SILVA, 2012).  

No ano de 2013, a produção mundial dessa cultura totalizou 

aproximadamente dois bilhões de toneladas de biomassa e resultou em um 
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faturamento bruto de mais de 48 bilhões de dólares (FAO, 2015). A cana-de-

açúcar é cultivada em mais de 100 países, ocupando mais de 26 milhões de 

hectares. O Brasil, com 684,77 milhões de toneladas estimadas para safra 

2016/2017 que estão sendo cultivadas em 8,9 milhões de hectares, expansão 

de 318,4 mil hectares, ou 3,7% em comparação a safra anterior, desponta 

como maior produtor mundial dessa cultura, como também o principal 

processador da cana-de-açúcar em açúcar e etanol (FAO, 2015; CONAB, 

2017). Segundo a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2017), a 

produção nacional está concentrada no estado de São Paulo responsável pela 

produção de 381,70 milhões de toneladas cultivadas em 4,65 milhões de 

hectares, que corresponde a 52,3% de toda a área cultivada com cana-de-

açúcar no país. Em seguida estão os estados de Goiás (com 10,4% da área 

total cultivada), Minas Gerais (9,2%), Mato Grosso do Sul (6.9%), Paraná com 

(7,0%), Alagoas (3,8%), Pernambuco (3%) e Mato Grosso (2,6%), com os 

demais estados representando (4,8%). 

Apesar da expansão em sua área de cultivo, a lavoura brasileira de 

cana-de-açúcar apresentou na safra 2012/2013 um desenvolvimento aquém do 

estimado e 8,3% inferior ao da safra 2011/2012. O clima foi o principal agente 

da queda na produtividade, consequência das chuvas escassas em 2011 e 

2012 para as regiões Sudeste e Centro-Oeste, que também afetaram o final da 

colheita de 2012 da região Nordeste, reduzindo a brotação e o 

desenvolvimento da cultura em diversas regiões do país, tanto nas áreas 

antigas como nas áreas de renovação e expansão (CONAB, 2012). Somando-

se às intepéries inesperadas, a cultura da cana-de-açúcar está se expandindo 
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para regiões não tradicionais de cultivo, onde o déficit hídrico é o maior desafio 

à sua produtividade (VIANNA e SENTELHAS, 2014). 

2.2 Déficit hídrico em vegetais: Causas, consequências e respostas 

moleculares 

 Os estresses abióticos, principalmente o déficit hídrico e alta salinidade, 

afetam negativamente o crescimento e desenvolvimento vegetal, 

representando uma das principais forças seletivas durante a evolução vegetal 

(ELSAYED, RAFUDEEN e GOLLDACK, 2014). Estima-se que os estresses 

abióticos possam reduzir o potencial de produção das plantas cultivadas em 

até 70% e, dentre esses estresses, a seca é considerada o mais prejudicial 

(GOSAL et al., 2009). A deficiência hídrica, devido à sua capacidade de afetar 

simultaneamente um número variado de características morfológicas e 

funcionais nas plantas, acaba se tornando uma limitação importante para a 

produção agrícola sustentável em todo o mundo (SILVA et al., 2008). As 

principais causas da seca na cultura da cana-de-açúcar estão associadas à 

variabilidade e má distribuição da pluviosidade nas áreas de cultivo (FARIAS et 

al., 2008), que tendem a aumentar à medida que a cultura é expandida para 

regiões não tradicionais de plantio. Além disso, as previsões climáticas até o 

ano de 2030 do Intergovernmental Panel on Climate Change (IPCC) não são 

animadoras; são esperados períodos maiores de calor e seca, resultantes do 

aquecimento global (BATES et al., 2008) e essas condições climáticas devem 

afetar negativamente a produção de áreas de cultivo da cana-de-açúcar.  

 Os principais prejuízos causados pela seca nas regiões de plantio de 

cana-de-açúcar são a redução de produtividade (CONAB, 2012) e o aumento 

do índice de mortalidade das soqueiras, reduzindo assim o tempo de 
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renovação dos canaviais (FARIAS et al., 2008). Como a maior parte das 

plantações brasileiras de cana-de-açúcar é feita em regime de sequeiro (SILVA 

et al., 2002), essa cultura é extremamente exposta às intempéries climáticas. 

A redução de conteúdo hídrico celular em plantas provoca um complexo 

conjunto de respostas moleculares, que partem da percepção do estresse – 

ativando cascatas de transdução de sinas – e se manifesta como alterações 

aos níveis celular, fisiológico e morfológico (BRAY, 1993). Essas alterações 

incluem: fechamento dos estômatos, a diminuição do crescimento celular e 

fotossíntese, além da ativação da respiração celular. As plantas em condições 

de seca ainda respondem e se aclimatam acumulando osmólitos e proteínas 

especificamente envolvidas na tolerância ao estresse (SHINOZAKI e 

YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2007).  

Os genes expressos durante a seca podem ser classificados em dois 

grupos funcionais (SHINOZAKI e YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2007): 

- O primeiro grupo codifica proteínas associadas à tolerância da planta 

ao estresse, incluindo aquaporinas (Maurel et al., 2008), proteínas 

transportadoras de aminoácidos (TEGEDER, 2012), proteinases (KIDRIČ et al., 

2014) e enzimas de remoção de espécies reativas de oxigênio (GILL e TUTEJA 

2010), todas com função protetora nas células. Esse grupo ainda contém as 

enzimas requeridas na biossíntese de osmólitos (KIDO et al., 2013), como 

prolina (Verbruggen e Hermans, 2008), açúcares (FERNANDEZ et al., 2010) e 

dehidrinas (ABEDINI et al., 2017) 

- O segundo grupo inclui várias proteínas componentes de vias 

regulatórias, como fatores de transcrição (SINGH et al., 2002), proteínas 

quinases (BARTELS et al., 2005), fosfatases (SINGH et al., 2015), enzimas 



30 

 

 

envolvidas no metabolismo de fosfolipídios (FOCKE et al., 2003) e na 

biossíntese do ABA (GUO et al., 2016).  

Como indicado por Hu e Xiong (2014), uma maior elucidação dos 

complexos mecanismos de resistência à seca acelerará o desenvolvimento de 

novas variedades com maior resistência ao estresse. Boa parte desse 

conhecimento pode ser obtido através da genômica funcional, a partir de 

transcriptomas expressos em diferentes condições de déficit hídrico. 

2.3 Análises globais da expressão gênica  

  

O sequenciamento total de um genoma não esclarece muitos dos 

mecanismos moleculares complexos envolvidos na regulação da expressão 

gênica. Essa etapa, conhecida como genômica estrutural, é apenas o início de 

um processo que visa compreender a função das estruturas ativas dos 

genomas. A segunda etapa, denominada genômica funcional, consiste em 

utilizar as informações providas pela genômica estrutural para o 

desenvolvimento de abordagens metodológicas aplicadas na caracterização 

das funções gênicas (HIETER e BOGUSKI, 1997).  

Entre as tecnologias mais utilizadas para análises de expressão gênica, 

destacam-se os métodos baseados em hibridação – por exemplo: 

complementary DNA (cDNA) microarrays (SAHA et al., 1995) – e, 

especialmente, os métodos baseados em sequenciamento – Expressed 

Sequence Tag (EST) (ADAMS et al., 1991); Serial Analysis of Gene Expression 

(SAGE) (VELCULESCU et al., 1995) e suas versões aprimoradas – Long Serial 

Analysis of Gene ExpressionI (LongSAGE) (SAHA et al., 2002) e Super Serial 

Analysis of Gene Expression (SuperSAGE) (MATSUMURA et al., 2003); RNA-
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seq (MORTAZAVI, 2008) e mais recentemente a Massive analysis of cDNA 

ends (MACE) (KAHL et al., 2012). 

As técnicas baseadas em sequenciamento utilizam a frequência 

observada de fragmentos dos transcritos expressos na amostra, obtidos a partir 

de clones de cDNA, que devem ser sequenciados, agrupados, contados e 

identificados. A abundância de fragmentos encontrados para um determinado 

gene pode fornecer uma estimativa de sua atividade na amostra estudada, 

além de possibilitar a descoberta de novos genes e possíveis transcritos 

alternativos (HARBERS e CARNINCI, 2005). Essas técnicas são consideradas 

técnicas de “plataforma aberta”, ou seja, permitem ter uma visão geral de quais 

são os genes que estão sendo expressos, sem a necessidade de seleção 

prévia que existe nos métodos baseados em hibridação (PINHEIRO, 2009). 

2.3.1 Genômica estrutural e transcriptômica na cana-de-açúcar: ferramentas, 

disponibilidade de dados e aplicações  

 Na última década, o conhecimento nas áreas de genética, genômica 

estrutural e transcriptômica tem avançado consideravelmente com o aumento 

do processamento de dados e das novas plataformas de sequenciamento de 

alta performance (MARDIS, 2008; GLENN, 2011). Todavia, apesar da 

importância da cana-de-açúcar para a economia mundial (FAO, 2015) e das 

novas plataformas de sequenciamento, seu genoma ainda não está 

completamente sequenciado (SETTA et al., 2014), estando disponíveis o seu 

DNA plastidial (GenBank: AE009947.2; CALSA JÚNIOR et al., 2004), 

mitocondrial (GenBank: PRJNA380328) e trechos genômicos sequenciados a 

partir de BACs (REZENDE et al., 2012; SETTA et al., 2014; OKURA et al., 

2016).  
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 Apesar das dificuldades quanto à ausência de genoma, foram realizados 

mais de 60 ensaios, segundo busca recente (03/2017) no pubmed (termos de 

busca: sugarcane AND transcriptome), em genômica funcional a partir de 

diferentes tecnologias transcriptômicas que vêm obtendo sucesso em gerar 

dados de regulação gênica, além de possibilitar a descoberta de genes 

candidatos a marcadores moleculares funcionais. Abaixo ensaios que 

relacionam as principais metodologias de obtenção de transcriptoma da cana-

de-açúcar sob déficit hídrico: 

 1- Macroarranjos e derivados:  

 Rodrigues et al. (2009) monitoraram a resposta transcricional das 

cultivares SP83-5073 (tolerante a seca) e SP90-1638 (sensível a seca) frente 

ao déficit hídrico de supressão de rega (2, 8 e 10 dias), via chip de 

macroarranjo composto de 3.575 clones de ESTs de cana-de-açúcar. Essa 

equipe identificou uma grande diferença nos perfis transcricionais das 

variedades contrastantes, onde 165 genes foram diferencialmente expressos 

no acesso tolerante, enquanto que 432 genes foram diferencialmente 

expressos nos cultivares sensíveis, sendo identificada a repressão de 

importantes vias relatadas ao estresse nas plantas sensíveis. Lembke et al. 

(2012), por sua vez, analisaram, a partir de um arranjo de 21.901 sondas sense 

e antisense de oligonucleotideos de cana-de-açúcar, a resposta da cultivar 

sensível SP90-1638 sob déficit hídrico (24, 72 e 120 h de supressão de rega) e 

detectaram 987 sondas diferencialmente expressas (928 sense e 59 antisense) 

e por fim determinaram que os genes antisense apresentavam, em sua 

maioria, o mesmo padrão transcricional de seu respectivo gene sense (i.e. 

quando um transcrito sense era induzido o seu respectivo antisense também 
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aumentava sua transcrição). Recentemente, Li et al (2016) performaram um 

microarranjo, (4 × 44 K) com 15.593 sondas de cana-de-açúcar, na cultivar 

chinesa GT21 sobre três níveis de estresse hídrico (leve , moderado e severo; 

alcançados no terceiro, sétimo e nono dia se supressão de rega, 

respectivamente) e identificaram 1.501 genes diferencialmente expressos (821 

induzidos e 680 reprimidos), 901 dos quais foram anotados em 36 categorias 

GO e 325 foram mapeados em 101 vias metabólicas importantes como 

biossíntese de metabolitos secundários, ribossomos, metabolismo de carbono.  

 2- High-Throughput Super Serial Analysis of Gene Expression (HT-

SuperSAGE):  

  Kido et al. (2012), a partir de quatro bibliotecas HT-SuperSAGE 

[tolerante estressada (quatro cultivares tolerantes CTC15, CTC6, SP83-2847 e 

SP83-5073 sob supressão de rega por 24 h), tolerante controle (mesmos 

cultivares com rega mantida), sensível estressada (quatro cultivares sensíveis 

(CTC9, CTC13, SP90-3414, e SP90-1638 sob supressão de rega de 24 h) e 

sensível controle (mesmos cultivares com rega mantida)], sequenciaram mais 

de oito milhões de transcritos que corresponderam a 205,975 tags não 

redundantes (unitags) sequenciadas, com 75.404 unitags mapeadas em 

164.860 ESTs, disponibilizando um painel de dados valioso para estudos 

posteriores.  

 3- Sequenciamento de alta performance de microRNAs:  

 Ferreira e colaboradores (2012) realizaram um sequenciamento de alta 

performance de oito bibliotecas de microRNAs (miRNAs) oriundos de tecido 

foliar de dois cultivares, RB867515 (tolerante) e RB855536 (sensível), 

submetidos a quatro tratamentos de seca (2, 4, 6 e 8 dias de supressão de 
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rega). Esse ensaio permitiu identificar 18 famílias de miRNA e, dentre todos os 

21 miRNAs unicos (sem redundância), sete foram diferencialmente expressos. 

Posteriormente essa equipe validou os níveis de expressão, via RT-qPCR, de 

cinco miRNAs (ssp-miR164, ssp-miR394, ssp-miR397, ssp-miR399-seq 1 e 

miR528). Esses dados constituíram um aumento significante no número de 

miRNAs identificados na cana-de-açúcar.  

 Posteriormente, Thiebaut et al (2014) analisaram a expressão de sRNA 

em folhas e raízes de oito cultivares de cana-de-açúcar (CTC15, CTC6, SP83-

2847 SP83-5073 e CTC9, CTC13, SP90-1638 e SP90-3414, tolerantes e 

sensíveis a seca, respectivamente), em resposta ao tratamento com déficit 

hídrico (24 horas de supressão de rega), através da análise de 

sequenciamento de alta performance oito bibliotecas de sRNAs, cada uma 

composta de 4 cultivares em bulk, totalizando 35 milhões de reads nas 

bibliotecas de RNA foliar e 24 milhões de reads (raízes), permitindo detectar 28 

(folha) e 36 (raíz) famílias conservadas.  

 Thiebaut et al. (2014) constataram que genes da via de biosíntese de 

sRNAs foram reprimidos nas bibliotecas de cultivares tolerantes e induzidos 

nas compostas por sensíveis em resposta ao tratamento de supressão de rega. 

Porém, ao se validar os dados de expressão por genótipo em três dos oito 

acessos (SP90-1638 - sensível; SP83-2847 e SP83-5073 -tolerantes), via RT-

qPCR, observaram respostas divergentes entre acessos tolerantes e dentro 

das réplicas biológicas desses acessos (apenas o perfil de expressão de 

miR159 foi confirmada no cultivar tolerante SP83-2847, mas não pelo SP83-

5073, também tolerante). Esses resultados indicaram que ao menos uma 
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fração dos microRNAs tem uma regulação similar em cultivares de tolerância 

contrastante ao déficit hídrico. 

 4- RNA-seq:  

  Vargas et al. (2014) analizaram dados de sequenciamento de oito 

bibliotecas RNA-seq de RNAs extraídos de raízes e brotos de plantas da 

cultivar SP70-1143 inoculadas com a bactéria diazotrófica (mutualista) 

Gluconacetobacter diazotrophicus PAL5 e submetidas à supressão de rega (3 

dias) para caracterizar os efeitos da associação entre a cana-de-açúcar e este 

organismo diazotrófico. Essa estratégia resultou em um transcriptoma de 

referência composto de mais de 160 milhões de reads (19 a 26 milhões de 

reads por biblioteca), representando 119.225 transcritos únicos, dentre os 

quais, 20.103 foram diferencialmente expressos nas bibliotecas não inoculadas 

com G. diazotrophicus e 25.781 nas inoculadas. Os ensaios de RT-qPCR 

revelaram que as raízes inoculadas possuíam maiores níveis de colonização 

por G. diazotrophicus sob tratamento de supressão de rega. Também 

observaram que as plantas colonizadas pela bactéria apresentaram vários 

genes que responderam à seca de maneira oposta às plantas não inoculadas, 

especialmente em raízes, indicando que essa interação pode disparar a 

ativação de genes que aumentam a tolerância à seca na planta hospedeira. 

  

 Quanto à disponibilidade de dados de genes expressos, destacam-se os 

seguintes bancos de dados públicos: 

1- NUCEST ou entrez EST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucest):  

 Banco integrante ao portal do National Center for Biotechnology 

Information (NCBI), que apresenta para Saccharum hybrid cultivar 284.441 
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Expressed sequence tags (EST) geradas em diferentes tecidos, condições de 

tratamento e estágios de desenvolvimento. 

2- Gene index project (ftp://occams.dfci.harvard.edu/pub/bio/tgi/data/):  

 Este banco do Computational Biology Laboratory (Universidade de 

Harvard) inclui um total de 121.370 unigenes de Saccharum officinarum 

consistindo de 42.377 TCs (sequencias do tipo “Tentative Consensus”) e 

78.993 singletons (sequências não clusterizadas). 

3- SUCEST (http://sucest-fun.org/):  

 Um banco originado de um grande consórcio de pesquisadores 

brasileiros que originou a maior coleção de ESTs de cana-de-açúcar do mundo, 

com aproximadamente 238,000 ESTs originadas de 26 diversas bibliotecas de 

cDNA (PINTO et al., 2004).  

4- GRASSIUS (Grassius; http://grassius.org/):  

 Base de dados que apresenta o conjunto completo de fatores de 

transcrição (FT) de cinco gramíneas, incluindo a cana-de-açúcar, com 1.354 

FTs (YILMAZ et al., 2009). 

2.3.2 A tecnologia SuperSAGE 

A SuperSAGE (Super Serial Analysis of Gene Expression), gera um 

abrangente perfil de transcrição, a partir de análises qualitativas e quantitativas 

de padrões de transcrição de milhões de tags de 26 pares de bases (pb) 

sequenciadas em um mesmo experimento, oriundas de um ou mais genomas 

de eucariotos por ensaio; baseando-se nas mudanças de frequência em RNA 

mensageiros possuidores de cauda poliA (MATSUMURA et al., 2004). A 

técnica se torna ainda mais valiosa quando combinada com tecnologias de 

sequenciamento (de nucleotídeos) de alto desempenho (MATSUMURA et al. 
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2010; MATSUMURA et al., 2011; MATSUMURA et al., 2012). Essa 

combinação, denominada High-Throughput-SuperSAGE ou deepSuperSAGE, 

fornece muito mais dados (três a quatro ordens de magnitude), com custos 

relativamente baixos, redução de tempo e esforços quando comparados com a 

utilização do sequênciamento tradicional (MATSUMURA et al., 2011). 

Nesta metodologia, o cDNA é sintetizado a partir de um primer / 

adaptador dT. Após a digestão com a enzima de corte frequente, NlaIII, um 

segundo adaptador é ligado ao final do cDNA clivado. Posteriormente, os 

fragmentos com os adaptadores são digeridos com EcoP15I (enzima de 

restrição do tipo III de corte a 26-27 pb da extremidade 3’ do local de 

reconhecimento, demoninada tagging enzime), e purificados via eletroforese de 

gel de poliacrilamida para posterior sequenciamento (MATSUMURA et al., 

2008) (Figura 1). 
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Figura 1. Fluxograma da técnica HT-SuperSAGE.  

