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RESUMO

O pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) é uma planta da familia Euphorbiaceae, cujas
sementes apresentam teor de Oleo entre 33 — 38%, com alta concentracdo de acidos
graxos insaturados, que sdo atrativos para a industria do biodiesel, além disto, a
cultura apresenta tolerancia a seca porém, é relativamente sensivel a salinizacdo dos
solos. Redes complexas de regulacédo génica controlam a expressao génica global e
as modificagdes pos-traducionais, que influem na composi¢cdo metabdlica, sendo um
fator determinante nas respostas aos estimulos impostos aos vegetais. Uma classe
de proteinas que atua indiretamente na transcricAo de genes-alvo Sdo 0s
correguladores (CoREGS), controlando a expressao génica como co-ativadores ou co-
repressores, ativando ou reprimindo genes. Estudos sobre estes grupos de genes sao
escassos, principalmente considerando a abrangéncia das familias CoREGs na
familia botanica Euphorbiaceae. O presente estudo realizou uma identificacéo global
de potenciais COREGs em bibliotecas RNA-Seq de raizes de dois acessos J. curcas
(tolerante - Jc183 e sensivel - Jc171), apOs exposi¢cdo (3h) ao sal NaCl (150 mM),
respectiva classificagcdo em familias COREGS, e associacdo com respostas de genes
diferencialmente expressos [DE; p-value < 0,0001, FDR =< 0,005, Log2 FC =2 1 (UR —
induzido) ou < -1 (DR - reprimido)]. Transcritos COREGs DE da resposta do acesso
Jcl71 (sensivel ao sal) foram 239, sendo 25 considerados UR e 214 DR, com
destaque para representantes das familias AUX/IAA, Jumonji e PHD. As familias
AUX/IAA e Jumoniji, as quais responderam por mais de 50% dos CoREGs DE
observados, sdo basicamente constituidas de proteinas envolvidas no silenciamento
de genes e na modelacdo da cromatina, o que provavelmente afetou a expresséo de
diversos genes envolvidos com a resposta ao estresse salino. Genes diferencialmente
expressos destas duas familias sdo candidatos para estudos futuros visando contribuir
na elucidacéo do processo de expressao em resposta ao estresse salino, alguns deles
como transgenes em estudos de transgenia. O acesso Jc183 (tolerante ao sal) ndo
evidenciou CoREGs DE, exceto um. A analise de enriquecimento de FTs, tendo os
CoREGs UR como alvos, previu trés FTs relacionados com CoREGs AUX/IAA, os
guais também interagiriam cada um deles com ao menos outros 45 transcritos UR da
resposta de Jcl71. Esses FTs capazes de modular genes considerados UR seriam
bons candidatos também para eventos de transgenia. Adicionalmente, oitos alvos
CoREGs (familias Jumoniji, SNF2, mBF1, GNAT, SET e mTERF) foram selecionados



e validados por RT-gPCR, tendo sido confirmados cinco resultados da expressao in
silico. Espera-se que os resultados possam contribuir para um melhor entendimento
da importancia das proteinas CoREGs nas respostas aos estresses. Esta
compreensao € importante para os programas de melhoramento genético, no
propoésito de desenvolvimento de acessos mais tolerantes uma vez que, familias
representativas de CoOREGSs neste trabalho se mostraram importantes na resposta ao
estimulo salino. Os resultados podem sugerir bons candidatos a ensaios de transgenia

para poducédo de cultivares com melhores valores econémicos.

Palavras-chave: Estresse abibtico. Data-mining. RNA-Seq. Euphorbiaceae. RT-
gPCR.