 
 Fonte: Traduzido de Matsumura et al. (2008).  

 

O aumento no tamanho da tag melhora significativamente a eficiência da 

identificação dos genes correspondentes às tags em relação as duas 

metodologias anteriores - SAGE, com 14 pb (VELCULESCU et al., 1995) e 

LongSAGE com 22 pb (MATSUMURA et al., 2008), proporcionando novas 

aplicações à HT-SuperSAGE, dentre as quais estão: 
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1- Observação simultânea de perfis da expressão gênica de duas ou mais 

espécies que estão interagindo (como por exemplo as interações de parasita e 

hospedeiro descritas por Matsumura et al., 2003); 

2- Utilização de tags para produção de RNA de interferência iRNA (Matsumura 

et al., 2004); 

3- Utilização de tags como primers para 3’RACE PCR (MATSUMURA et al., 

2003, MATSUMURA et al., 2004, MATSUMURA et al., 2008); 

4- Confecção de chips microarray (MATSUMURA et al., 2004; MATSUMURA et 

al., 2008).  

Essa técnica tem sido utilizada com sucesso para estudar respostas em 

plantas frente a estresses bióticos e abióticos, identificando dezenas de 

milhares de genes diferencialmente expressos, tais como, arroz (MATSUMURA 

et al., 2003), banana (COEMANS et al., 2005), grão-de-bico (MOLINA et al., 

2008; MOLINA et al., 2011), feijão-caupi (KIDO et al., 2011), cana-de-açúcar 

(KIDO et al., 2012), ambrósia americana (KELISH et al., 2014), lima mexicana 

(CANALES et al 2016).  

2.4 Programas de melhoramento da cana-de-açúcar no Brasil 

   

 Devido ao seu papel na economia mundial, a cana-de-açúcar está 

constantemente inserida em programas de melhoramento que visam à 

introdução de características de interesse agronômico, como resistência a 

pragas e patógenos, tolerância a herbicidas (CIDADE et al., 2006), incluindo 

também aumento no teor de sacarose (BARBOSA et al., 2015), tolerância a 

ambientes alagados (DEREN et al., 1991), seca e frio (IAC, 2015) e maturação 

precoce (CARNEIRO et al., 2015). 



40 

 

 

 Atualmente existem no Brasil três grandes programas de melhoramento 

genético de cana-de-açúcar: (I) Rede Interuniversitária para o Desenvolvimento 

do Setor Sucroalcooleiro (RIDESA, sigla RB), constituída de um convênio entre 

nove universidades federais (UFPR, UFSCar, UFV, UFRRJ, UFS, UFAL, 

UFRPE, UFG, UFMT e UFPI). Trata-se do maior programa de melhoramento 

da cana-de-açúcar brasileiro e de maior sucesso, sendo responsável por 62% 

das variedades cultivadas no país (RIDESA, 2015); (II) Centro de Tecnologia 

Canavieira (CTC), fundado em 1969, em uma iniciativa de um grupo de usinas 

da região de Piracicaba, SP, com o objetivo de investir no desenvolvimento de 

variedades mais produtivas e agregar qualidade à produção de açúcar e álcool. 

Reestruturado em 2004, com o objetivo de se tornar o principal centro mundial 

de desenvolvimento e integração de tecnologias da indústria sucroenergética, o 

CTC possui o maior e mais completo banco de germoplasma de cana-de-

açúcar do mundo com mais de cinco mil variedades, resultando na capacidade 

de dobrar a taxa de inovação do setor (CTC, 2015); (III) Instituto Agronômico 

de Campinas (IAC), precursor da pesquisa agrícola no Brasil, iniciou suas 

atividades em 1892, com Franz W. Dafert, cientista austríaco que desenvolveu 

o primeiro estudo envolvendo 42 variedades nobres de cana (Saccharum 

officinarum) em duas condições de cultivo. Nas décadas de 40 e 50, foram 

avaliados os primeiros genótipos desenvolvidos em Campos e Piracicaba, que 

resultaram nas primeiras variedades criadas no Brasil. Atualmente, o programa 

foi responsável pelo lançamento de 39 variedades de cana-de-açúcar (IAC, 

2015). 

 A despeito do sucesso de produção obtido em variedades de cana-de-

açúcar advindas de programas de melhoramento genético clássico, o 
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lançamento de uma nova variedade de cana-de-açúcar demanda de oito a 12 

anos de trabalho (MORAIS, 2015). Nesse sentido, uso da engenharia genética 

se mostra como uma excelente oportunidade de obtenção de uma agricultura 

mais eficiente e com resultados obtidos em curto prazo. 
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3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 

 
 Identificar e validar alvos moleculares de cana-de-açúcar com base em 

tags HT-SuperSAGE diferencialmente expressas sob condições de déficit 

hídrico (resposta imediata após 24 h de supressão de rega). 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

 
 

1. Identificar novos alvos moleculares responsivos (induzidos e reprimidos) 

ao déficit hídrico. 

 

2. Identificar, em regiões promotoras de transcritos de cana-de-açúcar e 

sequências genômicas de sorgo, sequências regulatórias em cis. 

 

3. Validar as expressões, via RTqPCR, de ao menos 25 alvos selecionados 

com base nas tags HT-SuperSAGE. 
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4 ARTIGO I 

Validation of Novel Reference Genes for Reverse Transcription 

Quantitative Real-time PCR in Drought-stressed Sugarcane  

Artigo científico publicado no periódico The ScientificWorld Journal (ISSN: 
1537-744X) 
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5 ARTIGO II 
 
Unraveling Drought-tolerant and -sensitive Sugarcane Cultivars 

by HT-SuperSAGE Analysis 

Artigo aceito para publicação no periódico GENE (ISSN: 0378-1119)  
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Abstract: Drought is the most damaging among the major abiotic stresses. The 

complexity involving both the quantitative feature of drought tolerance and the 

sugarcane genome makes breeding difficult. Transcriptomic studies allow a global 

overview of expressed genes, therefore providing the basis for the identification of 

functional molecular markers useful in MAS (marker-assisted selection). In this work, 

we report the analysis of HT-SuperSAGE tags (26 bp) generated by two contrastant 

sugarcane bulks. Each one of them formed by four cultivars considered either tolerant or 

sensitive to drought. We identified induced unitags with different expressions in the 

tolerant and sensitive bulk of cultivars after 24 h of irrigation suppression. The ESTs 

presenting these unitags allowed a proposal of 15 molecular candidates, which 

expressed profiles validated by RT-qPCR considering each cultivar separately. The 
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proposed targets were grouped into seven broad metabolic processes: ethylene stress 

attenuation; root growth; protein degradation; oxidative detoxification; fatty acid 

synthesis; amino acid transport; and carbohydrate metabolism. Two drought-tolerant 

cultivars (SP83-2847 and CTC6) presented, each of them, nine induced targets, sharing 

six of them. Among the sensitive cultivars, CTC13 induced one (repressed other two), 

while SP90-1636 induced two and repressed one. These candidates acting as useful 

markers may be promising in MAS. 

Keywords: bioinformatic, water deficit, abiotic stress, RT-qPCR, Saccharum spp. 

1. Introduction 

Sugarcane (Saccharum spp. hybrid.) is a significant grass, with sugar and ethanol as its 

two major products [1]. It is grown in more than 100 countries occupying 

approximately 26 million hectares. With an estimate of 654.6 million tons for the 

2015/2016 season, Brazil is emerging as the world's largest sugarcane producer, as well 

as the major manufacturer of sugar and ethanol [2,3]. However, biotic and abiotic 

stresses negatively influence crops production [4]. Among the abiotic stresses, drought 

is the most damaging and often affects agriculture areas [5,6]. Water deficit causes a 

complex set of molecular responses in plants, which begins with stress perception, 

proceeds with a signal transduction cascade, and culminates with physiological and 

morphological changes at cellular levels. These responses include the closure of the 

stomata, the suppression of cell growth and photosynthesis, the activation of cellular 

respiration, among others [7]. Plants under drought can also synthesize and accumulate 

some metabolites and proteins distinctively involved in stress tolerance [8]. Besides the 

complexity of plant responses to drought, the present sugarcane hybrids have one of the 

most complex genomes of the plant kingdom. They have high polyploidy [9] and 

frequent aneuploidy events [10], with karyotypes ranging from 100 to 130 
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chromosomes [11], in addition to a size 2C estimated at 10,000 Mb [9]. These hybrids 

resulted from the Saccharum spp. complex originated from interspecific crosses 

between Saccharum officinarum, S. barbieri, S. sinense and the wild species of S. 

spontaneum and S. robustum [9,10]. To sum up, the complexity of the drought tolerance 

character and the sugarcane genome make it difficult to obtain tolerant plants by 

conventional plant breeding programs. Therefore the improvement of sugarcane for 

drought conditions is still a major challenge. This challenge has encouraged the 

inclusion of new techniques in sugarcane breeding programs. Despite the new platforms 

for high-performance sequencing [12,13], and the fact that the sugarcane genome is not 

yet fully resolved [14], functional genomics studies have been carried out. They have 

been conducted with transcripts generated by oligoarrays [15,16], deep sequencing of 

small RNAs [17,18], SuperSAGE [19], RNA-seq [20] and microarray technology [21]. 

Such effort has provided some gene regulation data, useful for identifying suitable 

functional molecular markers. To this end, the present study exploited the available data 

from high-throughput (HT-) SuperSAGE libraries of two bulks (of four cultivars each) 

contrasting in sugarcane responses to the irrigation suppression for 24 h [19]. The 

SuperSAGE technique with 26-bp tags sequencing has some advantages regarding 

simplicity of data analysis and cost [22,23], when compared to the microarray 

methodologies widely applied in sugarcane studies (see [15,16,21]). Researchers have 

used SuperSAGE to study plant responses to biotic and abiotic stresses, identifying 

differentially expressed genes in plants such as rice [22], banana [24], chickpea [25,26], 

cowpea [27], ragweed [28], Mexican lime [29], and also sugarcane [19]. The aim of this 

work was the analysis of sugarcane transcriptomes in response to irrigation suppression 

for 24 h, to select molecular targets involved in different drought tolerance strategies. 

2. Methods  
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2.1. Sugarcane cultivars, HT-SuperSAGE libraries and unitags annotation 

Eight sugarcane cultivars from the Sugarcane Research Center (Centro de Tecnologia 

Canavieira – CTC, Piracicaba, São Paulo, Brazil) formed two distinct pools regarding 

the applied stress (24 h after irrigation suppression). The tolerant bulk consisted of 

cultivars CTC6, CTC15, SP83-2847 and SP83-5073, while the sensitive bulk comprised 

cultivars CTC9, CTC13, SP90-3414 and SP90-1638. These cultivars have been reported 

as tolerant and sensitive to drought, based on field observations by sugarcane producers, 

and some physiological analyses, including their relative content of water and 

chlorophyll [30,31]. Stress was applied to seedlings grown under greenhouse conditions 

(in 40 L pots, in a completely randomized experimental design with six replicates), 

under daily irrigation (4 L.h
-1

), during three months. The cultivation conditions 

indicated temperatures of 30.2 ± 5.7 ºC (maximum), 16.8 ± 1.9 ºC (average) e 9.3 ± 3.0 

ºC (minimum), relative humidity of 71.5 ± 5.1% (average) and natural photoperiod. 

Thereafter, plants were stressed by irrigation suppression, for 24 h, with their roots 

under stress and those from plants without stress (negative control) collected, 

immediately frozen in liquid nitrogen and stored at -80 °C until total RNA extraction. 

Total RNA were isolated by Trizol
®
 (Invitrogen), treated with DNAse (Qiagen

®
), 

purified with the RNeasy Mini kit (Qiagen
®
) and quantified in a spectrophotometer. The 

bulks of each treatment [stressed and negative control (not stressed)], comprised 

purified RNAs of each cultivar of the respective bulk (tolerant or sensitive), in an 

equimolar quantity. The HT-SuperSAGE libraries [tolerant stressed (SD24T), tolerant 

negative control (SDTC), sensitive stressed (SD24S) and sensitive negative control 

(SDSC)] followed Matsumura et al. [22] with modifications, including the sequencing 

by Illumina Genome Analyzer II (SOLEXA technology) [19]. To summarize, the 

available data comprised 205,975 unitags (unique tags) and their observed frequencies 
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in the libraries. These frequencies observations allowed unitags to be classified as up-

expressed (induced), down-expressed (repressed) or non-significant (p<0.05), after 

Audic-Claverie test [32]. Also for each single unitag, the modulation of its gene 

expression (FC: Fold Change) was calculated as the frequency observed ratio in one 

library compared to the other. Unitags induced in the tolerant contrast (SD24T vs. 

SDTC; stressed versus respective negative control) and repressed or not significant in 

the sensitive contrast (SD24S vs. SDSC) were aligned (BLASTn) against Expressed 

Sequence Tags (ESTs) from dbEST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucest) and Gene 

Index (SoGI; ftp://occams.dfci.harvard.edu/pub/bio/tgi/data/). Accepted alignments 

comprised those with best hit with sugarcane sequences showing score 42 - 52, 

plus/plus orientation, and with 5'CATG preserved. Also, the ESTs anchoring unitags 

were aligned against CDSs (BLASTn) from the Phytozome database 

(http://www.phytozome.org/), to confirm the identities (e-value cutoff e 
−22

). 

Furthermore, these ESTs were categorized by the Blast2GO tool 

(https://www.blast2go.com).  

2.2. RNA extraction and cDNA synthesis 

Total RNAs from tolerant and sensitive cultivars were extracted and purified as 

mentioned before. The RNAs integrities were verified on 1.5% (w / v) agarose gel 

stained with Blue-Green Loading Dye (LGC Biotechnology
®
). Samples were 

quantitated using the Quant-iT ™ RNA Assay Kit (Invitrogen
®
) in Qubit fluorometer 

(Invitrogen®). Total RNAs (1 μg) were converted into cDNAs using the QuantiTect 

Reverse Transcription Kit (Qiagen
®

) and resuspended in a final volume of 20 μL. The 

cDNA synthesis was incubated at 42 °C for 2 min in gDNA Wipeout Buffer (for 

removal of contaminating genomic DNA), 42 °C for 15 min (reverse transcription) and 

95 °C for 3 min (inactivation of the enzyme), in a thermocycler. Samples were stored at 
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-20 ° C until the RT-qPCR reactions. RT-qPCR assays followed the guidelines of the 

MIQE protocol (The Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time 

PCR Experiments) [33], aiming to increase reliability in the results. 

2.3. Primer design, amplification efficiency, and RT-qPCR analyses 

RT-qPCR validated the gene expression of 15 molecular candidates (Table S1). 

Meticulous care was taken to confirm the identities of the ESTs used in the primer 

designs. Initially, they were BLASTn aligned against RefSeq mRNA (NCBI; 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)  and sorghum CDSs from Phytozome database 

(http://www.phytozome.org/). Primers were designed based on sugarcane ESTs 

showing the selected unitags using Primer 3 software [34]. The following parameters 

were applied: amplicon size (between 70 and 200 bp), melting temperature [between 

40ºC (minimum), 50ºC (optimum) and 60ºC ), And GC content [between 45-55% (50% 

optimum)]. Primers from the scientific literature were those related to 25S rRNA and 

GAPDH [35]. The designed primers (Table S1) were used to amplify the proposed 

candidates (AAT, Na
+
 dependent neutral amino acid transporter; ACC, acetyl-CoA 

carboxylase; ACCD, 1-aminocyclopropane-1-carboxylate deaminase; AP, aspartic 

proteinase; ß-EXP, beta-expansin 8 precursor; PFK, 6-phosphofructo-2-kinase; TRX, 

thioredoxin-like 1-2; E2, ubiquitin conjugating enzyme; 20SPß4, 20S proteasome beta 4 

subunit; TPI, triosephosphate isomerase; FBA, fructose-bisphosphate aldolase; TKT, 

transketolase; C13, legumain cysteine-type endopeptidase; LDP, dihydrolipoyl 

dehydrogenase e MDH, malate dehydrogenase). All primers were synthesized by 

Bioneer Corporation (South Korea) and tested in cDNAs amplifications using 

conventional PCR, under the conditions of 5 min at 95 ºC, followed by 35 cycles of 95 

°C for 15 s, 58 °C for 30 s, and 72 °C for 30 s. PCR products were analyzed on 1.5% (w 

/ v) agarose gel stained with Blue-Green Loading Dye (LGC Biotechnology
®
). The RT-
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qPCR promoted dissociation curves to confirm the amplification specificity of the 

proposed candidates. Also, calibration curves were made using cDNAs samples from 

the tolerant and sensitive cultivars bulks and serial dilutions (1, 10
-1

, 10
-2

, 10
-3

 e 10
-4

). 

These curves had the purpose of calculating the amplification efficiency (E = 

10
(−1/standard curve slope)

; [36]) of each candidate (Fig. S.1, Fig. S.2). RT-qPCR reactions 

were carried out in a final volume of 10 μL, including: 1 μL of the cDNA sample 

(diluted five times), 5 μL of the HotStart-IT SYBR™ Green qPCR Master Mix 2x 

(USB
®
), 0.05 μL of ROX, 1.95 μL of ultrapure water, and 1 μL of each primer (0.05 

μM). In all reactions of RT-qPCR (in 96-well plates), performed using three biological 

and three technique replicates, a negative control (cDNA sample), and two reference 

genes (25S rRNA and GAPDH) were used. RT-qPCR reactions were performed on 

LineGene 9660, model FQD-96A (Bioer
®

), using SYBR Green detection system. These 

reactions used the following programming: initial denaturation of  95 ° C for 2 min, 

followed by 40 cycles of 95 ° C for 15 s, 58 ° C for 30 s, and 72 ° C for 30 s. The 

dissociation curves were analyzed at 65 to 95 ° C for 20 min after 40 cycles. The 

LineGene 9600 software (version 1.1.10) determined the quantification cycles (Cq), 

melting temperatures, and absolute and relative quantifications. Relative expression data 

were calculated by the ΔΔCq method and evaluated using the REST software (Relative 

Expression Software Toll, version 2.0.13) [37], using randomization test with 2000 

permutations. 

2.4. Unitags mapping in metabolic KEGG maps 

Enzymes of the glycolysis pathway (map00010), TCA cycle (map00020) and Pentose 

phosphate pathway (map00030) according to the KEGG database (www.kegg.jp) and 

their EC numbers (Enzyme Commission Numbers) were associated with the annotated 

ESTs anchoring specific unitags. Furthermore, the pathways were mapped using the 
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Kegg Mapper tool (http://www.genome.jp/kegg/tool/map_pathway2.html; [38]), 

following the colors: red for induced unitags, green for repressed and yellow for non-

significant, based on their expressed regulation. 