ABSTRACT

Jatropha curcas L. is a plant of the Euphorbiaceae family, whose seeds have an oil
content of 33 - 38%, with a high concentration of unsaturated fatty acids, which are
attractive to the biodiesel industry. The crop has tolerance to drought but is relatively
sensitive to soil salinization. Complex networks of gene regulation control global gene
expression and post-translational modifications, which influence metabolic
composition, and are a determining factor in responses to stimuli imposed on plants.
One class of proteins that indirectly act on target gene transcription are co-regulators
(CoREGS), controlling gene expression as co-activators or co-repressors, activating or
repressing genes. Studies on these gene groups are scarce, especially considering
the scope of CoREGs families in the botanical family Euphorbiaceae. The present
study performed a global identification of potential COREGs in RNA-Seq libraries of
roots of two J. curcas accessions (tolerant - Jc183 and sensitive - Jcl71), after
exposure (3h) to NaCl salt (150 mM), respective classification in families. COREGs,
and association with differentially expressed gene responses [DE; p-value < 0.0001,
FDR = 0.005, Log2 HR 2 1 (RH - induced) or < -1 (DR - repressed)]. CoOREGs DE
transcripts of the Jc171 (salt-sensitive) access response were 239, of which 25 were
considered UR and 214 DR, highlighting representatives of the Aux/ IAA, Jumoniji, and
PHD families. The Aux / IAA and Jumonji families, which accounted for more than 50%
of the observed CoREGs, are proteins involved in gene silencing and chromatin
modeling, which probably affected the expression of several genes involved with the
response to saline stress. Differentially expressed genes from these two families are
candidates for future studies to contribute to elucidate the expression process in
response to saline stress, some of them as transgenes in transgenic studies. Jc183
(salt tolerant) access did not show CoREGs DE except one. FT enrichment analysis,
targeting UR CoREGs, predicted three CoOREGs Aux / I1AA-related TFs, which would
also interact with at least 45 other UR transcripts from the Jc171 response. These TFs
capable of modulating UR genes would also be good candidates for transgenic events.
In addition, eight COREGs targets (Jumonji, SNF2, mBF1, GNAT, SET, and mTERF
families) were selected and validated by RT-gPCR and five in silico expression results
were confirmed. It is hoped that the results may contribute to a better understanding
of the importance of COREGs proteins in stress responses. This understanding is

important for breeding programs for developing more tolerant accessions, since



representative families of COREGs in this work proved to be important in the response

to saline stimulation. The results may suggest good candidates for transgenic assays

for pod cultivation with better economical values.

Key-words: Abiotic-stress. Data-mining. RNA-Seq. Euphorbiaceae. RT-qPCR.
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1 INTRODUCAO

O pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) € uma planta da familia Euphorbiaceae,
cujas sementes correspondem a 53 - 79% do peso do fruto apresentando teor de 6leo
entre 33 — 38%, com alta concentracao de acidos graxos insaturados (~73%), sendo
estes atrativos para a industria do biodiesel. A exploracdo comercial de J. curcas no
Brasil é recente tendo plantagbes com menos de duas décadas de idade, nao
dispondo ainda de cultivares elites ou sistemas de producé&o plenamente definidos
(CARELS, 2009). Apesar de apresentar tolerancia ao estresse hidrico, J. curcas €&
relativamente sensivel a salinizacdo dos solos. Em areas candidatas ao seu cultivo,
em regides semiaridas / aridas, de baixa precipitacdo pluviométrica ou areas irrigadas
com agua de qualidade néo satisfatéria para cultivo, solos salinos e sédicos podem
ocorrer naturalmente afetando o crescimento das plantas e consequentemente sua
produtividade.

As plantas, sendo organismos sésseis, respondem as condicbes ambientais
visando completar o ciclo de vida, orquestrando a expressdo génica, através de
interacdes de proteinas reguladoras da transcricdo com as propriedades estruturais
de seus DNAs. Andlises genbmicas de larga escala revelam complexas redes de
regulagao génica (gene regulatory networks, GRNSs) a controlar a expressédo génica
global e as modificacbes poOs-traducionais (alosteria), influenciando a composicao
metabdlica (URANO et al., 2010). Essas redes apresentam diferentes tipos de
regulacdes genéticas e epigenéticas, acarretando mudancas na expressao dos
fatores de transcricdo (FTs), nas modificacbes em histonas, nas distribuicbes dos
nucleossomos, nas metilacdes de DNA e na atuacdo dos RNAs nédo codificadores de
proteinas (npcRNAs, non-protein-coding RNAS), os quais influenciam as rotas de
genes responsiveis aos estresses (URANO et al., 2010).