3. Results and discussion 

3.1. The induced unitags presented by the bulk of tolerant cultivars 

From the universe of 205,975 HT-SuperSAGE unitags, 9,831 (Table S.2) were induced 

in the tolerant cultivars, concerning the stressed treatments versus the negative control 

[SD24T vs. SDTC], but showing different expression by the sensitive bulk. This set is 

potentially relevant, as the unitags observed in the bulk of tolerant cultivars presented 

induced regulation, while in the bulk of sensitive cultivars, these unitags were absent, 

repressed or n.s (non-significant) after Audic-Claverie tests (p<0.05). Considering these 

unitags, 1,533 were exclusive in those tolerant cultivars, and from the remainder 

presented in the sensitive contrast [SD24S vs. SDSC], 1,772 were suppressed. 

Concerning the BLASTn alignments with those tolerant induced unitags, the acceptable 

alignments (CATG preserved at the 5' end), involved 5,077 unitags and 30,252 ESTs (S. 

officinarum or S. spp.). Concerning these 5,077 unitags identified in ESTs, 1,808 

anchored in ESTs with informative annotations (gene or its function) and GO terms 

available, 1,565 in ESTs with some useful annotations and 614 in ESTs only 

characterized by GO terms . Unitags presented in ESTs with no annotations or without 

GO terms counted 1,090 (data not shown).  

The 50 unitags that presented greatest changes in their expressions after stress stimulus 

based on the FC values and the informative annotations (or GO terms) of the respective 

Saccharum ESTs anchoring these tolerant induced unitags are shown in Table 1. This 

set included some detoxification enzymes, such as thylakoid ascorbate peroxidase 

[tAPX, EC 1.11.1.11, unitag SD8928 (FCTol = 183.99)], cytoplasmic ascorbate 
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peroxidase [CAPX, EC 1.11.1.11, unitag SD182788 (FCTol = 29.41)] and quinone 

reductase [QR, EC 1.6.5.2, unitag SD108897 (FCTol = 25.83, FCSens = - 2.66)]. Even in 

normal conditions, plants produce reactive oxygen species (ROS) in several metabolic 

processes that include electron transport. The influence of ROS in the expression of 

genes involved in growth, cell cycle/ programmed cell death, defense against pathogens, 

systemic signaling, and responses to abiotic stresses was reported [39-41]. However, 

some responses to plant abiotic stresses lead to ROS overproduction and once these 

elements are highly reactive and toxic, they cause damage to proteins, lipids, 

carbohydrates and DNAs, leading to oxidative stress [42,43]. Plant strategy against 

oxidative stress is a process known as ROS scavenging. The main enzymes of the ROS 

scavenging machinery are superoxide dismutase (SOD, EC 1.15.1.1), catalase (CAT, 

EC 1.11.1.6), ascorbate peroxidase, (APX, EC 1.11.1.11), glutathione peroxidase (GPX, 

EC 1.11.1.9), glutathione reductase (GR, EC 1.6.4.2), monodehydroascorbate reductase 

(MDHAR, EC 1.6.5.4), dehydroascorbate reductase (DHAR, EC 1.8.5.1), guaiacol 

peroxidase (GOPX, EC 1.11.1.7) and glutathione-S-transferase (GST, EC 2.5.1.18) 

[43,44]. Seven of these nine key enzymes were detected: APX [one of the 50 most 

induced unitags (Table 1) and observed as isoforms from distinct compartments (tAPX, 

in the thylakoids and cAPX in the cytoplasm)]; SOD (unitag SD225439, FCTol = 3.21, 

FCSens = -3.66); CAT (unitag SD246162, FCTol = 3.18); MDHAR (unitag SD108442, 

FCTol= 3.39); DHAR (unitag SD160961, FCTol = 2.38, FCSens = -11.18); GPX [unitag 

SD109179, FCTol= 4.77); and GST (unitag SD114493, FCTol = 9.93). In general, the 

tolerant bulk showed a strong induction of many of these enzymes, when compared to 

the sensitive bulk. This information suggests a more efficient ROS scavenging 

machinery at tolerant cultivars, even after 24 h of irrigation suppression, making them 

good candidates for functional molecular markers in breeding programs.  
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Moreover, among the 50 most induced unitags (Table 1) were two chaperones: 17.5 

kDa heat shock protein of class II (unitag SD113531, FCTol = 39.34, FCSens = -13.07) 

and heat shock protein 81-1 (unitag SD89732, FCTol = 17.88, FCSens = -2.28). 

Chaperones are proteins responsible for the folding, grouping, transporting, as well as 

for the degradation of several proteins under normal cellular conditions and they assist 

in the refolding under stress conditions. They participate in the defense line restoring 

the normal conformation of denatured stressed proteins, being crucial in plant 

homeostasis. Many of these expressed chaperones stressed proteins correlated with 

resistance to stress were initially identified as heat shock proteins (Hsps) [45].  

Two enzymes of the protein degradation pathway were observed (Table 1): ubiquitin 

conjugating enzyme E2 (unitag SD214183, FCTol = 31.39, validated by RT-qPCR) and 

polyubiquitin (unitag SD15211, FCTol = 21.46). Ubiquitins are enzymes responsible for 

the regulation of different proteins through ubiquitination, which is the covalent 

attachment of an ubiquitin on the substrate protein to be recognized by a proteasome 

where it is degraded [46,47]. Ubiquitins play a critical role in regulating plant responses 

to abiotic stresses by facilitating responses to environmental stimuli by modulating the 

abundance of the major downstream transcriptional factors responsive to stress [48,49]. 

The overexpression of a single ubiquitin increases multiple stress tolerance with no 

negative effect on plant growth under favorable development conditions [48,49]. 

Transgenic tobacco plants overexpressing a wheat ubiquitin gene were more tolerant to 

saline stress (150 mM NaCl), and dry (200 mM mannitol for 45 days) than the wild 

tobacco plants [49]. In the same way, accentuation in tolerance to water deficit (20% 

polyethylene glycol-PEG for 15 days) and saline stress (200 mM NaCl for seven days) 

was observed in transformed plants of Arabidopsis sp overexpressing the ubiquitin-

conjugating enzyme gene from soybean [48]. 
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Additionally, two transcription factors (TFs) were present in the set of 50 most tolerant 

induced unitags (Table 1): the leucine zipper homeodomain 16 (HD-Zip 16, unitag 

SD78974, FCTol = 28.61) and the low temperature induced 15 kDa maize protein 

(MLIP15, unitag SD231907, FCTol = 18.68). TFs are signal transmitting proteins that 

regulate growth and development as well as plant adaptation to stresses by temporal and 

spatial regulation of target genes [50,51]. The protein homeodomain leucine zipper 

(HD-Zip) is found only in plants and encode more than 47 isoforms divided into four 

subfamilies HD-Zip I to IV [52,53]. Henriksson et al. [52] analyzed the expression of 17 

isoforms of HD-Zip I and verified the induction of six of them against the application of 

ABA treatment and seven against saline stress. 

Other interesting annotated sugarcane ESTs, which expressly modulated their 

expressions, based on the respective tolerant induced unitags, are available in Table 1. 

3.2. Gene expression validation of induced unitags by RT-qPCR 

The gene expression of 15 molecular candidates (Table 2) were independently validated 

by RT-qPCR for each cultivar (tolerant or sensitive). All of the designed primers (Table 

S1) for the proposed candidates (AAT, ACC, ACCD, AP, ß-EXP, PFK, TRX, MDH, 

LDP, E2, 20SPß4, C13, TPI, FBA, TKT) and for the applied reference genes (GAPDH 

and 25S rRNA) amplified cDNAs generated from the RNAs samples. Also, the 

dissociation curves for each primer pair showed specificity, only amplifying one 

product (Fig. S1). Similarly, there was no amplification in the templates controls 

(NTCs) (data not shown). Efficiencies of amplification (E), correlation coefficients (R) 

and slopes, for each candidate (Fig. S.2), stimated from standard curve using serial 

dilution (10
0
, 10

-1
, 10

- 2
, 10

-3
 e 10

-4
) and a pool of root cDNAs (tolerant or sensitive) 

from plants under or without stress (negative control), ranged, respectively, from 92.89 

to 100.89%, 0.98 to 1.00 and -3.30 to -3.50 (Table S1). These results presented 
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favorable amplification conditions and acceptable variations to generate reliable data of 

relative expression among samples. According to the MIQE protocol [33], acceptable 

values for efficiency range from 90% to 110% and -3.10 to -3.58 for the slope, reaching 

100% slope efficiency when in -3.32.  

The proposed candidates embodied diferent metabolic processes: Ethylene stress 

attenuation; root growth; protein degradation (Ubiquitination pathway and plant 

proteases); oxidative detoxification; fatty acid synthesis; amino acid transport; 

carbohydrate metabolism (Glycolysis, TCA cycle, Pentose phosphate pathway). In 

general, the RT-qPCR results validated the in silico data of the selected induced unitags, 

showing differences among the cultivars, even among the tolerant or the sensitive ones, 

as shown below (Table 2 and Fig. 1).  

3.2.1. Ethylene stress attenuation / ACCD 

Ethylene is an important phytoregulator, acting in several physiological processes, such 

as root initiation, fruit ripening, seed germination, foliar abscission, gravitational 

responses, senescence, phytogulator biosynthesis, and stress signaling [54-56]. Plants 

under biotic or abiotic stresses present ethylene in higher concentrations, favoring an 

inhibition of plant growth by a physiological condition known as "ethylene stress" [57-

59]. ACCD (1-aminocyclopropane-1-carboxylate deaminase; EC 3.5.99.7) catalyzes the 

conversion of ACC (1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid), the immediate precursor 

of ethylene biosynthesis, into ammonia and α-ketobutyrate [54]. The reduction of ACC 

levels through ACC deaminase leads to the decrease of the excessive ethylene levels in 

plants, thus limiting stress damages [59-66]. In silico data for the unitag SD57621, a 

putative ACCD, showed bulk results of FCTol = 1.90. The RT-qPCR results for the 

corresponding ACCD, showed significant induction (UR) of two tolerant cultivars 

(CTC6 and SP83-2847, respectively 1.93 and 1.73 fold; Table 2; Fig. 1). In turn, all 
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sensitive cultivars did not show significant differences in expression after the applied 

stress (Table 2, Fig. 1). Therefore, at least in these two tolerant cultivars, the proposed 

ACCD could be acting inhibiting ethylene stress and be limiting its damages, thus, 

favoring these sugarcane cultivars to grow and better tolerate stress. Four induced 

unitags related to plant growth genes were observed which supports this perspective. 

For cell division cycle #48, the unitag SD70367 presented FCTol = 2.05 and FCSens = -

1.95, and for the eukaryotic translation initiation factor 3/subunit 7, three unitags 

considered n.s. by the sensitive bulk showed positive tolerant FC: SD103709 (FCTol = 

3.39); SD214026 (FCTol = 1.94), and SD103711 (FCTol = 1.93). 

3.2.2. Root growth / ß-expansin 8 

Expansins (α- and β-expansins), previously defined as group-1 grass pollen allergen, are 

the primary mediators of plant cell wall growth at low pH, implicating in cell division 

and elongation [67-70]. The in silico data for ß-expansin 8 (ß-EXP8), based on the 

unitag SD240878, showed FCTol = 2.78 and FCSens = -1.14. The RT-qPCR data 

presented diversified results (Table 2, Fig. 1): one tolerant cultivar showing induction 

(SP83-5073), another tolerant cultivar with repression (CTC15), and two sensitive 

cultivars (CTC 13 and SP90-1638) also with induction after the stress. Transcription of 

ExpB8 was induced (5, 10, 15 and 20 h) in the apical part of the maize roots treated 

with a ψW of -1.6 MPa, in relation to the control [water potential (ψW) of -0.03 Mpa] 

[71]. Also, the expression of β-expansin EXP B2 was significantly induced in soybean 

roots of plants simultaneously submitted to drought (0.2% PEG), and hormone (0.5 μM 

indole acetic acid - AIA), when compared with the control treatment [72]. The authors 

also observed that soybean EXP B2 increased the cell division and elongation, 

accentuating the growth and the assimilation of P in transgenic Arabidopsis 

overexpressing this target. Likewise, sugarcane ß-EXP8 could participate in the 
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architecture of the root system and contribute to drought tolerance, favoring a better 

acclimatization to this stress. 

3.2.3. Protein degradation: Ubiquitination Pathway (E2, 20SPß4) and Plant 

Proteases (AP, C13) 

Protein degradation and cleavage of proenzymes are important events for the 

development and plant acclimatization to stress conditions. Two main components of 

the ubiquitination pathway, involved in degradation of ubiquitin-labeled peptides, were 

here validated by RT-qPCR: ubiquitin conjugating enzyme (E2; EC 6.3.2.19), and 20S 

proteasome beta 4 subunit (20SPß4; EC 3.4.25.1). The RT-qPCR results for E2 (unitag 

SD214183, FCTol = 31.39), one of the 50 most overexpressed, showed induction by the 

tolerant cultivar SP83-2847 (Table 2, Fig. 1). Further, RT-qPCR results for 20SPß4 

(unitag SD230987, FCTol = 2.23, FCSens = 1.13; Table 2), showed induction by the 

tolerant cultivar SP83-5073, and by the sensitive cultivar SP90-3414; but, repression by 

the sensitive cultivar SP90-1638 (Table 2, Fig. 1). An efficient regulation of the 

breakdown of irreversibly degraded proteins during stress conditions, accurate 

processing of stock proteins, activation of functional proteins in the vacuoles by 

proteases, and degradation of ubiquitin-labeled peptides are events required for 

adequate initial acclimatization to stress. Presumably, some sugarcane cultivars are 

taking advantage of these processes. 

Proteases are essential for the development and maintenance of plant protein 

homeostasis [73], catalyzing peptide bonds [74]. The protease of aspartic acid (AP; EC 

3.4.23), represented by the unitag SD212448 (FCTol = 3.39, FCSens = -1.14; Table 2), is 

one of the most active endopeptidases in acid pH [75]. APs participate in pre-protein 

processing and in vitro protein degradation [76]. They are also present in the conduction 

and degradation of storage proteins during seed germination [77,78], degradation of 
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ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase / oxygenase (Rubisco) in senescent leaves [79] 

and hydrolyzing proteins that are irreversibly damaged in responses to abiotic and biotic 

stresses [80-82]. The RT-qPCR results for this candidate showed induction of three 

(CTC6, SP83-2847, SP83-5073) of the four tolerant cultivars, whereas no significant 

variation was observed for any of the sensitive cultivars, confirming the in silico results 

(Table 2, Fig. 1). AP induction in roots of sugarcane tolerant to water deficit 

(RB867515), after drought treatments (24 h, three days and five days), was also 

reported using cDNA-AFLP [83].  

In turn, cysteine proteinases have functions similar to AP, being essential in plant 

development, with involvement in storage, protein degradation, senescence, 

programmed cell death and in response to biotic and abiotic stresses [84,74]. Likewise, 

Legumain cysteine proteinases are vacuolar processing enzymes (VPE), functioning as 

seed storage proteins (legumins) [85], besides responding to several abiotic stresses 

[86]. The RT-qPCR results (Table 2, Fig. 1) for similar C13 (Legumain cysteine-type 

endopeptidase; EC 3.4.22.34), represented by the unitag SD34777 (FCTol = 2.15, FCSens 

= -1.55; Table 2) were induced by two tolerant cultivars (CTC6 and SP83-2847) and 

two sensitive cultivars (CTC9 and SP90-3414).  

3.2.4. Oxidative detoxification / TRX  

Thioredoxin 1-2 disulfide reductase (TRX, EC 1.8.1.9) acts on plastidial detoxification, 

regulating the redox state of target proteins (NADP-malate dehydrogenase, fructose-1,6-

bisphosphatase, and chloroplast 2-Cysteine peroxiredoxin) [87-91]. The RT-qPCR 

results for putative TRX (Table 2, Fig. 1), represented by the unitag SD125268 (FCTol = 

5.93, FCSens = -1.14; Table 2), showed induction by CTC15 and SP83-2847 (tolerant 

cultivars), and CTC9 (sensitive cultivar). Probably, these sugarcane cultivars take 

advantage of this enzyme activation during plastidial detoxification, and plant 
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acclimatization to the applied stress. The TRX CDSP 32, a 32 kD chloroplast protein 

activated by drought conditions in potato plants (Solanum tuberosum L.), presented 

induction after increasing water deficit for 12 days, with the leaf relative water content 

(RWC) reaching 60%, while the control presented 95% RWC foliar [87]. TRX genes 

evaluated in rice plants submitted to dehydration (25% de PEG for 1, 9 and 24 h) 

preponderantly induced most of them [92]. 

3.2.5. Fatty acid synthesis / ACC 

Acetil CoA carboxilase (ACC, EC 6.4.1.2) is an enzyme that catalyzes the ATP-

dependent carboxylation of acetyl-coenzyme A into malonyl-CoA, which are monomers 

of the fatty acid biosynthesis pathway, also being the primary regulator of this pathway 

[93,94]. A potential induced ACC (unitag SD65889, FCTol= 4.70, FCSens = -1.67; Table 

2) presented RT-qPCR results (Table 2, Fig. 1) showing induction by the tolerant 

cultivars CTC6 and SP83-2847, and repression by the sensitive cultivar CTC13. In 

these cultivars, the ACC may be involved in the synthesis of flavonoids, signaling 

responses to stress, or participating in the dryness reduction by epicuticular wax 

deposition. In peanut, there are reports of ACC overexpression in one of two tolerant 

genotypes under water suppression (seven days). Under stress, the tolerant genotype 

COC041 significantly increased leaf epicuticular wax deposition (EWL), while the 

sensitive genotype decreased the EWL [95]. The ACC locus was mapped in a major 

QTL (Quantitative Trait Loci) for drought tolerance in the millet grass (Pennisetum 

glaucum (L.) R. Br.), using a segregated population [96], along with 17 other genes. 

Besides ACC, HT-SuperSAGE unitags were detected for other four genes presented in 

this QTL: uridylate kinase (unitag SD86688, FCTol = 4.80, FCSens = 1.28); serine 

threonine kinase (unitag SD25475, FCTol = 8.48, FCSens = -1.25); chlorophyll a / b 

binding protein (unitag SD253068, FCTol = 3.18), and ubiquitin conjugating enzyme 
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(unitag SD214183, FCTol = 31.39). The latter was validated here by RT-qPCR (Table 2, 

Fig. 1), and all of them are promissing for the use in the sugarcane breeding, due to the 

existing synteny between grasses.  

3.2.6. Amino acid transport / AAT 

Amino acid transporters are responsible for the flow of amino acids across membranes, 

a secondary active process mediated by a co-transport of a proton and an amino acid, 

and they are essential for plant growth and development [97, 98]. These carrier proteins 

respond to environmental stimuli, such as luminosity, abiotic and biotic stresses, and 

their transcription levels can be regulated even with post-transcriptional regulation [99-

101]. The unitag SD252857, a potential Na
+
-dependent amino acid transporter (AAT; 

Table 2), showed induction by the tolerant (FCTol = 6.50) and n.s. by the sensitive bulk 

(FCSens = 1.17). Its induction expression was validated by RT-qPCR (Table 2, Fig. 1) for 

three of the four tolerant cultivars (CTC6, CTC15, and SP83-2847), and only one 

sensitive cultivar (CTC9). Besides, there is a genome-wide survey covering the gene 

family of amino acid transporters in rice (Oryza sativa L.) [102], but no reports are 

known addressing the role of the Na
+
-dependent amino acid transporter in plants under 

abiotic stresses. Despite this, the AAT induction may indicate that the transport of 

neutral amino acids (nine of the 20 amino acids) would be more pronounced in the 

tolerant cultivars under 24 h after irrigation suppression when compared with the 

sensitive cultivars under the same stress. 