Além dos FTs, que correspondem a maior classe de genes reguladores da
expressao, outra classe atua indiretamente na transcricao de genes-alvo. As proteinas
desta classe nédo se ligam aos DNAs, nos elementos regulatorios em cis presentes
nos promotores, como fazem os FTs. Tais proteinas sdo denominadas correguladores
(CoREGS) ou transcriptional regulators (TRs), controlando a expressao génica como
co-ativadores ou correpressores, ativando ou reprimindo genes, por mecanismos de

interacdo proteina-proteina, como as interagdes com FTs, ou restringindo/ liberando
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0 acesso ao DNA, atuando como modificadores de histonas (FANG et al., 2014) ou
remodeladores de cromatina (HAN et al., 2012).

A transcriptdbmica representa a manifestacao global da informacdo genética
acessada por uma célula, em resposta a um estimulo, proporcionando a geracdo de
perfis de expressdo dos mais variados genes. Apesar de alguns trabalhos em
transcriptbmica enfocarem isoladamente alguns genes CoREGs (YANG et al., 2012;
QIN, 2013; WANG et al., 2013), em respostas de plantas a estresses abioticos, ou
mesmo estes terem sido associados com respostas de tolerancias a estresses em
plantas transformadas, pouco se sabe sobre as familias CoOREGs na familia botanica
Euphorbiaceae.

Assim, analisar a expressao génica de genes CoOREGs em plantas de J. curcas
em condicbes de estresse salino sdo importantes para 0s programas de
melhoramento, pois podem contribuir para o desenvolvimento de materiais tolerantes
ao estresse em questdo. Assim, esta pesquisa visou identificar e classificar em
familias transcritos RNA-Seq de J. curcas codificadores de CoREGS, expressos em
raizes apdés exposicdo de trés horas ao NaCl (150 mM), visando um melhor

entendimento da resposta ao estresse salino.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Identificar e classificar genes CoREGs de J. curcas, a partir de transcritos
gerados de bibliotecas RNA-Seq em resposta ao estresse salino ou de bancos
publicos, procurando identificar genes candidatos a marcadores moleculares

funcionais com potencial uso no melhoramento genético da cultura

1.1.2 Objetivos especificos

a) Identificar nas bibliotecas de RNA-Seq de J. curcas (em resposta ao estresse
salino de 3 h de exposicédo a 150 mM de NaCl), transcritos relativos as familias génicas
de CoREGs;

b) Identificar COREGs diferencialmente expressos nas bibliotecas RNASeq de J.
curcas e as familias CoREGs numericamente mais relevantes a fim de tragar uma
relacdo entre estas familias e o estimulo salino;

c) ldentificar Termos GO enriquecidos para grupos de CoREGs induzidos e
reprimidos para compreender as fungdes mais presentes em cada um destes dois
grupos;

d) Identificar relacGes entre fatores de transcricdo e CoREGs diferencialmente
expressos induzidos, além de observar as relacdes destes fatores de transcricao e
outros transcritos induzidos nas bibliotecas RNA-Seq;

e) Validar alvos CoREGs de importantes familias de moduladores de cromatina,

confirmando as analises in silico.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 PINHAO-MANSO

A Jatropha curcas L. (Figura 2), também conhecida como pinh&o-manso é uma
espécie da familia Euphorbiaceae pertencente ao género Jatropha. Ela é conhecida
popularmente como pinhdo-manso. Sua distribuicdo geografica se da ao longo das
regides tropicais e sub-tropicais sendo uma espécie nativa da América (FAIRLESS,
2007). A espécie foi descrita inicialmente pelo botanico sueco Carl Linnaeus em 1753
(GOSWAMI et al., 2013). As Euphorbias em geral, sédo conhecidas pela producéo de
fitotoxinas (substancia venenosa produzida pelas plantas), e seiva branca de aspecto
leitoso. Existem 170 espécies conhecidas de Jatropha, a maioria das espécies é
conhecida e amplamente cultivadas em todo o trépico (BRITTAINE et al., 2010).

Figura 1. Distribuicdo da espécie J. curcas globalmente evidenciada pelas areas escurecidas

T. l:lf- Cﬂﬂl:-l:r-

Eguaior

T. of Capricarn

Imagem disponivel em King, A.J. et al (2009)

Sua morfologia consiste numa espécie arbustiva e de crescimento moderado
gue leva cerca de quatro anos para atingir sua idade produtiva. Esta ainda pode se
estender por cerca de 40 anos (DE ARRUDA et al. 2004). Pode chegar a uma altura
de quatro metros em meédia, sendo uma espécie oleaginosa viavel em relacdo a
producao e obtencao de biodiesel e com certa toleréncia ao estresse hidrico. Segundo
Nunes (2007), a maior cultura produtora de 0Oleo vegetal no Brasil € a soja com

potencial de producéo de Oleo vegetal de 412 Kg / ha. Desta forma, o pinhdo-manso
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apresenta-se como potencial competidor ou substituto na producdo de 6leo vegetal,
uma vez que € capaz de produzir em condi¢fes ideais, no minimo, duas toneladas de
Oleo por hectare (DE ARRUDA et al. 2004; HORSCHUTZ et al. 2012). Em seu 0leo
vegetal € possivel encontrar principalmente os acidos graxos oleico (34,3 - 45,8%; 18:
1), acido linoleico (29,0-44,2%; 18: 2), &cido palmitico (14,1-15,3%; 16,0) e acido
estearico (3,7-9,8%; 18: 0) (GUBITZ, 1999).

Seu tronco possui um diametro médio de 20 cm e suas raizes sdo em grande
parte de pequeno porte, pivotantes central, com quatro raizes laterais e muitas raizes
secundérias. Seu caule apresenta-se de textura lisa e com um miolo mole. Sua
rusticidade a faz amplamente distribuida pelo Brasil, sendo encontrada desde a regido
nordeste até areas da regido sudeste (CORTESAO, 1956). Os tecidos vasculares das
hastes e ramos contém latex. (BRITTAINE et al.,, 2010). A éspécie é monoica,
possuindo flores masculinas e femininas na mesma planta. As flores masculinas
possuem coloracdo amarelada e estdo representadas em maior nimero, localizado-
se nas extremidades das ramificacbes. Em contrapartidas as flores femininas
encontram-se logo abaixo das masculinas. Apresenta polinizacdo cruzada,
primordialmente entomdfila, entre diferentes flores da mesma planta ou de plantas
diferentes, sendo parcialmente autocompativel (Figura 2) (VIRGENS et al., 2017
BRITTAINE et al., 2010).
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Figura 2. Aspectos morfolégicos de J. curcas; Direta: Folha adulta; Esquerda: Ramos; Abaixo:

Sementes

Fonte: http://www.lideragronomia.com.br/2012/11/pinhao-manso-pinhao-bravo.html

E uma espécie perene, com baixo efeito alelopatico, podendo assim ser
utilizada em sistemas agroflorestais, como alternativa para recuperacdo de areas
degradadas (GOUR, 2006). Apenas as sementes de variedades ndo toxicas
(caracterizada como isenta ou baixo conteudo de éster de forbol) provenientes do
México, podem ser consumidas por humanos, ap0s processamento de torra
(roasting). Embora as sementes sejam consideradas a parte mais tdxica da planta,
todas as partes da planta de Jatropha contém toxinas como ésteres de forbol, curcinas
e inibidores da tripsina. (BRITTAINE et al., 2010).

Além de potencial para biocombustiveis, a espécie também apresenta utilidade
no controle da eroséo do solo, fabricacdo de sab&o e purgativo para gado bovino,
demonstrando assim ser importante para economias locais e expandidas (ARRUDA
et al, 2004). Possui folhas com moderado grau de toxicidade para o consumo, porém,
as suas sementes depois de tratadas podem ser utilizadas como alimento para
animais (ARRUDA et al, 2004). Além disso, suas flores atraem abelhas tendo assim
algum potencial melifero. (OPENSHAW, 2000).