3.2.7. Carbohydrate metabolism 

3.2.7.1. Glycolytic pathway / PFK, TPI, FBA 

The 6-phosphofructo-2-kinase (PFK; EC 2.7.1.105), a glycolysis key enzyme [103], 

was represented here by the tolerant induced unitag SD133647 (FCTol = 2.67, FCSens = -

1.02; Table 2). The RT-qPCR results (Table 2, Fig. 1) validated the induction 
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expression of CTC6 (tolerant cultivar; 3.08 fold) and SP90-1638 (sensitive cultivar; 

2.58 fold) and the suppression of CTC13 (sensitive cultivar; 0.66 fold). The enzyme 

triosephosphate isomerase (TPI; EC 5.3.1.1) was another candidate here validated. This 

protein catalyzes the conversion of dihydroxyacetone phosphate into D-glyceraldehyde-

3-phosphate in the glycolysis pathway [104], and it was represented by the unitag 

SD42156 (FCTol = 2.10, FCSens = -1.73). The RT-qPCR results confirmed the induction 

expression of the tolerant cultivar SP83-2847 (2.44 fold; Table 2, Fig. 1). In turn, 

fructose-bisphosphate aldolase (FBA; EC 4.1.2.13) catalyzes the reversible cleavage of 

fructose bisphosphate into glyceraldehyde 3-phosphate and dihydroxyacetone phosphate 

[105]. This enzyme was represented here by the unitag SD99499 (FCTol = 2.78 and 

FCSens = -1.52), which presented in RT-qPCR assays (Table 2, Fig. 1), induction 

expression of the tolerant cultivars CTC6 (1.57 fold) and SP83-2847 (1.76 fold), and 

also of the sensitive cultivar SP90-3414 (1.61 fold). The transcriptional levels of some 

enzymes of the glycolysis pathway, including PFK, TPI, and FBA, were detected 

stressed in roots of rice seedlings, in response to dryness (in Whatman paper after six 

hours) [106]. Furthermore, based on additional enzymes of the glycolysis pathway 

[glucose 6-phosphate isomerase (GPI, EC 5.3.1.9), enolase (ENO, EC 4.2.1.11), 

pyruvate kinase (PYK, EC 2.7.1.40) and glyceraldehyde phosphate (GAPDH, EC 

1.2.1.12)] facing the same stresses, the authors suggested that glycolysis rates were 

accentuated in rice cells to compensate for the energy reduction caused by the abiotic 

stresses. Besides, PFK, TPI, and FBA, other components of the glycolysis pathway, also 

presented unitags (Table S.3). Those include the previously cited [GPI (unitag 

SD210623, FCTol = 3.83, FCSens = 1.26), ENO (unitag SD135385, FCTol = 25.43), PYK 

(unitag SD106518, FCTol = 5.56, FCSens = 3.51)] and phosphoglucomutase (PGM, EC 

5.4.2.2; unitag SD100485, FCTol = 2.97, FCSens = 1.76), Fructose-bisphosphate aldolase 
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(ALD, unitag SD117579, FCTol = 3.18), phosphosglycerate kinase (PGK, EC 2.7.2.3, 

unitag SD140350, FCTol = 2.38), triosephosphate isomerase (TIM, EC 5.3.1.1, unitag 

SD167995, FCTol = 5.96), phosphoglycerate mutase (iPGM, EC 5.4.2.12; unitag 

SD75391, FCTol = 1.76, FCSens = 1.49). All these unitags presented induction by the 

tolerant bulk and n.s. by the sensitive bulk (Table S.3, Fig. S.3), reinforcing the 

glycolysis accentuation, after 24 h of irrigation suppression, in tolerance response. 

Accordingly, PFK, FBA, and TPI are attractive candidates for future use in sugarcane 

breeding programs. 

3.2.7.2. TCA cycle / LDP, MDH 

Dihydrolipoyl dehydrogenase (LDP, EC 1.8.1.4) is a crucial component of the 

tricarboxylic acid (TCA) cycle which is an important aerobic pathway for the 

carbohydrates and fatty acids oxidations, catalyzing the electron transfer between 

pyridine nucleotides and disulfide compounds [107]. LPD, represented here by the 

unitag SD86754 (FCTol = 5.93, FCSens = -1.38), presented induction of the tolerant 

cultivar CTC15 (1.74 fold) in the RT-qPCR assays (Table 2, Fig. 1). This enzyme is 

involved with some abiotic stresses responses [108-110]. LDP overexpression in 

mangrove (Rhizophora apiculata) plants under hydroponic culture, 24 hours after 

exposed to 450 mM NaCl, was validated by RT-qPCR [108]. Malate dehydrogenase 

(MDH; EC 1.1.1.37), another TCA cycle enzyme, catalyzes the conversion (reversible 

reaction) of oxaloacetate into malate [109]. The unitag SD70910 (Table S.4), a putative 

MDH, showed induction by the tolerant bulk (FCTol = 9.61 and FCSens = -1.33) after the 

applied stress. The RT-qPCR results presented induction of the tolerant cultivar CTC6 

(2.46 fold; Table 2, Fig. 1). Also, MDH has been reported in plant acclimatization to 

some abiotic stresses [110-112]. MDH overexpression was detected in apple plants with 

improved cold and salt tolerance when compared to wild-type plants [112]. The authors 
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concluded that MDH conferred transgenic apple plants greater tolerance to the studied 

stresses, modifying the redox state and increasing the salicylic acid level.  

The mapping of TCA cycle components, according to KEGG Pathway database, 

considered nine unitags annotated to them (Table S.4), presenting all of them induced 

by the tolerant bulk but not by the sensitive bulk (Fig. S.4). As pointed to a glycolysis, a 

better energy efficiency could be expected by the tolerant cultivars in the drought stress 

tolerance responses.  

3.2.7.3. Pentose phosphate pathway / TKT 

Transketolase (TKT; EC 2.2.1.1) participates in the second stage of the Pentose 

phosphate pathway, a process of glucose turnover, and it takes part of the Calvin cycle 

[113]. The unitag SD13813 (FCTol = 12.72 and FCSens = - 1.37; Table 2), a potential 

TKT, was one of the 50 most induced unitags by the tolerant bulk after the applied 

stress (Table 1). The RT-qPCR (Table 2, Fig. 1) validated this induction expression of 

the tolerant cultivars CTC6 (1.74 fold) and SP83-5073 (1.83 fold). TKT responsiveness 

to environmental factors has been already reported, such as its involvement in 

rehydration process of Craterostigma plantagineum, a resurrection plant, with the 

induction of two TKT transcripts (in leaves and roots, after six and seven hours, 

respectively) [114].  

Regarding the mapping of unitags of pentose phosphate cycle components (KEGG 

Pathway database), eight of ten unitags (Table S.5) showed induction by the tolerant 

bulk, and at the same time n.s. or repressed by the sensitive bulk (Fig. S.5). The data 

overview suggests that sensitive cultivars are not so efficient in the mobilization of the 

energy machinery when under stress (24 h after irrigation suppression). 

3.3. Individualizing sugarcane cultivars tolerant and sensitive to drought 
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The expression validation by RT-qPCR, of each proposed candidate and each cultivar 

composing the formed bulk, showed that not all cultivars from the same bulk had the 

same molecular responses as the results observed in silico for the entire bulk (Table 2, 

Fig. 1). This fact was expected, due to the different genetic backgrounds involved, the 

several processes acting and reflecting on some tolerance to stress in those cultivars, and 

particularly due to the intricate nature of the drought tolerance feature [115], 

culminating with a gradual tolerant phenotype in response to the applied stimulus. 

Joining genes and transcripts from a variety of genetic backgrounds is a plus when 

combining different genotypes in bulks. Another positive feature was the financial 

resources savings due to the lower number of libraries to be generated and sequenced. 

However, the presence of two or more genotypes in a bulk means a combination of 

common and distinct genotype transcripts, and if a differentiated expression is detected, 

it is necessary to find out which genotype potentially transcribed that transcript of 

interest. Besides, the dilution factor triggered by this mixed sample can interfere with 

the detection of a particular transcript. 

The tolerant cultivars closer to the expected in silico inductions presented by the 

tolerant bulk were SP83-2847 and CTC6, each of them showing nine of the 15 

candidates validated by RT-qPCR. From these nine, both tolerant cultivars shared six 

candidates: ACCD (from the Ethylene stress attenuation); AP and C13 (Protein 

degradation); ACC (Fatty acid synthesis); FBA (Glycolysis), and AAT (Amino acid 

transporter). These functional molecular markers are probably acting in the tolerance 

response, attenuating the ethylene stress and positively contributing to the better energy 

allocation, protein homeostasis, amino acid transport, and synthesis of flavonoids 

(signaling responses to stress or favoring the epicuticular wax deposition). In total, 

SP83-2847 and CTC6 validated 12 markers; except for LDP (from the TCA cycle), ß-
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EXP8 (root growth accentuation) and 20SPß4 (Ubiquitination Pathway). In turn, the 

tolerant cultivar SP83-5073 induced AP (plant protease), ß-EXP8 (root growth 

accentuation), 20SPß4 (Ubiquitination Pathway), and TKT (Pentose phosphate 

pathway), while CTC15 induced AAT (Amino acid transporter), LDP (TCA cycle), and 

TRX (Oxidative detoxification). Some targets validated samples of only one tolerant 

cultivar, but four of them (ß-EXP8, PFK, MDH, and TPI) showing distinctive induction 

(Fig. 1). The relative importance of these candidates for the tolerance response needs 

further studies. 

Concerning the enzymatic activities of CAT and APX, two ROS (Reactive oxygen 

species) detoxification enzymes, estimated in plants under water suppression periods (3, 

10 and 20 days), two of those four drought-tolerant sugarcane cultivars reported here 

(SP83-2847 and SP83-5073) were evaluated and showed different responses [116]. In 

SP83-2847 an increase in both enzymatic activities occurred in the first treatment time. 

The same was not observed for SP83-5073, indicating that CAT and APX may have a 

protective role only in SP83-2847 [116].  

Trying to evaluate the same set of eight sugarcane cultivars reported here, Thiebaut et 

al. [31] analyzed the expression of sRNAs in leaves and roots of plants after 24 h of 

irrigation suppression. The validation results (RT-qPCR), however, only considered 

SP83-2847 and SP83-5073 (as drought-tolerant cultivars), and SP90-1638 (-sensitive 

cultivar), and four targets. Based on those results, only the expression profile of one 

(miR159) was confirmed by the tolerant cultivar SP83-2847, but not by SP83-5073.  

These results are in the same direction obtained here since SP83-2847, which the main 

favorable agronomic trait is rusticity [117], induced nine targets when compared with 

SP83-5073, which validated only four. Our results also indicate CTC6, which presents 
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high productivity and production stability as the favorable agronomic traits [118], as 

another elite drought-tolerant accession. 

Regarding the sensitive cultivars, half of them hardly presented induced candidates. The 

cultivar CTC13 (Table 2) only induced ß-EXP8 (root growth accentuation) but 

repressed PFK (Glycolysis), and ACC (Fatty acid synthesis). The cultivar SP90-1638 

induced PFK (Glycolysis) and ß-EXP8 (root growth accentuation) but repressed 

20SPß4 (Ubiquitination Pathway). In turn, the cultivar SP90-3414 induced 20SPß4 

(Ubiquitination Pathway), C13 (Protein degradation), FBA (Glycolysis), and ACC 

(Fatty acid synthesis). In the same way, CTC9 induced AAT (Amino acid transporter), 

TRX (Pentose phosphate pathway), ACC (Fatty acid synthesis), and C13 (Protein 

degradation), and repressed ß-EXP8 (root growth accentuation). Despite the fact that 

drought-sensitive cultivars induced some candidates, their molecular profiles were 

distinct from those presented by SP83-2847 and CTC6 (both drought-tolerant cultivars). 

Keeping in mind that these cultivars, although being sensitive to the applied stress, have 

some favorable agronomic traits, such as ratooning and high productivity (SP90-1638) 

or high productivity and precocity (CTC9), according to the Brazilian breeding program 

[118]. Some targets, such as ACCD (Ethylene stress inhibition), MDH and LDP (from 

the TCA cycle), and AP and E2 (protein degradation) did not present induction by any 

of the evaluated sensitive cultivars, and their importance in the tolerance response 

should be verified in additional studies. 

 

4. Conclusions 

For a transcriptomic study, the choice of suitable cultivars is of great importance, 

especially when reviewing a complex character such as drought tolerance. Here, the 

HT-SuperSAGE technique allowed the evaluation of four drought-tolerant cultivars and 
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four drought-sensitive cultivars, after 24 h of irrigation suppression. Based on the 

results of 15 proposed and validated candidates, covering wide-ranging metabolic 

processes, their genetic profiles allowed to discriminate the drought-tolerant and also 

the -sensitive cultivars. Two drought-tolerant cultivars were considered similar (CTC6 

and SP83-2847) and very promising for breeding purposes, showing very distinct 

profiles from two drought-sensitive cultivars (CTC13 and SP90-1638). The proposed 

set of molecular candidates could be promising in sugarcane breeding programs. 
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Fig. 2. RT-qPCR of candidate genes carried out by sugarcane root cDNAs under 24 h of continuous dehydration and negative control. The expression values were normalized by the

reference genes GAPDH (Glyceraldehyde 3 phosphate dehydrogenase) and 25S rRNA (25S ribosomal RNA) and Relative expression data calculated by REST software (v.2.0.13)

[37].Tolerant accesses: CTC6, CTC15, SP83-2847 and SP83-5073; Sensitive accesses CTC9, CTC13, SP90-1638 and SP90-3414). ACCD: 1-aminocyclopropane-1-carboxylate

deaminase; AP: aspartic proteinase; AAT: Na+ dependent neutral amino acid transporter; TRX: thioredoxin-like 1-2, cloroplasto; PFK-2: 6-phosphofructo-2-kinase; ß-EXP: beta-ex-

pansin 8 precursor; ACC: acetyl-CoA carboxylase; E2, ubiquitin conjugating enzyme; 20SPß4, 20S proteasome beta 4 subunit; TPI, triosephosphate isomerase; FBA, fructose-bis-

phosphate aldolase; TKT, transketolase; C13, legumain cysteine-type endopeptidase; LDP, dihydrolipoyl dehydrogenase; MDH, malate dehydrogenase.
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Expression Analysis of Sugarcane Aquaporin Genes under 

Water Deficit 
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Resumo 

Este trabalho representa uma análise transcricional global de fatores de transcrição 

(FTs) expressos 24 h após o início da supressão de rega, em raízes de híbridos 

modernos de cana-de-açúcar. Para tanto, tags HT-SuperSAGE (205.975) de raízes de 

dois bulks de quatro cultivares cada, um considerado sensível e outro tolerante, foram 

alinhadas contra 1.354 sequências nucleotídicas de FTs de Saccharum spp. A partir da 

expressão dos cultivares tolerantes foram identificados 534 FTs e a partir de cultivares 

sensíveis, 526. Nos cultivares tolerantes, 264 FTs foram diferencialmente expressos 

(DE), sendo 146 induzidos e 118 reprimidos; enquanto que nos sensíveis, dos 277 FTs 

DE, 133 foram induzidos e 144 foram reprimidos. Dentre os FTs DE, as famílias mais 

abundantes foram AP2/EREB, bZIP e ZIM. A análise in silico também identificou 

prováveis FTs que controlariam a expressão das unitags mais induzidas nos dois bulks, 

em resposta ao estresse aplicado. Adicionalmente, expressões de cinco FTs foram 

validadas via RT-qPCR, a partir de cada cultivar (separadamente), identificando-se 

elementos regulatórios atuantes em Cis, mais prevalentes em regiões promotoras de 

nove FTs induzidos. Os dados fornecem indícios da resposta imediata de cultivares 

contrastantes ao déficit hídrico, sendo candidatos naturais com potencial para estudos 

futuros envolvendo seleção assistida por marcadores (SAM) e transgenia.  

Palavras-chave: transcriptoma, Saccharum spp., regulação gênica, HT-SuperSAGE 

Introdução 

 Ao longo da história evolutiva as plantas adquiriram mecanismos de tolerância a 

estresses, cujos processos envolvem mudanças fisiológicas e bioquímicas que resultam 

em mudanças adaptativas ou morfológicas (Boyko e Kovalchuk, 2008, Urano et al., 
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2010). Assim, a partir da percepção de condições não favoráveis, ocorre uma 

reprogramação transcricional direcionada a minimizar os efeitos deletérios nas células 

vegetais (Han e Wagner, 2013; Ferreira Neto et al., 2016).  

 Neste contexto, avanços em análises genômicas de larga escala revelaram 

complexas redes de regulação gênica (gene regulatory networks, GRNs) que controlam 

a expressão gênica global, modificações pós-traducionais (alosteria) e a composição 

metabólica (Urano et al., 2010). As GRNs são compostas por diferentes regulações 

genéticas e epigenéticas, que acarretam mudanças na expressão de fatores de transcrição 

(FTs), na distribuição de nucleossomos, nas modificações de histonas, na metilação do 

DNA, e nos RNAs não codificadores de proteínas (non-protein-coding RNAs, 

npcRNAs), conduzindo a importantes rotas que respondem a estresses abióticos (Urano 

et al., 2010).  

 A maior classe de genes reguladores da expressão gênica, com suas 58 famílias e 

abrangendo mais de 5% de todo conjunto de genes no grupo de vegetais superiores (Jin 

et al., 2014), envolve os TFs (proteínas compostas basicamente de quatro domínios: 

ligação ao DNA, oligomerização, sinal de localização nuclear e regulação da 

transcrição) (Liu et al., 1999). O domínio de ligação ao DNA é o principal domínio, 

snedo responsável pela nomenclatura das diferentes famílias de TFs (Yamasaki et al., 

2013). A família APETALA 2 /ethylene-responsive element binding factor (AP2/EREB) 

é a maior família de TFs específicas de plantas, com isoformas de várias subfamílias 

envolvidas em respostas a estresses abióticos, tais como frio, desidratação, calor, bem 

como na resposta ao regulador de crescimento etileno e no desenvolvimento de flores, 

raízes, embriões e sementes (Yamasaki et al., 2013). A família bHLH (basic helix-loop-

helix), também uma das principais famílias de FTs em plantas superiores, apresenta 

representantes com atuação na sinalização de fitocromos, na biossíntese de flavonoides, 
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na sinalização hormonal e também nas respostas a estresses (Feller et al., 2011). A 

família WRKY, nomeada em razão da presença do motivo WRKY, apresenta TFs 

importantes na regulação da reprogramação transcricional em resposta a estresses em 

plantas (Chen et al., 2012). Os FTs da família MYB, por sua vez, têm recebido bastante 

atenção em virtude de serem ABA responsivos, em decorrência de déficit hídrico 

(Yamaguchi-Shinozaki e Shinozaki, 2006). A  família NAC, um anacronismo aos três 

primeiros genes descritos [NAM (No Apical Meristem), ATAF1-2, e CUC2 (Cup-

Shaped Cotyledon)] representa TFs específicos de plantas com mais de 140 transcritos 

identificados em arroz (Xiong et al., 2005; Nakashima et al., 2012). TFs desta família 

foram reportados em respostas a estresses bióticos e abióticos (Nakashima et al., 2012), 

bem como em aumentos na tolerância a estresses abióticos (principalmente seca e 

salinidade) e em trabalhos com gramíneas transgênicas superexpressando genes NAC 

(Gao et al., 2010; Jeong et al., 2010; Xue et al., 2011; Saad et al., 2013).  