Com o advento das tecnologias limpas e uma politica de emisséo de carbono
aumentando sua influéncia globalmente a cada ano, o interesse em combustiveis

renovaveis de baixo teor de poluicdo tem se intensificado. Assim a J. curcas mostra-
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se uma boa alternativa para desenvolvimento de biodiesel, atendendo a esta
crescente demanda. Por conta da facilidade de seu cultivo j& sdo noticiadas pesquisas
no intuito do melhoramento desta espécie. Em contraste as principais culturas
oleaginosas utilizadas atualmente, ndo ha variedades agronomicamente melhoradas
disponiveis para J. curcas. E, apesar de J. curcas exibir relevante grau de toxicidade
relacionada a farinha de sementes, sabe-se que existem variedades comestiveis no
México e que atualmente néo estdo sendo exploradas. Estas variedades comestiveis
apresentam consideravel potencial para melhoramento que vem sendo discutido
(KING et al., 2009). Além da variedade mexicana também existem mais duas que sao
cultivadas no mundo, a variedade Nicaragua e a Cabo Verde (HENNING, 2004,
BRITTAINE et al., 2010).

Segundo Pramanik (2003), as vantagens na substituicdo parcial de diesel por
6leo extraido das sementes de J. curcas. E visto que a viscosidade do 6leo da espécie
€ largamente diminuida numa administracdo 30~40:70~60 (6leo de Jatropha / Diesel)
mostrando eficiéncia equiparavel a combustivel diesel sem mistura. Este € um
parametro importante a ser avaliado pois, segundo o autor, influéncia diretamente no
desempenho de um motor. Pramanik demonstra que ainda 50% de uma solucéo
combustivel pode ser composta de 6leo de J. curcas sem perda de eficiéncia de um
motor a diesel. Também ha programas de melhoramento desenvolvidos para as
culturas de pinhdo-manso no Brasil por parte da Embrapa Agroenergia. Estes
programas buscam estratégias para a insercdo do pinhdo-manso na cadeia produtiva
do biodiesel (Embrapa Agroenergia, 2009) para a caracterizacdo de colecbes de
trabalho e desenvolvimento de genétipos melhorados para condi¢des de cada regido

do Brasil.
2.2 ESPECIES TAXONOMICAMENTE RELACIONADAS

A familia Euphorbiaceae possuem cerca de 6000 espécies (JUDD et al., 2009)
dentre as quais, algumas sao bastante populares e com certa relevancia na cultura
mundial, sendo elas a mandioca (Manihot esculenta) e a mamona (Ricinus
communis). M. esculenta tem proximidade filogenética com as espécies do género
Jatropha, onde J. curcas se encontra. Tal relagéo pode ser evidenciada por diversos
estudos como em Asif et al. (2010) que por meio de analises filogenéticas de genes

codificadore de proteinas de cloroplasto, desenvolvendo andalises de maxima
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parcimdnia, maxima verossimilhangca e evolugdo minima, identificaram a
proximidade entre os géneros Jatropha e Manihot. Segundo Wen et al. (2010), a
transferibilidade de marcadores de repeticdo simples (SSR) entre mandioca e pinh&o-
manso chega a 55% para marcadores ESTs-SSR. Whankaew et al. (2011) mostra a
a transferabilidade de 144 marcadores SSR entre J. curcas, M. esculenta e Hevea
brasiliensis (seringueira) onde, pelo menos, 34 marcadores poderiam amplificar o
DNA de todas as espécies analisadas.

A mandioca pertence ao Manihot, que abriga outras 97 espécies (ROGERS,
1973). E uma cultura de valor econémico elevando sendo um produto da dieta basica
para mais de 500 milhdes de pessoas que habitam entre os trépicos (BEST & HENRY
1992). O género se distribui em grande parte pelos neotrépicos com uma origem
evolutiva ainda ndo bem explicada, tendo-se especulacées de que tenha surgido no
meio Oeste da América do Sul (OLSEN et al, 1999). Possuem flores unissexuadas,
monoclamideas, sendo o Unico perianto existente denominado de célice. Superior a
inflorescéncia encontra-se as flores masculinas enquanto as flores femininas
encontram-se distribuidas na base. Seu sistema radicular é tuberoso e é responsavel
pelo armazenamento das reservas de amido. Além disto, pode possuir também um
sistema radicular fibroso. Seu caule é de modelo subarbustivo e pode ser indiviso no
ciclo vegetativo e ramificado no ciclo reprodutivo. Torna-se lenhoso no estagio adulto
da planta adquirindo caracteristica quebradica. A espécie apresenta folhas simples,
inseridas no caule, em disposic¢ao alterno-espiralada, lobada e longamente peciolada.
O comprimento deste peciolo pode variar segundo o tipo de cultivar e o estagio de
desenvolvimento da espécie. A cor do mesmo pode variar entdo entre verde,
vermelha, rosa e amarelo (DE MATTOS, 2006) (Figura 3).
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Figura 3. Aspectos morfolégicos de M. esculenta. Esq. morfologia completa do arbusto. Dir. Aspectos
das raizes tuberosas.