 Dentre as gramíneas, a cana-de-açúcar (Saccharum spp. híbrida) é uma 

importante cultura cultivada em mais de 100 países, ocupando aproximadamente 26 

milhões de hectares. O Brasil destaca-se como o maior produtor mundial dessa cultura, 

bem como o principal processador e produtor de seus principais produtos (açúcar e 

etanol) (FAO, 2016). Dentre os estresses abióticos, o déficit hídrico é o mais prejudicial, 

afetando periodicamente determinadas áreas de cultivo (Gosal et al., 2009; Zingaretti et 

al., 2012). Apesar da importância da cultura e das perdas ocasionadas por déficit hídrico 

ainda não há na literatura um estudo de expressão em larga escala das diferentes 

famílias de TFs (TFoma) em genótipos considerados tolerantes ou sensíveis de cana-de-

açúcar em resposta à seca. No presente trabalho, a partir da metodologia de 

transcriptômica HT-SuperSAGE, dois grupos de quatro cultivares cada, sendo um 
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considerado tolerante e outro sensível, foram associados com respostas imediatas (24 h) 

de TFs ao estresse de supressão de rega.  

Material e Métodos  

Cultivares de cana-de-açúcar, descrição das bibliotecas HT-SuperSAGE 

 Oito cultivares de cana-de-açúcar do Centro de Tecnologia Canavieira – CTC, 

Piracicaba, São Paulo, Brasil - formaram dois conjuntos de acessos contrastantes para a 

condição de déficit hídrico. O grupo (bulk) tolerante consistiu dos cultivares CTC6, 

CTC15, SP83-2847 e SP83-5073, enquanto que o bulk sensível foi composto por CTC9, 

CTC13, SP90-3414 e SP90-1638. Estes cultivares têm sido reportados como tolerantes 

e sensíveis à seca, com base em observações de campo por produtores de cana-de-

açúcar e análises fisiológicas, incluindo seu conteúdo relativo de água e clorofila 

(Thiebaut et al., 2012; Thiebaut et al., 2014).  

 O estresse (24 h de supressão de rega) foi aplicado conforme descrito por Kido 

et al., (2012). Após o período de tratamento, ambos os grupos tiveram suas raízes 

coletadas, imediatamente congeladas e estocadas a -80 °C até a extração de RNA total. 

RNA totais foram isolados via Trizol
®
 (Invitrogen), tratados com DNAse (Qiagen

®
), 

purificados com RNeasy Mini kit (Qiagen
®
) e quantificados em espectrofotometro. 

Bulks de cada tratamento [estressados e controles negativos (não estressados)], foram 

constituídos de RNAs purificados de cada cultivar de seu respectivo bulk (tolerante ou 

sensível), em uma quantidade equimolar.  

 O sequenciamento das bibliotecas HT-SuperSAGE [tolerante estressada 

(SD24T), tolerante controle negativo (SDTC), sensível estressada (SD24S) e sensível 

controle negativo (SDSC)] baseou-se na metodologia de Matsumura et al. (2003) com 

modificações, incluindo-se o sequenciamento via Illumina Genome Analyzer II 

(tecnologia SOLEXA) (Kido et al., 2012).  
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 Em resumo, os dados disponíveis compreendem a 205,975 unitags (tags únicas) 

e suas respectivas frequências observadas nas oito bibliotecas. As frequências 

observadas permitiram classificar as unitags como up-regulated (UR), down-regulated 

(DR) ou não significativa n.s. (p<0.05), após teste de Audic-Claverie (Audic e Claverie, 

1997). Também foi estimada, para cada unitag, a modulação de sua expressão gênica 

(FC: Fold Change), calculada como a razão da frequência observada em uma biblioteca 

comparada com outra. 

Identificação de fatores de transcrição e análise de expressão 

 Unitags oriundas dos contrastes tolerante (SD24T vs. SDTC) e sensível (SD24S 

vs. SDSC) foram alinhadas (BLASTn) contra sequências de fatores de transcrição (FTs) 

do GRASSIUS (http://grassius.org/), um banco de dados com sequências de FTs 

curadas de várias espécies de gramíneas (Yilmaz et al., 2009). Os alinhamentos 

classificados como aceitáveis compreenderam aqueles com best hit (melhor 

alinhamento) entre sequências de cana-de-açúcar, score > 44 (52 correspondendo a 

100% de identidade), permitindo até um erro em um alinhamento de 26pb, e com 

5'CATG preservado. Também foram prospectados domínios conservados nos peptídeos 

traduzidos (Bioedit tool version 7.2.5, Hall, 1999) de transcritos FTs com unitags 

identificadas, com o uso da ferramenta NCBI Batch Web Conserved Domain Search 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/bwrpsb/bwrpsb.cgi; Marchler-Bauer et al., 

2015). A análise de cluterização hierárquica foi realizada no software Cluster 3.0 

(v.1.52) (Eisen et al., 1999) utilizando as unitags mais diferencialmente expressas (p-

value < 1e
-4

) sobre parâmetros padrão e valores FC como dados de entrada. Os 

dendrogramas laterais foram gerados usando o programa TreeView (Page, 1996). 

Finalmente, os diagramas de Venn foram gerados com o auxílio da ferramenta Venny 

(Oliveros et al., 2017). 
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Prospecção de Elementos regulatórios em Cis (Cis-Acting regulatory elements -

CARE)  

 TFs induzidos foram posicionados em BACs de cana-de-açúcar (Setta et al., 

2014) usando-se a ferramenta BLASTn (e-value < 1e
-20

), com posterior identificação de 

potenciais regiões promotoras, delimitando-se 2000 pb upstream do início do 

alinhamento feito pelo software BioEdit (Hall, 1999). Elementos regulatórios em Cis 

(Cis-Acting regulatory elements) foram minerados in silico com auxílio da ferramenta 

newPLACE (https://sogo.dna.affrc.go.jp; Higo et al., 1999). 

Análise de enriquecimento de FTs 

 Com o intuito de identificar os TFs cujos alvos tivereram maior expressão, 

unitags significativamente induzidas (p-value < 0.0001) e exclusivas de cada bulk de 

cultivares foram mapeadas em ESTs de cana-de-açúcar oriundas da base de dados 

NCBI. Sequencias contendo as unitags foram alinhadas (BLASTx, e-value cutoff e
-10

) 

com proteínas curadas da base de dados UniProtKB/SuissProt. As proteínas 

relacionadas foram consideradas alvos diferencialmente induzidos e foram consideradas 

no enriquecimento de TFs (TF Enrichment) a partir da ferramenta PlantRegMap (Plant 

Transcriptional Regulatory Map; http://plantregmap.cbi.pku.edu.cn/tf_enrichment.php; 

Jin et al 2016), considerando um threshold limite de p-value ≤ 0.05. 

Extração de RNA e síntese de cDNA para os ensaios RT-qPCR  

 RNAs totais de cultivares tolerantes e sensíveis de cana-de-açúcar foram 

extraídos e purificados como mencionado anteriormente. A integridade dos RNAs foi 

verificada em gel de agarose 1.5% (w / v) corado com Blue-Green Loading Dye (LGC 

Biotecnologia
®

). As amostras foram quantificadas com o uso do Quant-iT ™ RNA 

Assay Kit (Invitrogen
®
) em fluorometro Qubit (Invitrogen®). Alicotas de RNAs totais 

(1 μg) foram convertidos em cDNAs usando o QuantiTect Reverse Transcription Kit 
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(Qiagen
®
) e resuspensos em um volume final de 20 μL. A síntese de cDNA foi incubada 

a 42 °C por 2 min em tampão gDNA Wipeout (para a remoção de contaminantes de 

DNA genomico), 42 °C for 15 min (transcrição reversa) e 95 °C por 3 min (inativação 

da enzima), em termociclador. As amostras obtidas foram estocadas a -20 ° C até os as 

reações RT-qPCR.  

 Os ensaios de RT-qPCR seguiram as diretrizes do protocolo MIQE (The 

Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments) 

(Bustin et al., 2009), com o objetivo de aumentar a confiabilidade nos resultados. 

Desenho de primers, eficiência da amplificação e análises de RT-qPCR 

 Transcritos TFs foram alinhados (BLASTn) contra RefSeq mRNA (NCBI; 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) para reconfirmação individual da anotação. Primers 

foram desenhados com base em FTs de cana-de-açúcar que continham unitags 

utilizando-se a ferramenta Primer 3 (Rozen e Skaletsky, 2000). Os seguintes parâmetros 

foram aplicados: tamanho de amplicon (entre 70 e 200 bp), temperatura de dissociação 

[entre 50ºC (mínima), 70ºC (ótima) e 80ºC (máxima), conteúdo GC [entre 45-55% 

(50% ótimo)], e um grampo CG (CG clamp). Os primers desenhados para amplificar os 

candidatos propostos (ScARF43, ScEREB58 ScMYB103, ScNAC5 e ScZIM14) estão 

disponibilizados na Tabela S2. Os primers utilizados como genes de referência foram 

αTubulin, Histone H1 e GAPDH, genes de referência disponibilizados pela literatura 

(Silva et al., 2014). Todos os primers foram sintetizados pela Bioneer Corporation 

(Coreia do Sul) e testados inicialmente em amplificações de cDNAs em PCR 

convencional, com a programação de ciclagem de 5 min a 95 ºC, seguido de 35 ciclos 

de 95 °C por 15 s, 58 °C por 30 s, e 72 °C por 30 s. Produtos PCR foram analisados em 

géis de agarose a 1,5% (w / v) corado com Blue-Green Loading Dye (LGC 

Biotecnologia
®

). Curvas de dissociação também foram analisadas em RT-qPCR para 
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confirmação de especificidade da amplificação dos candidatos propostos. Além disso, 

curvas de calibração foram feitas utilizando amostras de cDNAs das cultivares 

tolerantes e sensíveis e de diluições seriadas (1, 10
-1

, 10
-2

, 10
-3

 e 10
-4

). Estas curvas 

tinham o propósito de calcular a eficiência de amplificação (E = 10
(−1/standard curve slope)

; 

Rasmussen, 2001) de cada candidato(Figura S1).  

 Reações RT-qPCR foram realizadas em volume final de 10 μL, incluindo-se: 1 

μL da amostra de cDNA (diluída cinco vezes nas absolutas e a 10
-1 

nas relativas), 5 μL 

de GoTaq
®

 qPCR Master Mix (Promega), 2 μL de água ultrapura, e 1 μL de cada primer 

(0.05 μM). Todas as reações RT-qPCR (em placas de 96 poços) foram performadas em 

três réplicas biológicas e três técnicas, um controle negativo (cDNA sample), e 

normalizados por três genes de referência (αTubulin, Histone H1 e GAPDH). Reações 

de RT-qPCR foram realizadas em termociclador LineGene 9660, modelo FQD-96A 

(Bioer
®
), utilizando-se o sistema de detecção de SYBR Green. Estas reações seguiram a 

seguinte programação: desnaturação inicial de 95 ° C por 2 min, seguida por 40 ciclos 

de 95 ° C por 15 s e 60 ° C por 60 s. As curvas de dissociação foram analisadas entre 65 

- 95 ° C por 20 min após os 40 ciclos RT-qPCR. O programa LineGene 9600 (versão 

1.1.10) determinou os ciclos de quantificação (Cq), temperatura de dissociação, e 

quantificações absolutas e relativas. Os dados da expressão relativa foram calculados 

com o método ΔΔCq e avaliados usando o programa REST software (version 2.0.13) 

(Pfaffl, Horgan e Dempfle, 2002), utilizando-se teste de randomização com 2000 

permutações. 
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Resultados 

Identificação e classificação de TFs em cana-de-açúcar sob estresse de seca. 

 A partir de 2.264 alinhamentos das unitags HT-SuperSAGE com transcritos FTs 

da base de dados GRASSIUS, compreendendo 1.833 unitags de cana-de-açúcar após 24 

h de supressão de rega, expressas em raízes dos cultivares tolerante (bulk T) e/ou 

sensível (bulk S), foram identificadas 582 potenciais FTs. Esses FTs cobriram 38 das 41 

famílias descritas para cana-de-açúcar (Tabela 1, Fig. 1), não sendo constatadas 

componentes somente das famílias BBR/BPC, C2C2-CO e C2C2-YABBY.  

 Com base no bulk T foram detectados 534 potenciais FTs (Fig. 1B), e com base 

no bulk S foram detectados 526 (Fig. 1C). As famílias FTs mais abundantes em 

isoformas presentes nos bulks (Fig. 1A) ou isoladamente no bulk T (Fig. 1B) e no bulk S 

(Fig. 1C) foram AP2/EREB (bulk T: 46 isoformas; bulk S: 44), bZIP (bulk T: 42 

isoformas; bulk S: 43) e bHLH (bulk T: 36 isoformas). De modo geral, a ordem em 

abundância de isoformas nas famílias FTs foi similar nos dois bulks de cultivares. 

Variações mais evidentes foram observadas na família MYB Related, com o bulk T 

apresentando cinco isoformas a mais que o bulk S (Fig 1B e 1C). 

 

 

http://grassius.org/family.html?KEYWORDS=BBR/BPC&SPECIES=4
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Tabela 1. Famílias de fatores de transcrição identificadas a partir de alinhamentos de unitags expressas em genótipos tolerantes de 

cana-de-açúcar (Saccharum spp.) sobre déficit hídrico (24 h de supressão de rega) com sequências nucleotídicas de fatores de 

transcrição* e suas respectivas regulações (p > 0,05). 

Família Alinhamentos 
Fatores de 

transcrição 
Unitags** 

Unitags 

UR TExC 

Unitags 

DR TExC 

Unitags 

n.s. TExC 

Unitags 

UR SExC 

Unitags 

DR SExC 

Unitags n.s. 

SExC 

ABI3 55 24 45 3 3 31 5 3 25 

Alfin (ALF) 38 7 34 0 3 19 2 1 27 

AP2/EREB 293 49 249 16 20 127 26 36 124 

ARF 51 22 33 1 6 17 1 1 26 

ARID 14 5 13 0 0 9 0 1 3 

ARR-B 5 3 3 0 0 2 0 0 2 

bHLH 120 38 112 6 10 73 13 8 61 

bZIP 187 48 161 12 16 86 18 22 81 

BZR 10 2 10 0 0 8 2 0 4 

C2C2-Dof 16 5 15 0 0 11 3 2 3 

C2C2-GATA 31 8 23 2 6 9 0 6 13 

C2H2  27 6 23 1 0 19 0 3 11 

C3H 129 31 89 6 6 58 8 9 48 

CCAAT 47 15 36 7 1 21 3 4 20 

CPP 13 6 6 1 0 6 0 1 4 

SBP 11 4 11 1 2 5 0 2 8 

E2F-DP 5 1 5 1 0 1 0 0 5 

EIL 12 3 11 0 2 6 0 0 3 

G2 like 35 14 25 7 0 12 2 1 17 

GeBP 15 3 15 0 0 13 0 1 12 

GRAS 131 32 109 7 8 64 11 6 70 
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Continuação 

          
Família Alinhamentos 

Fatores de 

transcrição 
Unitags** 

Unitags 

UR TExC 

Unitags 

DR TExC 

Unitags 

n.s. TExC 

Unitags 

UR SExC 

Unitags 

DR SExC 

Unitags n.s. 

SExC 

GRF 1 1 1 0 0 1 0 1 0 

Homeobox  125 28 122 8 8 79 10 12 64 

HSF 19 5 18 1 4 11 1 0 9 

MADS 41 12 33 4 0 20 3 1 19 

MYB Related 91 23 76 2 5 52 8 9 42 

MYB Family 71 17 69 3 4 41 8 2 41 

NAC 124 28 98 17 5 53 9 8 53 

NLP 52 2 52 7 6 33 10 8 23 

Orphans 214 52 188 17 10 125 14 20 95 

TCP 1 1 1 0 0 1 0 1 0 

Trihelix  3 3 1 0 0 1 0 0 1 

TUB  70 23 49 4 6 31 5 5 23 

VOZ 3 3 2 0 0 1 0 0 2 

WHIRLY 3 1 3 0 0 2 0 0 2 

WRKY 58 20 57 4 9 31 8 5 28 

ZF-HD 4 1 4 0 0 2 1 0 3 

ZIM 139 36 60 11 5 30 8 5 32 

Totais 2264 582 1862** 149 145 1111 179 184 1004 

* sequências de Saccharum spp. híbrido oriundas do banco de dados GRASSIUS (grassius.org). **com redundância de mesma unitag mapeada 
em trancrito diferente. 
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Fig. 1 Distribuição de FTs por família no transcriptoma de Saccharum spp. (A) e respectivas 

distribuições de FTs por família em acessos tolerantes (B) e acessos sensíveis (C). Os números das 

20 maiores famílias FT foram contados separadamente, enquanto que as demais famílias e os 

membros Órfãos foram integrados em outros. 

 

 A curagem das anotações das TFs contendo unitags alinhadas foi feita por 

análise de domínio em sequências traduzidas in silico (dados não mostrados), que 

detectaram domínios em 303 polipeptídios, sendo os mais prevalentes SANT 

superfamily (em 43 peptídeos), ZIM/tify superfamily (em 31), bZIP superfamily (em 28) 

e zf-CCCH superfamily (em 28). 

Perfis de expressão de fatores de transcrição de cana-de-açúcar em acessos 

contrastantes 

 Com base nas unitags expressas pelo bulk T sob estresse (24TS) em relação ao 

respectivo controle negativo (TC), dos FTs identificados, 146 foram considerados 

induzidos (unitags UR, upregulated) e 118 reprimidos (unitags DR, downregulated; p < 

0.05). Com base no bulk S sob estresse (24SS), em relação ao controle negativo sensível 



121 

 

 

(CS), 133 FTs foram considerados induzidos e 144 reprimidos. A distribuição das 

famílias diferencialmente expressas nas comparações estudadas [contrastes T (24TS vs 

TC) e S (24SS vs SC)] está representada na Fig. 2 De acordo com esta figura, as 

famílias mais abundantes em FTs diferencialmente expressos pelo bulk T foram 

AP2/EREB (30 FTs), bZIP (22), ZIM (20) e NAC (19); pelo bulk S foram AP2/EREB 

(28), bZIP (26), ZIM (21) e bHLH (19). Diferentemente da distribuição geral, com 

todas as unitags expressas, que apresentou perfis semelhantes nos dois grupos de 

cultivares, quando se considera as respostas diferencialmente expressas se observam 

diferenças evidentes na modulação transcricional de parte das famílias em resposta ao 

estresse aplicado. Por exemplo, a família NAC apresentou mais que o dobro (19 contra 

oito) em FTs diferencialmente expressos pelo bulk T em relação ao bulk S, enquanto 

que a família ARF mais que quintuplicou (11 contra duas) na mesma comparação, ao 

passo que a família C2C2-GATA, quase dobrou (10 contra seis)
 
(Fig. 2).  