Imagem da esquerda disponivel em www.tropilab.com; Imagem da direita disponivel em
upload.wikimedia.org

Diferente de mandioca, a mamona esta classificada em um ramo
taxonomicamente mais distante de J. curcas. Apesar disto, a espécie, sendo da
mesma familia, apresenta similaridade genética que pode ser vista em estudos como
em Sharma & Chauhan (2011) que demonstram cerca de 70% de transferibilidade de
marcadores SSR entre R. communis e J. curcas. Sharma & Chauhan (2012)
aplificaram sequéncias em J. curcas a partir de primers desenhados para 32 genes
de R. communis responsaveis pela biossintese de acidos graxos. O teste resultou
em uma transferabildiade de 65% dos 48 primers produzidos.

A espécie Ricinus communis L. € conhecida comumente como mamona ou
carrapateira. E uma espécie também pertencente a familia Euphorbiaceae, assim
como a mandioca e o pinhdo-manso sendo a Unica espécie do género Ricinus. Sua
morfologia € descrita como uma planta arbustiva perene e com ampla distribuicéo
geografica através do globo. Aclimatou-se relativamente facil as condicdes do Norte e
Nordeste brasileiro (FIGUEIREDO, 2004). Também h& uma grande variabilidade
morfolégica que é encontrada nos individuos desta espécie. Suas laminas foliares
podem apresentar coloracdes esverdeadas e/ou avermelhadas e variar quanto ao
tamanho.

A textura de seus frutos apresenta-se comumente lisa ou com espinhos
podendo ter sementes com formatos, volumes, pesos e cores variadas (DE AZEVEDO
et al. 1997) (Figura 4). As sementes da mamona possuem um endosperma rico em
Oleo e proteinas. Este oOleo é constituido de &cido ricinoleico (acido D-12-

hidroxioctadec-cis-9-endico), um acido graxo hidroxilado (MOREIRA et al., 1996). Este
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Oleo € uma exclusividade da espécie por ser o Unico 6leo natural que também é
hidroxilado sendo de uso frequente na industria de tintas, vernizes plasticos e
cosméticos (VAN DE LOO et al., 1995; SUAREZ et al., 2007).

Figura 4. Aspectos morfoldgicos de R. communis. A esq. Desenho esquematico de caule, folhas, frutos
e sementes. A dir. Foto de espécime adulta evidenciando folhas e frutos.

Imagem da esquerda, dominio publico, fonte: Wikipédia. Foto a direita por Ricardo André Frantz,
31/12/2005.

2.3 ESTRESSE SALINO EM PLANTAS

Devido ao aumento da populacdo global, pressbes crescentes tém sido
responsaveis pela expansdo de areas agricultaveis seguido de areas de solo
degradados, neste ultimo, solos afetados pela salinizacdo (RIBEIRO et al., 2003). A
baixa taxa de precipitacdo pluviométrica associada a baixa atividade bioclimatica
aliado também a drenagens deficientes e utilizacdo de agua de ma qualidade,
conduzem & formacéo de solos com alta concentracéo de sais (CAUE DE HOLANDA
et al., 2007).