 

 
Fig. 2 Fatores de transcrição diferencialmente expressos sobre supressão de rega por 24 h. 

 

 Na tentativa de identificar FTs de respostas expressivas pelo bulk T frente ao 

estresse, os conjuntos de unitags UR e DR de cada bulk de cultivares foram comparados 
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em diagrama de Venn (Fig. 3). Assim, 57 FTs apresentando unitags UR no contraste T 

não foram detectadas (n.d.) ou foram consideradas não diferencialmente expressas (n.s.) 

no contraste S. Deste grupo de 57 FTs, merecem destaques as famílias NAC, GRAS e 

ARF, com oito, oito e sete isoformas, respectivamente. Outro grupo formado por 31 

unitags DR no contraste T ou foram n.d. ou n.s. no contraste S, com destaques para as 

famílias ZIM, C3H e WRKY com 5, 3 e 3 isoformas, respectivamente. Outro grupo de 

FTs apresentou unitags com regulações opostas nos contrastes estudados: 28 FTs com 

unitags UR no contraste T foram consideradas DR no contraste S (destaques para as 

famílias bZIP, TUB e AP2/EREB, todos com 4 isoformas), ao passo que 16 FTs de 

unitags DR no contraste T foram consideradas UR no contraste S (destaque para a 

família ZIM com 4 isoformas). Esses conjuntos são particularmente interessantes para 

estudos futuros, visando desenvolvimento de marcadores moleculares funcionais ou 

mesmo como alvos moleculares para estudos de transgenia (Tabela S2). 

    
   Fig. 3 Diagrama de Venn evidenciando as respostas dos diferentes bulks  

   de cultivares frente ao estresse de supressão de rega por 24 h, a partir  

   de unitags HT-SuperSAGE diferencialmente expressas (UR, upregulated; 

   DR, downregulated em teste Audic-Claverie, p < 0,05). 
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 A análise de clusterização hierárquica para os FTs diferencialmente expressos 

mais expressivos no contraste T (p-value < 1e
-4

) mostrou a formação de quatro grandes 

grupos: Cluster 1, composto de 16 FTs de unitags DR no contraste T e consideradas UR 

(12 FTs) ou n.s. (1) ou n.d. (2) no contraste S; Cluster 2, com 12 TFs de unitags DR em 

ambos os contrastes; Cluster 3, com 23 FTs com unitags UR no contraste T e DR (13) 

ou n.s. (6) ou n.d. (4) no contraste S; Cluster 4, com 19 FTs de unitags UR em ambos os 

contrastes (Fig. 4). Detalhes envolvendo as 70 unitags (composição, regulação, fold 

change e p-value) e os alinhamentos com transcritos da base de dados GRASSIUS, 

estão disponíveis na Tabela S2. 

 Os Clusters 1 e 3, por representarem unitags de regulação oposta nas repostas 

dos bulks de cultivares são particularmente interessantes. Dentre os transcritos do 

Cluster 1, que foram expressivamente reprimidos no contraste T e de resposta induzida 

no contraste S, merecem destaques ScGRAS71, família GRAS (unitag SD57840: FCTol 

= -1,69 e FCSens = 1,25), ScNAC58, família NAC (unitag SD62818: FCTol = -15.94 e 

FCSens = 2,98), ScEREB23 família AP2/EREB (unitag SD8726: FCTol = -2.33 e FCSens = 

2,08) e ScARF34, família ARF (unitag SD271598: FCTol = -1,74 e FCSens = 1,59). 

Dentre os transcritos do Cluster 3, merecem destaque os FTs expressivamente induzidos 

no contraste T e reprimidos no contraste S: ScZIM43, família ZIM (unitag SD98547: 

FCTol = 5,66 e FCSens = -1,33), ScZIM46, também da família ZIM (unitag SD103749: 

FCTol = 2,17 e FCSens = -1,29), ScEREB104, família AP2/EREB (unitag SD148064: 

FCTol = 2.68 e FCSens = -1,62) e ScCA2P3, família CCAAT (unitag SD191687: FCTol = 

2,15 e FCSens = -3,18). 
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Fig. 4 Clusterização hierárquica1 em relação a sequências mais diferencialmente 

expressas (p <0,0001) em 24TxC (contraste dos acessos tolerantes, estresse de 24 horas e 

controles controlados) e suas respectivas respostas em 24SxC (contraste dos sensíveis sob 

estresse de 24 h de supressão de rega e respectivo controle). 1 Pontos vermelhos: unitags 

induzidas; Verde: unitags reprimidas; Preto: unitag constitutiva ou não detectada. 

 

Prospecção de Cis-Acting regulatory elements (CARE) em regiões promotoras de 

FTs induzidos 

 BACs disponíveis de cana-de-açúcar serviram para mapear elementos 

regulatórios atuando em Cis (CARE) de nove FTs de expressão induzida no contraste T. 
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Foram identificados 3.705 CAREs compreendendo 186 motivos, de um total de 469 da 

base de dados newPLACE (https://sogo.dna.affrc.go.jp; Higo et al., 1999). Aqueles com 

prováveis regiões promotoras, delimitadas em 2.000 pb no sentido upstream do início 

dos alinhamentos, envolveram nove FTs (ScMYB103, ScMYB106, ScMADS39, 

ScbZIP15, ScCOL31, ScGRAS76, ScMYB88, ScARF33 e ScMADS9) e sete BACs 

(KF184822.1, KF184682.1, KF184769.1, KF184713.1, KF184667.1, KF184668.1 e 

KF184716.1) (Tabela 2). Os motivos CAREs mais prevalentes detectados em cada 

região promotora dos nove FTs analisados, bem como as funções previstas para estes 

motivos, estão dispostos na Tabela 2. Os dez motivos CAREs mais prevalentes dentre 

os 186 motivos detectados estão dispostos na Figura 5.  
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Fig. 5 Os dez mais Cis-Acting regulatory elements de cana-de-açúcar mais 

prevalentes entre os 186 motivos identificados na região promotora (2,000 pb 

upstream) de nove fatores de transcrição de cana-de-açúcar induzidos (p<0.05) 

em cultivares tolerantes após 24 h de supressão de rega.
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Tabela 2. Fatores de transcrição UR (p-value <0,05) que permitiram extrair 2.000 pares de bases upstream do início do transcrito, em sequências genômicas de 

cana-de-açúcar (BACs - bacterial artificial chromossome), seus Cis-Acting regulatory elements (CARE) mais prevalentes, suas respectivas funções e respectivas 

referências 

Fator de 

transcrção 
Unitag (s) BAC id Os cinco mais CAREs 

Respective 

quantities 
Funções Referências 

   

CACTFTPPCA1 25 mesophyll-specific gene expression in the C4 plant Gowik et al., 2004 

   
ACGTATERD1 20 early responsive to dehydration Simpson et al., 2003 

ScMYB103 SD123185  KF184822.1 ARR1AT 18 response regulators operate as transcriptional activators Sakai et al., 2000 

   
ROOTMOTIFTAPOX1  17 root specific promoter Elmayan e Tepfer 1995 

   
GTGANTG10 16 regulation of late pollen genes Rogers et al., 2001 

   
CGCGBOXAT 30 ethylene signaling, abscisic acid signaling, and light signal perception Yang e Poovaiah, 2002 

   

GTGANTG10 18 regulation of late pollen genes Rogers et al., 2001 

ScMYB106 SD123185 KF184822.1 CACTFTPPCA1 16 mesophyll-specific gene expression in the C4 plant Gowik et al., 2004 

 

SD123186 

 

ARR1AT 16 response regulators operate as transcriptional activators Sakai et al., 2000 

   

ACGTATERD1 14 early responsive to dehydration Simpson et al., 2003 

   
DOFCOREZM 33 core site required for binding of Dof proteins 

Yanagisawa e Schmidt, 
1999 

   
CACTFTPPCA1 30 mesophyll-specific gene expression in the C4 plant Gowik et al., 2004 

ScMADS39 SD25691 KF184682.1 ARR1AT 22 response regulators operate as transcriptional activators Sakai et al., 2000 

 

SD123660 

 
EBOXBNNAPA  22 control light-responsive and tissue-specific activation of 

phenylpropanoid biosynthesis genes 
Hartmann et., 2005 

   
MYCCONSENSUSAT 22 site found in the promoters of the dehydration-responsive gene rd22 Abe et al., 2003 

   
ARR1AT 24 response regulators operate as transcriptional activators Sakai et al., 2000 

   
CACTFTPPCA1 23 mesophyll-specific gene expression in the C4 plant Gowik et al., 2004 

ScbZIP15 SD20988 KF184769.1 DOFCOREZM 22 core site required for binding of Dof proteins 
Yanagisawa e Schmidt, 
1999 

   
GTGANTG10 21 regulation of late pollen genes Rogers et al., 2001 

   WRKY71OS 19 binding site of rice WRKY71 Zhang et al., 2004 
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      Continuação 

Fator de 

transcrção 
Unitag (s) BAC id Os cinco mais CAREs 

Respective 

quantities 
Funções Referências 

   
CGCGBOXAT 28 ethylene signaling, abscisic acid signaling, and light signal perception Yang e Poovaiah, 2002 

   
CAATBOX1 17 seed storage protein gene Shirsat et al., 1989 

ScCOL31 SD255166 KF184713.1 ACGTATERD1 16 early responsive to dehydration Simpson et al., 2003 

   
MYCCONSENSUSAT 16 site found in the promoters of the dehydration-responsive gene rd22 Abe et al., 2003 

   CACTFTPPCA1 16 mesophyll-specific gene expression in the C4 plant Gowik et al., 2004 

   
CACTFTPPCA1 19 mesophyll-specific gene expression in the C4 plant Gowik et al., 2004 

   
GTGANTG10 18 regulation of late pollen genes Rogers et al., 2001 

ScGRAS76 SD29759 KF184667.1 DOFCOREZM 17 core site required for binding of Dof proteins 

Yanagisawa e Schmidt, 

1999 

   
CGACGOSAMY3 16 cis-elements required for rice alpha-amylase Amy3D expression Hwang et al., 1998 

   ACGTATERD1 16 early responsive to dehydration Simpson et al., 2003 

   

CACTFTPPCA1 51 mesophyll-specific gene expression in the C4 plant Gowik et al., 2004 

   
CURECORECR 28 copper and hypoxic response Quinn e Merchant, 1995 

ScMYB88 SD5407 KF184668.1 DOFCOREZM 26 core site required for binding of Dof proteins Yanagisawa eSchmidt, 1999 

   
CAATBOX1 24 seed storage protein gene Shirsat et al., 1989 

   ARR1AT 19 response regulators operate as transcriptional activators Sakai et al., 2000 

   
CACTFTPPCA1 44 mesophyll-specific gene expression in the C4 plant Gowik et al., 2004 

   
DOFCOREZM 26 core site required for binding of Dof proteins 

Yanagisawa e Schmidt, 
1999 

ScARF33 SD88130 KF184716.1 MYCCONSENSUSAT 22 site found in the promoters of the dehydration-responsive gene rd22 Abe et al., 2003 

   

EBOXBNNAPA  22 
control light-responsive and tissue-specific activation of 
phenylpropanoid biosynthesis genes 

Hartmann et., 2005 

   GATABOX 21 conserved GATA motif Reyes et al., 2004 

   
CACTFTPPCA1 31 mesophyll-specific gene expression in the C4 plant Gowik et al., 2004 

   
MYCCONSENSUSAT 28 site found in the promoters of the dehydration-responsive gene rd22 Abe et al., 2003 

ScMADS9 SD98266 KF184682.1 EBOXBNNAPA 28 
control light-responsive and tissue-specific activation of 
phenylpropanoid biosynthesis genes; 

Hartmann et., 2005 

   

ARR1AT 19 response regulators operate as transcriptional activators Sakai et al., 2000 

      CAATBOX1 19 seed storage protein gene Shirsat et al., 1989 
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Enriquecimento de FTs 

 Considerando os transcritos exclusivamente induzidos pelo bulk T após o estresse 

aplicado foram identificadas 8.198 interações entre 235 FTs e 636 genes, sendo que os 

alvos supra-representados foram detectados para 58 destes FTs (Tabela S3). A partir dos 

transcritos exclusivamente induzidos pelo bulk S, foram detectadas 9.681 interações entre 

235 FTs e 778 genes, sendo que os alvos supra-representados foram detectados para 44 dos 

FTs (Tabela S3). Os alvos supra-representados dos transcritos induzidos pelo bulk T foram 

regulados principalmente por FTs das famílias Dof (5 FTs e 770 interações), 

MIKC_MADS (5 FTs e 347 interações) e C2H2 (2 FTs e 314 interações) (Figura 7). Os 

TFs que mais regularam os alvos individualmente foram Sobic.001G106200 (família 

TALE, apresentando 232 regulações nos tolerantes); Sobic.001G526800 (família 

MIKC_MADS, com 195 regulações); Sobic.009G014400, Sobic.001G420300, 

Sobic.006G267900, Sobic.008G136100 e Sobic.004G266200 (todos da família Dof, 

apresentando 187, 187, 156, 121 e 119, respectivamente). Por sua vez, alvos supra-

representados dos transcritos induzidos pelo bulk S após o estresse foram regulados 

principalmente por FTs das famílias Dof (três FTs com 557 interações), C2H2 (dois FTs e 

380 interações), AP2/EREB (três FTs e 323 interações) e MYB (nove FTs e 304 

interações) (Figura 7). Os TFs que mais regularam os alvos individualmente no bulk S 

foram Sobic.001G106200 (família TALE, apresentando 249 interações; sendo este o 

mesmo TF responsável por 232 interações nos tolerantes), Sobic.001G420300, 

Sobic.009G014400 e Sobic.008G136100 (família Dof, com 211, 211 e 135 interações, 

respectivmente), Sobic.003G058200 (família AP2/EREB, com 194 interações), 

Sobic.009G024400 e Sobic.008G014801 (família C2H2, ambos regulando 190 alvos). 

 Assim, diferenças nas respostas transcricionais dos bulks de cultivares foram 

observadas, tais como as ausências de interações de FTs na família B3 e níveis menores de 
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interação de membros bZIP, Dof, GRAS, G2-like, MIKC_MADS e WRKY, advindas da 

expressão induzida do bulk S em comparação ao bulk T (Figura 6). Diferenças foram 

observadas também ao nível de FTs exclusivos de cada bulk , conforme visto no diagrama 

de Venn (Figura 7). Para os 110 FTs enriquecidos a partir dos dois contrastes, que resultou 

em 94 FTs distintos (Tabela S3), 16 FTs foram comuns aos dois bulks de cultivares 

(compreendendo as famílias AP2/EREB, bHLH, C2H2, GATA, MYB, MYB_related, 

NAC, TALE e TCP); 57 foram enriquecidos a partir de expressão induzida do bulk T (15 

famílias: AP2/EREB, ARF, B3, BBR-BPC, bHLH, bZIP, Dof, , GRAS, MIKC_MADS, 

MYB, NAC, TCP e WRKY) e 21 foram enriquecidos a partir do bulk S (11 famílias: 

AP2/EREB, ARF, ARR-B, BBR-BPC, CAMTA, GATA, HSF, MYB, NAC, TCP e 

Trihelix).  

 
Fig. 6 Famílias identificadas na análise de TF Enrichment em transcritos HT-SuperSAGE 

exclusivamente induzidos (p-value < 0,0001) para cada bulk de cultivares de cana-de-açúcar 

contrastantes e suas espectivas quantidades de interação.  
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Fig. 7 Diagrama de Venn destacando o número de FTs com interações com 

alvos supra-representados, identificados a partir dos transcritos induzidos de 
cada bulk de cultivares após a aplicação do estresse de supressão de rega de 24 

h. 

 

 

 

Validação por PCR em tempo real quantitativa de FTs diferencialmente expressos 

nos dados HT-SuperSAGE 

 Para confirmar a acurácia e reprodutibilidade dos dados HT-SuperSAGE, bem 

como a contribuição individual de cada um dos cultivares, na expressão diferencial 

detectada a partir dos bulks, cinco FTs induzidos após o estresse, de famílias variadas, e 

que apresentaram primers eficientes em análises de RT-qPCR, foram validados seguindo 

recomendações do protocolo MIQE (Pfaffl et al., 2009). Os FTs selecionados foram 

ScARF43 (família ARF), ScEREB58 (família AP2/EREB), ScNAC5 (família NAC), 

ScMYB103 (G2 like family) e ScZIM14 (família ZIM) (Tabela 3), cujos resultados de RT-

qPCR mostraram concordância geral com as mudanças nas frequências dos transcritos 

determinados pela análise HT-SuperSAGE (Figura 8 e Tabela 3), sugerindo confiabilidade 

aos perfis gerados. Assim, o alvo FT ScARF43, representado pela unitag SD88130, 

considerada UR no contraste T (FCTol = 3,39) e n.s. no contraste S (FCSens = 1,05), 
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apresentou nos ensaios de RT-qPCR, indução pelo acesso tolerante SP83-2847 (2,41 

vezes), repressão pelo cultivar sensível SP90-1638 (0,23 vezes), sendo considerada n.s. 

para os demais. O alvo FT ScEREB58 [unitag SD151691, UR no contraste T (FCTol = 

1,81) e DR no contraste S (FCSens = -1,96)] apresentou nos ensaios de RT-qPCR uma 

indução pelo cultivar tolerante CTC15 (1,91 vezes), repressão pelo cultivar tolerante SP83-

2847 (0,35 vezes), sendo considerada n.s. para os demais. O alvo FT ScMYB103 (unitag 

SD123186, anotada como ScGLK32, membro da família G2 like), considerada UR no 

contraste T (FCTol = 1,73) e n.s. no contraste S (FCSens = -1,16), apresentou nas análises 

de RT-qPCR indução pelos cultivares tolerantes CTC15 (2,40 vezes) e SP83-2847 (1,50 

vezes), repressão (0,61vezes) pelo cultivar tolerante CTC6, sendo considerada n.s. para os 

demais. Por sua vez, o alvo FT ScNAC5 [unitag SD13308, UR no contraste T (FCTol = 

4,60) e n.s. no contraste S (FCSens = 1,31)], apresentou nas análises de RTqPCR indução 

pelos cultivares tolerantes CTC15 (1,76 vezes) e CTC6 (1,53 vezes), sendo considerada 

n.s. para os demais. Por fim, o alvo FT ScZIM14 [unitag SD258836, UR no contraste T 

(FCTol = 3,11) e n.s. no contraste S (FCSens = 1,10)], apresentou nas análises de RT-

qPCR indução expressiva pelos cultivares tolerantes SP83-5073 (3,34 vezes) e CTC15 

(2,03), repressão pelo cultivar tolerante CTC6 (0,46 vezes), indução pelo cultivar sensível 

SP90-3414 (1,53 vezes), e expressão n.s. para os demais. 
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Tabela 3 Genes candidatos propostos e seus respectivos resultados baseados nas análises in silico de 

unitags HT-SuperSAGE expressas por expressed bulks tolerantes ou sensíveis (quatro cultivares em 

cada) e suas expressões relativas adiquiridas via RT-qPCR de cDNAs de raízes extraídos após estresse 

(24 h de supressão de rega) ou sob condições de controle.  

Técnica e Acessos 
Genes alvos 

ScEREB58 ScMYB103 ScARF43 ScNAC5 ScZIM14 

HT-SuperSAGE& 
   

 

  

 Tolerant bulk  1,81# / UR 1,73# / UR 3,39# / UR 4,60# / UR 3,11# / UR 

Sensitive Bulk  -1,96# / DR -1,16# / n.s. 1,05# / n.s. 1,31# / n.s. 1,10# / n.s. 

RT-qPCR** 
     

Tolerant accession      

CTC6 1,30 / n.s. 0,61 / DR 1,07 / n.s. 1,53 / UR 0,46 / DR 

CTC15 1,91 / UR 2,40 / UR 1,18 / n.s. 1,76 / UR 2,03 / UR 

SP83-2847 0,35 / DR 1,50 / UR 2,41 / UR 0,70 / n.s. 0,68 / n.s. 

SP83-5073 1,08 / n.s. 0,69 / n.s. 0,98 / n.s. 1,36 / n.s. 3,34 / UR 

Sensitive accession 

     CTC9 0,95 / n.s. 1,81 / n.s. 1,35 / n.s. 1,11 / n.s. 1,17 / n.s. 

CTC13 1,07 / n.s. 1,47 / n.s. 0,93 / n.s. 1,06 / n.s. 1,42 / n.s. 

SP90-1638 0,76 / n.s. 0,45 / n.s. 0,23 / DR 1,42 / n.s. 0,87 /n.s. 

SP90-3414 0,77 / n.s. 0,64 / n.s. 1,53 / UR 0,76 / n.s. 1,53 / n.s. 

#Fold change [FC: ratio of frequencies (normalized to 1,000,000) observed in the stressed library in relation to the respective control library]; ** Relative expression based on 

the REST software (v.2.0.13) [37] after the ΔΔCq method (expression values were normalized by αTubulin, GAPDH and Histone H1); UR: induced; DR: repressed. ns: not 

significant at p <0.05 [32] 

 

 
Fig. 8 RT-qPCR dos genes candidatos performada em cDNAs raízes de cana-de-açúcar sobre déficit hídrico 

(24 h de desidratação contínua). Os valores de expressão foram normalizados por αTubulina GAPDH e 

Histona H1. Dados relativos à expressão calculados pelo software REST (v.2.0.13). 
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Discussão 

 Fatores de transcrição são proteínas que orquestram uma ampla gama de processos 

celulares através da regulação da expressão de genes alvos, em resposta a diferentes fatores 

de desenvolvimento e ambientais (Lemon et al., 2000; Jin et al., 2014). Com base nas 

relevantes funções biológicas, os FTs têm sido extensivamente estudados nas mais 

importantes culturas, incluindo gramíneas (Burdo et al., 2014; Brito et al., 2015; Liu et al., 

2015; Poersch-Bortolon et al., 2016). Apesar da importância econômica da cana-de-açúcar 

e dos FTs serem excelentes candidatos para modificar caracteres complexos nas plantas 

(Century et al., 2008), não há na literatura especializada nenhum trabalho apresentando o 

perfil transcricional do conjunto de TFs expressas por híbridos modernos de cana-de-

açúcar, de diferentes respostas ao déficit hídrico, sob este estresse abiótico. Há na 

literatura, entretanto, relato de FTs de cana-de-açúcar relativos à biossíntese de lignina 

(Brito et al., 2015) e de eventos de transformação gênica em plantas de tabaco, por 

exemplo, com TF individual (SodERF3 de Saccharum officinarum L. cv Ja60-5), que 

culminaram acentuando a tolerância das plantas transgênicas para seca e salinidade 

(Trujillo et al., 2008). Há também evento de transformação de plantas de cana-de-açúcar 

com TF da família AP2/EREB de Arabidopsis thaliana (AtDREB2A CA), acarretando 

maior tolerância da planta transgênica ao déficit hídrico (Reis et al., 2014). Logo, o 

trabalho aqui proposto é pioneiro em abordar a resposta imediata (24 h após supressão de 

rega) do conjunto de FTs expressas em raízes de híbridos comerciais de cana-de-açúcar, 

com histórias distintas de respostas ao déficit hídrico, conforme informações 

disponibilizadas pelo programa de melhoramento genético da cana-de-açúcar do Centro de 

Tecnologia Canavieira (CTC, Piracicaba, SP). Os resultados disponibilizados cobrem um 

conjunto de FTs e de elementos regulatórios atuantes em Cis, e podem ser uteis para 

estudos de respostas estresse-específica ou mesmo para desenvolvimento de futuros 
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marcadores moleculares funcionais, com potencial para uso em seleção assistida (SAM) 

e/ou transgenia.  

 A anotação funcional do conjunto reportado de FTs (Figura 1, Tabela 1) seguiu o 

padrão esperado para outras gramíneas (Xiong et al., 2005; Burdo et al 2014), estando as 

famílias AP2/EREB, bZIP e bHLH dentre aquelas mais abundantes em isoformas de FTs 

observadas em raízes de cana-de-açúcar, tanto no conjunto (Fig. 1A) quanto nos contrastes 

T (Fig. 1B) e S (Fig. 1C), em separado. As análises de domínio, por sua vez, confirmaram 

para parte dos polipeptídeos as anotaçoes fornecidas pelo banco GRASSIUS (Figura 2), a 

qual é uma importante fonte de sequências nucleotídicas e peptídicas para FTs de 

gramíneas, incluindo milho (Zea mays L.), sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench), cana-de-

açúcar (Saccharum spp. híbrida), arroz (Oryza sativa L.) e Brachipodium (Brachypodium 

distachyon (L.) Beauv.), sendo muito util para identificação e classificação de FTs neste 

grupo vegetal (Yilmaz et al., 2009). De modo geral, diferenças na ordem das famílias de 

FTs expressas pelos bulks T e S não foram observadas, com base na abundância de 

isoformas, indicando que para genes FTs as diferenças são mais ao nível de regulação, 

conforme verificados na Figs. 3 e 4. Ambos os contrastes (T e S) apresentaram números 

semelhantes de FTs diferencialmente expressos (264 e 277 isoformas DE, 

respectivamente), porém as famílias diferiram em abundância de isoformas DE (Fig. 3), 

sendo muitas delas exclusivas de cada bulk de cultivares (Fig. 4), e portando padrões 

variados de expressão (Fig. 5).  

 Em relação à família NAC (28 isoformas detectadas; 24 expressas no contraste T e 

25 no S), a comparação entre os dois bulks mostrou 2,37 vezes mais transcritos DE 

expressos nos tolerantes que nos sensíveis. Foram oito TFs exclusivamente induzidos pelo 

bulk T (ScNAC5, ScNAC19, ScNAC22, ScNAC23, ScNAC42, ScNAC43, ScNAC46 e 

ScNAC47), sendo que para ScNAC5 (unitag SD13308) as análises de RT-qPCR, com cada 
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cultivar isoladamente, validou a expressão UR para dois cultivares tolerantes [CTC15 

(1,76 vezes); CTC6 (1,53 vezes)]. Os FTs NAC apresentam uma variedade de funções no 

desenvolvimento de plantas e em respostas a estresses abióticos (Nakashima et al., 2012), 

sendo que a expressão induzida de genes NAC em resposta a estresses abióticos fora 

reportada para frio (4
o
C), seca, salinidade (250 mM NaCl) e também para ação de 

fitoreguladores, tais como ABA e JA, basicamente em arroz e A. thaliana (Rabbani et al., 

2003;Tran et al., 2004; Ohnishi et al., 2005). A superexpressão de gene NAC estresse 

responsivo (SNAC10) em raízes de plantas transgênicas de arroz acentuaram a tolerância à 

seca (Jeong et al., 2010).  

 Recentemente, plantas de trigo expressando o gene SNAC1 de arroz mostraram 

significava tolerância a seca e salinidade, em múltiplas gerações, tendo controlado de 

modo eficiente a expressão de genes envolvidos na sinalização via ABA, incluindo PI3K 

(1-phosphatidylinositol-3-phosphate-5-kinase), SPS (sucrose phosphate synthase), PP2C3 

(type 2C protein phosphatases) e RCAR (regulatory components of ABA receptor) (Saad et 

al., 2013). Transcritos destes genes também apresentaram unitags HT-SuperSAGE do 

presente ensaio sendo expressas, por exemplo: PI3K (unitag SD241907; FCtol = 3,18 e 

FCsens = -1,42), SPS (unitag SD80522; FCtol = 3,39 e FCsens = 1,88), PP2C3 [duas unitags: 

SD86612 (FCtol = 2,97 e FCsens = 1,46) e SD42438 (FCtol = -8,65 e FCsens = -1,14)] e 

RCAR [duas unitags: SD122705 (FCtolerante = 1,97 e FCsensível = -1.70) e SD122727 

(FCtolerante = 2,20 e FCsensível = -1,42)]. De acordo com Saad et al., 2013, resultados de RT-

qPCR nas plantas de trigo transgênicas, mostraram para PI3K, SPS e RCAR, indução (de 

1,3 a 3,4 vezes) em comparação com plantas controle não transgênicas, e para PP2C3, a 

expressão mostrou-se claramente reprimida em dois de três eventos transgênicos, estando 

estes resultados em acordo com as análises HT-SuperSAGE do presente trabalho. Assim, 

os FTs NAC DE identificados ou seus alvos validados podem ser úteis como marcadores 
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moleculares funcionais para ensaios de SAM ou para estudos de transgenia, visando um 

aumento da tolerância ao estresse hídrico. 

 Em relação à família ARF (auxin response factor) [22 isoformas detectadas; 19 

expressas pelo bulk T e 21 pelo bulk S], a comparação entre os bulks mostrou 5,50 vezes 

mais isoformas DE pelo bulk T que pelo S (11 versus dois), sendo que sete apresentaram 

apenas unitags UR no contraste T (ScARF9, ScARF12, ScABI17, ScARF28, ScARF31, 

ScARF33 e ScARF43). Esta última (unitag SD88130) teve a expressão UR validada via 

RT-qPCR para o cultivar tolerante SP83-2847 e de expressão oposta (DR) para o cultivar 

sensível SP90-1638 (e n.s. para os demais). Transcritos da família ARF são proteínas de 

ligação a sequências especificas de DNA, que disparam mudanças transcricionais em 

resposta à auxina, através da seleção de genes-alvo, atuando como FTs (Li et al., 2016; 

Weijers e Wagner 2016). Análises genômicas globais de genes da família ARF foram 

conduzidas em importantes gramíneas cultivadas, como arroz (Wang et al 2007), milho 

(Xing et al., 2011) e sorgo (Wang et al., 2010), o qual é considerado o diplóide mais 

próximo da cana-de-açúcar (Dillon et al, 2007 ). Genes ARF foram implicados na 

sinalização para IAA e BR, e em respostas para frio, sal e seca (Wang et al., 2010; Hu et 

al., 2015; Xu et al., 2016), estando envolvidos nas respostas aos estresses abióticos em 

múltiplas vias de transdução de sinais. Análises de RT-qPCR também detectaram a 

superexpressão de genes SbARF10, 16, e 21 em raízes de plantas de sorgo sob estresse de 

seca (Wang et al., 2010), estando concordantes com as análises HT-SuperSAGE e de 

validação de ScARF43, logo, há potencial para exploração destes alvos pelo melhoramento 

genético. 

 Em relação à família AP2/EREB foram detectadas 49 isoformas [46 a partir do 

contraste T (30 consideradas DE) e 44 a partir do S (38 DE)]. Essa família específica de 

plantas é uma das mais ricas em FTs (Yamasaki et al., 2013), apresentando, em gramíneas, 
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de 121 (em Hordeum vulgare L.; Guo et al., 2016) a 163 genes (em arroz; Sharoni et al., 

2011). A isoforma ScEREB58 (unitag SD151691) teve sua expressão validada por RT-

qPCR, mostrando-se UR pelo cultivar tolerante CTC15. Entretanto, outro cultivar tolerante 

(SP83-2847) mostrou regulação oposta (DR), enquanto os demais não modularam 

significativamente a expressão (Tabela 3, Figura 8). Essa família de FTs conduz 

importantes papéis na regulação transcricional, em diferentes fases do desenvolvimento 

vegetal: na germinação (Wang et al., 2008), no desenvolvimento embrionário (Mantiri et 

al., 2008), no florescimento (Krizek e Fletcher, 2005), na frutificação (Karlova et al., 

2011), bem como em respostas a estresses bióticos (Sharoni et al., 2011) e abióticos, 

incluindo salinidade (Guo et al., 2016), seca (Guo et al., 2016; Sharoni et al., 2011), frio 

(Du et al., 2016), entre outros. A expressão de TF SodERF3 de Saccharum officinarum L. 

cv Ja60-5 em plantas transgênicas de tabaco, quando tratadas com ABA (0,1 mM) ou sob 

estresse salino (350 mM de NaCl) acentuou a tolerância destas plantas à seca (30 dia de 

supressão de rega) e salinidade (Trujillo et al., 2008). Ainda, a transformação com FT 

AtDREB2A CA (de A. thaliana) em plantas de cana-de-açúcar levou a uma maior 

tolerância ao déficit hídrico (2 – 4 h após supressão de rega), sem prejuízos na biomassa, 

como resultado da ativação de genes envolvidos em respostas ao déficit hídrico, tais como 

galactinol synthase (metabolismo da rafinose), P5CS (delta-1-pyrroline-5-carboxylate 

synthetase), late embryogenesis abundant proteins (LEA), DHY (dehydrins), e os genes 

Saccharum Drought Responsive 2 e 4 (SCDRs) (Reis et al., 2014). Transcritos destes 

genes contendo unitags HT-SuperSAGE do presente ensaio sendo expressas foram 

detectadas para P5CS (síntese de prolina; SD130985; FCtol = 5,81 e FCsens = -1,10) e DHY 

(SD83601; FCtol = 5,17). Logo, FTs DE da família AP2/EREB podem também ser valiosas 

para estudos visando o entendimento das respostas transcricionais da cana-de-açúcar frente 

a estresses abióticos, com aplicações nos programas de melhoramento.  
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 Em relação à família ZIM (Zinc-finger protein expressed in Inflorescence 

Meristem) foram detectadas 36 isoformas [36 detectadas no contraste T (20 TFs DE) e 29 

no contraste S (21 TFs DE)]. A família ZIM, também definida como família gênica TIFY, 

em razão da conservação do padrão de aminoácidos TIF[F/Y]XG (Vanholme et al., 2007), 

também participa de respostas a fitoreguladores (Shi et al., 2016), estresses bióticos 

(Zhang et al., 2015) e abióticos (Zhang et al., 2015; Huang et al., 2016; Zhao et al., 2016). 

As análises in silico mostraram ao menos três FTs com destacadas modulações da 

expressão pelo bulk T: ScZIM43 (unitag SD98547; FCTol = 5,66 e FCSens = -1,33), 

ScZIM46 (unitag SD103749; FCTol = 2,17 e FCSens = -1.29) e ScZIM14 (unitag SD258836; 

FCTol = 3,11 e FCSens = 1,10). A validação via RT-qPCR deste último mostrou ser UR para 

os cultivares tolerantes SP83-5073 (3,34 vezes) e CTC15 (2,03 vezes) e para o cultivar 

sensível SP90-3414 (1,53 vezes); expressão DR foi observada para o cultivar tolerante 

CTC6 (0,46 vezes) e n.s. para os demais. A regulação UR detectada também em acesso 

sensível parece não ser suficiente para um fenótipo tolerante devido à complexidade do 

caráter (Hu et al., 2014). A expressão UR para sete genes ZIM/TIFY foi reportada em 

plantas de algodão após uma hora sob estresse hídrico, em condições de 17 % PEG 6000 

(Zhao et al 2016). Os mesmos autores reportaram ainda a superexpressão do gene GaJAZ5 

(família TIFY) em A. thaliana, culminando com o decréscimo da perda de água, da 

abertura estomatal e do acúmulo de H2O2, sugerindo ser a família vital, por serem 

reguladores importantes na sinalização de JA, nas respostas ao estresse de déficit hídrico e 

frio (Chini et al., 2007). 

 A família CCAAT, cujos membros são conhecidos como Fator Y ou HAP, estão 

presentes em eucariotos superiores (Laloum et al., 2013) conferindo funções importantes 

na tolerância a estresses (Nelson et al., 2007) e em vias de respostas transcricionais (Park 

et al., 2010). Das 15 isoformas detectadas (cinco delas DE) mereceram destaques as 
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isoformas ScCA2P4 (unitag SD272530; FCTol = 3,90 e FCSens = -1,46) e ScCA2P3 (unitag 

SD191687; FCTol = 2,15 e FCSens = -3,18). Plantas transgênicas de milho expressando 

ZmNF-YB2 (membro da família CCAAT) mostraram tolerância aumentada à seca, 

proporcionando melhor conteúdo de clorofila, condutância estomática e manutenção da 

fotossíntese, com reflexos também em condições de campo (Nelson et al. 2007). Tal fato é 

indicativo de que ScCA2P3 e ScCA2P4 são alvos interessantes para aumentar a tolerância 

da cana-de-açúcar, com aplicações em programas de melhoramento. 

 Fatores de transcrição da família G2 like (Golden2 like) foram inicialmente 

caracterizados em milho como reguladores de processos de diferenciação do cloroplasto 

(Rossini et al., 2001). Estudos posteriores confirmaram essa participação (Chen et al., 

2016), bem como em vias de resistência ao Fusarium graminearum em A. thaliana 

(Savitch, et al 2007), na regulação do desenvolvimento e maturação de frutos (Nguyen et 

al., 2014), e em resposta a estresses abióticos, dentre os quais frio e seca (Liu et al., 2016). 

Um total de 59 genes G2 like foram identificados no genoma do milho e 20 transcritos G2 

like tiveram suas expressões monitoradas em tecido foliar de plantas sob tratamento de frio 

(4 °C por 6 h, 12 h e 24 h) e seca (20% PEG6000, no intervalo de 30 min - 6 h), sendo que 

10 destes transcritos foram UR em ambos os tratamentos (Liu et al., 2016). Na presente 

análise in silico foram detectadas 14 isoformas [10 expressas no contraste T (seis TFs DE) 

e 13 no contraste S (2 TFs DE)]. O alvo FT ScMYB103 (ou ScGLK32), representado pela 

unitag SD123186 (FCTol = 1,73 e FCSens = -1,16), apresentou nas análises de RT-qPCR 

indução por dois cultivares tolerantes [CTC15 (2,40 vezes) e SP83-2847 (1,50 vezes)], 

sendo que outro cultivar tolerante (CTC6) apresentou expressão divergente (0,61vezes), 

enquanto os demais foram de expressão n.s. A provável região promotora deste alvo 

também foi caracterizada (ver item a seguir). As análises in silico, juntamente com a 

validação em raízes de ao menos dois cultivares tolerantes, bem como a caracterização de 
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uma região promotora, aumentam o repertório informativo da família frente ao déficit 

hídrico, em um tecido ainda pouco estudado (raiz), talvez em razão da origem dos tecidos 

(foliar) das primeiras caracterizações (Rossini et al., 2001), logo, se constituem em bons 

candidatos também para caracterização funcional em tecido radicular. 

 A transformação genética de plantas com promotores indutíveis fornece uma 

regulação mais precisa da expressão trangenica através de um controle externo 

(Hernandez-Garcia e Finer, 2014), aumentando, assim, as chances de que a produtividade 

da planta transformada não seja afetada em condições normais de cultivo. Logo, a busca 

por esses promotores em genoma de referência constitui uma estratégia importante a ser 

perseguida. Entretanto, a complexidade do genoma da cana-de-açúcar, de natureza 

poliplóide e aneuplóide (Wang et al., 2010), fazem com que a montagem de um genoma de 

referência seja um desafio maior. Há, no entanto, fragmentos genômicos disponíveis em 

cromossomos artificiais de bactérias (BACs; Rezende et al., 2012; Setta et al., 2014; 

Visendi et al., 2016). Assim, dos 312 BACs disponibilizados por Setta et al. (2014), após 

prospecção por região promotora, definida como 2.000 pb upstream ao início dos 

alinhamentos com transcrito TF, em somente nove foram detectadas regiões maiores (o 

tamanho médio da maioria dos BACs foi de 115 kb).  

 Dentre os CAREs identificados a partir destas regiões promotoras merecem 

destaques, pela prevalência e por estarem relacionados diretamente com o estresse de seca, 

os elementos indutiveis MYCCONSENSUSAT e ACGTATERD1, (Abe et al., 2003; 

Simpson et al., 2003), além de DOFCOREZM (o segundo mais prevalente), requerido para 

ligação de proteínas Dof (Yanagisawa e Schmidt, 1999). Envolvimento de TFs Dof tem 

sido reportados em respostas de plantas a estresses abióticos (Gupta et al., 2016) e também 

bióticos (Kang et al., 2016). Desta forma, a presença destes CAREs em promotores 

candidataria estes promotores a uma possível natureza estresse-específica em cana-de-
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açúcar, para o estresse em questão, sendo necessários, no entanto, estudos complementares 

que confirmem essa regulação/ indução, bem como validem os resultados em plantas 

transgências devidamente avaliadas.  

 Experimentos de alto desempenho como microarranjos e de sequenciamentos de 

segunda geração, têm gerado quantidades enormes de dados de expressão, depositados em 

bancos públicos, podendo estes ser reutilizados ou reanalisados por diferentes grupos de 

pesquisa. Nestas análises, novas ferramentas estão sempre buscando comparações com os 

dados depositados em situações específicas ainda não investigadas (Rung e Brazma, 2012). 

A ferramenta TF enrichment da base de dados PlantTFDB 4.0 (Jin et al., 2016; 

http://plantregmap.cbi.pku.edu.cn/tf_enrichment.php) é uma delas, ao proporcionar 

encontrar FTs que possuam alvos significativamente supra-representados nos genes de 

entrada (input genes), se utilizando de dados de ChIP-seq e de regulações transcricionais 

identificadas na literatura.  

 Considerando os transcritos contendo unitags HT-SuperSAGE exclusivamente 

induzidas por cada bulk após o estresse, a ferramenta identificou 94 TFs distintos 

envolvidos em 17.879 regulações (8.198 no bulk T e 9.681 no bulk S). Na expressão dos 

cultivares tolerantes, FTs das famílias Dof e TALE (Three Amino acid Loop Extension) 

seriam responsáveis individualmente por mais de 100 regulações. Um deles, FT 

Sobic.001G106200 (TALE), responsável por mais de 200 regulações em ambos os bulks, 

participaria da ativação de diversos genes em diferentes estratégias de respostas e 

mitigação ao déficit hídrico, sendo um bom candidato para transformação gênica devido ao 

amplo expectro de atuação após o curto tempo de exposição ao estresse. TALE é uma 

superclasse de genes homeobox conservados em animais, plantas e fungos, sendo 

subdividida em duas classes (KNOTTED1-LIKE homeobox - KNOX and BEL1-like 

homeobox - BLH or BELL) envolvidas principalmente no controle do desenvolvimento de 
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tecidos vegetais, como meristemas apicais, folhas, colmos e inflorescências (Di Giacomo, 

Iannelli e Frugis, 2013). Membros das duas classes respondem a estresses abióticos, dentre 

os quais: desidratação, sal (200 mm de NaCl) e frio (4 ± 1 
o
C) (Jain et al., 2008). Estes FTs 

seriam também candidatos reguladores de amplo espectro para ensaios futuros de 

transgenia.  

Outro conjunto potencialmente valioso compreende os FTs Dof (DNA-binding One 

Zinc Finger; 614 interações / cinco FTs: Sobic.009G014400, Sobic.001G420300, 

Sobic.006G267900, Sobic.008G136100 e Sobic.004G266200). Unitags HT-SuperSAGE 

identificaram cinco FTs Dof distintos, mas de expressão DE nos cultivares sensíveis (três 

UR; duas DR), e n.s. ou não detectada nos tolerantes. Vale resaltar que o elemento 

regulatório requerido para ligação de proteínas Dof (DOFCOREZM) foi o segundo CARE 

mais prevalente no conjunto das nove potenciais regiões promotoras, reforçando a 

participação deste grupo de TFs na transcrição de genes de cana-de-açúcar. A família 

DOFREZM é exclusiva de plantas, com atuações nas respostas de diversos genes 

envolvidos em variados processos biológicos, que incluem produção de fitoreguladores e 

adaptação ambiental (Yanagisawa, 2004), participando das respostas a estresses abióticos 

(Gupta et al., 2016). Logo, proteínas Dof e sítios de regulação DOFCOREZM podem ser 

alvos interessantes em ensaios de transformação estresse-específica, visando ativações de 

genes de amplo espectro.  

Considerações Finais 

O presente estudo permitiu verificar a resposta global de FTs expressos em raízes 

de cana-de-açúcar, de híbridos modernos, subdivididos em dois grupos de cultivares 

(tolerantes ou sensíveis ao déficit hídrico), frente a um estresse imediato de supressão de 

rega (após 24 h). Representantes de quase todas as famílias de FTs foram detectados a 

partir de unitags HT-SuperSAGE, com destaques para as famílias mais ricas em FTs 
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responsivos a fatores ambientais e que, segundo a literatura, controlam ampla gama de 

genes relacionados com respostas a estresses abióticos. Foram identificados prováveis 

genes FTs que controlam a expressão dos transcritos HT-SuperSAGE mais superexpressos 

nos dois bulks de cultivares contrastantes, em resposta ao estresse aplicado, com destaques 

para TFs responsáveis por amplo número de regulações, em termos de alvos supra-

representados nos genes induzidos de cada bulk. Estes FTs são candidatos potenciais para 

transformação gênica de plantas com genes FTs de amplo espectro, visando aumentar a 

resposta tolerante ao défict hídrico. Adicionalmente, elementos regulatórios atuantes em 

Cis, prevalentes em nove regiões promotoras de FTs de cana-de-açúcar, também foram 

identificados e controlariam genes relacionados com a resposta a estresses abióticos e com 

a sinalização em respostas a fitoreguladores. Estas regiões promotoras também são 

candidatos naturais para ensaios de transgenia, na indução de uma resposta estresse-

específica, o que em tese diminuiria potenciais prejuízos à produtividade da planta 

transformada em situações de não estresse. Logo, o esforço aqui apresentado disponibiliza 

valiosos recursos, representados pelo conjunto de FTs expressos em raízes de plantas de 

cana-de-açúcar, sugerindo grande potencial biotecnológico, tanto como candidatos naturais 

para estudos futuros de SAM, quanto em estudos de transgenia, na espera de uma resposta 

tolerante especifica ao estresse estudado, em condições de estresse, com uso dos elementos 

regulatórios aqui identificados.  
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8 DISCUSSÃO GERAL 

 A análise da estabilidade de seis potenciais genes de referência (αTUB, 

GAPDH, H1, SAMDC, UBQ, 25S rRNA) feita a partir de metodologias estatísticas 

de três softwares diferentes (GeNorm, Normfinder e Bestkeeper) teve como 

objetivo ampliar o número de genes disponíveis para a normalização de ensaios 

de validação via RT-qPCR de perfis transcricionais de raízes de cana-de-açúcar 

sobre déficit hídrico. Com pequenas mudanças na ordem de estabilidade, todas 

as três metodologias estatísticas selecionaram Histona H1, αTubulina e GAPDH 

como o conjunto de genes normalizadores mais estável. Dentre estes genes, a 

literatura relata GAPDH, αTUB, UBQ e 25S rRNA estão sendo rotineiramente 

estudados na normalização de dados de RT-qPCR em várias espécies vegetais, 

incluindo gramíneas como arroz (JAIN et al., 2006; LI et al., 2009), trigo 

(PAOLACCI et al., 2009), Brachypodium distachyon (HONG et al., 2008) e bambu 

(FAN et al., 2013). Por outro lado, não encontramos estudos indicando Histona H1 

como normalizador e sim alguns trabalhos reportando a participação de histona 

H3 na normalização de eudidicotiledôneas como ervilha (DIE et al., 2010), 

algodão (TU et al., 2007) e chicória (MAROUFI et al., 2010), sem ensaios prévios 

com histonas para cana-de-açúcar.  

 Posteriormente foi conduzida a identificação de alvos a partir da técnica 

HT-SuperSAGE que monitorou a expressão de transcritos de quatro acessos 

previamente considerados tolerantes (THIEBAUT et al., 2014) ao déficit hídrico 

versus outro grupo de quatro acessos considerados sensíveis (THIEBAUT et al., 

2014), onde a validação dos 26 alvos propostos via RT-qPCR permitiu discriminar 

cada acesso. Estes candidatos são agrupados em sete processos metabólicos 

envolvidos com a resposta à seca: atenuação do estresse de excesso de etileno; 
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crescimento radicular; degradação proteica; detoxificação oxidativa; biossíntese 

de ácidos graxos; transporte de aminoácidos, e metabolismo de carboidratos e 

duas classes de famílias gênicas: aquaporinas e fatores de trancrição. Com a 

abertura do bulk, para 22 dos 26 alvos validados, destacaram-se os acessos 

tolerantes CTC6 e SP83-2847, por induzirem 11 e 15 dos 22 candidatos, 

respectivamente e ambos compartilham sete destes alvos. No total, esses dois 

candidatos validaram 16 candidatos. Para o grupo de acessos sensíveis, dois 

deles (CTC9 e SP90-3414) induziram quatro e seis candidatos, respectivamente. 

Outro acesso sensível, CTC13, induziu um candidato (e reprimiu quatro), 

enquanto que SP90-1638, induziu dois (e reprimiu dois). Baseados nesses 

resultados, os acessos CTC6 e SP83-2847 foram considarados igualmente 

tolerantes ao estresse aplicado, enquanto que CTC13 SP90-1636 foi considerado 

igualmente sensíveis ao mesmo estresse. Portanto, o conjunto de candidatos 

propostos pode funcionar como marcadores moleculares funcionais para a 

seleção de acessos tolerantes ao déficit hídrico e podem ser promissores nos 

programas de melhoramento da cana-de-açúcar. 

 Partindo-se para análises de famílias específicas, foram idientificadas 42 

isoformas distintas de aquaporinas, membros das quatro subfamílias (PIP, TIP, 

SIP e NIP) de aquaporinas descritas em vegetais superiores (MAUREL et al., 

2008), estando de acordo com a média encontrada em outras espécies vegetais 

(JANG et al., 2004; BANSAL e SANKARARAMAKRISHNAN, 2007). Ao final, 

foram destacados 40 (18 induzidos nos tolerantes e ao mesmo tempo reprimidas 

ou não significativas nos sensíveis; 22 reprimidas nos tolerantes e ao mesmo 

tempo induzidas ou não significativas nos sensíveis) potenciais alvos distintos de 

isoformas de aquaporinas e suas respectivas unitags para estudos futuros de 
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validação do perfil transcricional detectado. Entre estes alvos, dois (PIP1-1 e 

PIP1-3/PIP1-4) foram validados via RT-qPCR e apresentaram potencial para 

desenvolvimento de marcadores moleculares para uso no melhoramento 

genético. 

 Apesar da importância econômica da cana-de-açúcar e dos TFs serem 

excelentes candidatos para melhorar características complexas nas plantas 

cultivadas (CENTURY et al., 2008), nenhum trabalho apresentou o perfil 

transcricional de todo o conjunto de FTs, em cana-de-açúcar frente a estresses 

abióticos, incluindo-se o déficit hídrico. Sendo relatados para essa cultura os FTs 

associados a biossíntese de lignina (BRITO et al., 2015), e de trabalhos com 

transformação gênica com foco em um FT (TRUJILLO et al., 2008; REIS et al., 

2014). Portanto, esse trabalho é, desta forma, pioneiro em abordar a resposta do 

conjunto total de fatores de transcrição de raízes de cana-de-açúcar frente ao 

déficit hídrico em estágio inicial (24 h de supressão de rega), possibilitando a 

disponibilização de um conjunto de 541(264 nos tolerantes e 277 nos sensíveis) 

FTs diferencialmente expressos para SAR ou mesmo para transgenia, que pode 

ser estresse-específica com uso de alguns dos Cis-Acting Regulatory Elements 

de cana-de-açúcar aqui identificados.  

 Devido à possibilidade de se utilizar sequências genômicas provenientes 

de montagens de BACs de cana-de-açúcar (REZENDE et al., 2012; SETTA et al., 

2014; VISENDI et al., 2016), descartou-se a utilização do genoma de sorgo na 

identificação de CARE. Foi possível a identificação de sequências CARE em nove 

regiões promotoras de 2.000 pb upstream do início dos transcritos TFs de cana-

de-açúcar induzidos, a partir do uso de 312 montagens de BAC de Setta et al., 

(2014), destacam-se os promotores MYCCONSENSUSAT e ACGTATERD1 
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(quarto e 13° mais prevalentes, respectivamente), por serem relacionados 

diretamente à seca (ABE et al., 2003; SIMPSON et al., 2003) e DOFCOREZM 

(segunda mais prevalente), um motivo requerido para ligação de proteínas Dof 

(YANAGISAWA e SCHMIDT, 1999), sendo reportados TFs Dof envolvidos em 

respostas vegetais a estresses bióticos (KANG et al., 2016) e abióticos (GUPTA 

et al., 2016). Portanto esses CAREs são fortes candidatos a promotores estresse-

específicos de cana-de-açúcar para o estresse de seca, sendo necessários 

futuros ensaios de transformação ectópica em organismos modelos para 

confirmação de seu controle estresse-específico. Experimentos microarranjo de 

alta performance e sequenciamento de nova geração têm gerado uma quantidade 

substancial de dados de análises amplas da expressão do genoma, onde boa 

parte desses dados sendo rotineiramente depositadas em banco de dados 

públicos e podem ser reutilizados por outros grupos de pesquisa para comparar 

dados com os obtidos em seus ensaios e/ou minerar situações específicas não 

investigadas em dados publicados (RUNG e BRAZMA, 2012). Este trabalho recai 

sobre a segunda alternativa utilizando-se da ferramenta de enriquecimento de 

FTs (TF enrichment) da base de dados PlantTFDB 4.0 (JIN et al., 2016; 

http://plantregmap.cbi.pku.edu.cn/tfenrichment.php) para identificação de FTs 

responsáveis pela indução de exclusivamente UR para dois bulks contrastantes 

de cana-de-açúcar. Essa ferramenta utiliza dados de regulação transcricional 

obtidos da literatura e de dados da metodologia ChIP-seq, reconhecendo os mais 

presentes nas regulações (JIN et al., 2016). Ao fim, destacou-se o FT 

Sobic.001G106200 (TALE), responsável mais de 200 regulações em ambos os 

bulks, indicando uma participação na ativação de diversos genes em diferentes 

estratégias de respostas e mitigação do déficit hídrico, sendo um bom candidato 
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para transformação gênica em ensaios futuros que visem uma resposta de amplo 

espectro em tempo curto. Three Amino acid Loop Extension (TALE) é uma 

superclasse de TFs homeobox conservada em animais, plantas e fungos e é 

subdividida em duas classes (KNOTTED1-LIKE homeobox - KNOX e BEL1-like 

homeobox - BLH ou BELL) envolvida principalmente no controle do 

desenvolvimento de diversos tecidos vegeteais, como gema apical, folhas, caules 

e inflorescências (DI GIACOMO, IANNELLI e FRUGIS, 2013) e membros das 

duas classes respondem a diferentes estresses abióticos (JAIN et al., 2008). 
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9 CONCLUSÕES  

 A estratégia de se utilizar a tecnologia HT-SuperSAGE no monitoramento 

da transcrição de quatro acessos considerados tolerantes ao déficit hídrico versus 

outro grupo de quatro acessos considerados sensíveis, permitiu identificar alvos 

moleculares relacionados a diferentes mecanismos de resposta e a genes 

pertecentes a duas importantes classes de proteínas, aquaporinas e fatores de 

transcrição. 

 Quanto às aquaporinas, apresenta-se o primeiro painel de transcritos do 

conjunto total (com respectivas isoformas das famílias PIP, TIP, SIP e NIP) dessa 

classe de proteínas na cana-de-açúcar e a sua resposta ao déficit hídrico. 

 Também é disponibilizada a resposta do FToma [conjunto total de fatores 

de transcrição (FTs)] da cana-de-açúcar frente ao déficit hídrico. 

 Os BACs disponíveis para cana-de-açúcar permitiram identificar os 

elementos regulatórios atuantes em Cis (cis-Acting regulatory elements - CARE) 

mais prevalentes em regiões promotoras de nove dos FTs induzidos. Os CARE 

mais prevalentes são controlados por FTs relacionados a estresses abióticos e 

vias de sinalização hormonal e podem ser usados em ensaios de transgenia 

estresse-específica, diminuindo potenciais prejuízos à produtividade da planta 

transformada; 

 A padronização dos genes normalizadores indicou H1, αTUB e GAPDH 

como os HKGs mais adequados para estudos de RT-qPCR em raízes de 

genótipos de cana-de-açúcar submetidos ao déficit hídrico, sendo H1 e αTUB 

relatados pela primeira vez para a espécie. 
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 Ao todo foram validados via RT-qPCR 26 alvos relacionados a diferentes 

estratégias de resposta à seca (15 alvos validados), e genes pertecentes a duas 

grandes classes de proteínas: aquaporinas (dois alvos validados) e fatores de 

transcrição (cinco alvos validados), com ao menos dois genes de referência 

padronizados e quatro outros alvos (PIP1-1 [estresse salino], ACC oxidase 

[estresse salino], AS [déficit hídrico] e PFP 1 [déficit hídrico]) utilizados na 

validação da estabilidade do melhor conjunto de genes de referência (GAPDH, 

 TUB e H1). 

 As cultivares CTC6 e SP83-2847 foram separadas, a partir da validação de 

15 alvos, relacionados a sete estratégias de aclimatação à seca, como os mais 

tolerantes (cada um induzindo nove dos 15 alvos),  

 CTC13 (induziu apenas um alvo e reprimiu dois) e SP90-1636 (induziu 

apenas dois dos 15 alvos e reprimiu um) foram destacadas como as cultivares 

mais sensíveis e essas cultivares podem ser utilizadas como padrão de novos 

ensaios de transcriptômica frente ao estresse hídrico.  

 Todos esses dados fornecem pistas valiosas das respostas de variedades 

tolerantes e sensíveis ao estresse, bem como são fontes de alvos e promotores 

interessantes para estudos de transgenia e desenvolvimento de marcadores 

moleculares para seleção assistida. 
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