No Brasil, estes aspectos de solo ocorrem no Rio Grande do Sul, na regido do
Pantanal Mato-grossense e na regido semiarida do Nordeste (RIBEIRO et al., 2003).
Especialmente, no nordeste brasileiro ha grandes areas com solos salinizados
naturalmente e devido as terras mais intensamente cultivadas (SILVA et al., 2011). A
regido de insuficiéncia hidrica do Nordeste brasileiro cobre uma superficie de 150

milhdes de hectares. Nessa regido a maioria dos perimetros de irrigacdo apresenta
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solos com alto teor de salinidade que provocam desde a diminuigdo nos rendimentos
das culturas até o abandono das areas exploradas (SOUZA et al., 2010).

Aproximadamente 20 % da area total dos perimetros irrigados implantados no
Estado de Pernambuco encontram-se com problemas de salinidade e/ou sodicidade
(BARROS et al., 2004; MAGALHAES, 1995). Os solos salinos e sddicos acabam
afetando também as espécies de vegetais que estdo inseridas nestes solos.

Existem plantas adaptadas aos ambientes salinos. Estas sdo conhecidas como
haldfitas (Ex: espécies de manguezais), podendo sobreviver em ambientes onde a
concentracdo de NaCl é superior a 200 mM. Estes grupos de vegetais representam
aproximadamente 1,0% de toda flora. As plantas hald6fitas utilizam algumas
estratégias para |he dar com os danos causados pela acdo do excesso de sal
acumulando ou excluindo de forma seletiva ions a nivel celular pelos vacuolos,
modificando estruturas de membranas, induzindo hormonios e enzimas antioxidantes
e alterando as vias fotossintéticas (MUNNS, 2002; MUDGAL et al., 2010).

A maioria das plantas ndo constam desta tolerdncia a salinidade e sao
chamadas de glicofitas, como o pinhdo-manso, sendo diretamente afetadas pelo
estresse osmotico (FLOWERS & COLMER, 2008; WILLADINO & CAMARA, 2010). O
aumento do potencial osmotico do solo aumenta a quantidade de energia necessaria
utilizada pelos vegetais para a extracdo de agua do solo, além disto, a toxicidade de
elementos presentes nestes solos como soédio e os cloretos, em altas concentracoes,
podem causar disturbios fisioldgicos (BATISTA et al., 2002). Estes sais podem acabar
afetando a atividade enzimética em vias metabdlicas importantes. Além disto, podem
causar a diminuicado na eficiéncia do uso do carbono bem como a decomposicao de
proteinas e estruturas da membrana (HASEGAWA et al, 2000; FLAGELLA et al,
2004).

Em Gao et al. (2008), € visto que em eshaio de aumento da salinidade em solos
(tratamentos com 50, 100, 150 e 200 mM NaCl) para germinacédo de sementes de J.
curcas, houve uma reducdo de até 60% da biomassa dos cotilédones, hipocatilos e
radiculas. O estresse salino também afeta o pinhdo-manso de forma significativa na
fase de germinacdo. Quando ocorre alto teor de NaCl a germinacgéao é inibida devido
a diminuicdo do potencial osmotico, dificultando a absorcédo de agua pelas raizes
(RIBEIRO et al., 2003; AMORIM et al., 2002; LOPES & MACEDO, 2008).

Em Silva et al. (2010), um ensaio com PEG 6000 [11.96% (m/v)] e NaCl 50 mM

durante oito dias evidenciou que plantas de J. curcas estressadas pelo PEG sofreram
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maiores restricdes no crescimento das folhas em comparagéo com as estressadas por
sal. Além disso, somente o tratamento com PEG causou um efeito significante na
integridade  da membrana foliar., Ambos o0s tratamentos causaram
algum comprometimento das taxas de assimilacdo de CO2. Embora ambos os
tratamentos terem causado educ¢des significativas no conteudo de clorofila foliar, a
atividade fotoquimica nado foi afetada. J& em Niu et al. (2012), em ensaio para
quantificar as respostas do crescimento de J. curcas ao estresse salino [NaCl,
MgSOa4-7H20 e CaCl2 em proporgcéo de 87:8:5 (w/w)] em plantas de 3 méses, a
andlise do peso seco total das plantas avaliadas (apds 54 dias de tratamento) diminuiu
de 30 a 50%, tendo o estresse salino reduzido significativamente o crescimento e

desenvolvimento foliar.
2.4 ALINHAMENTO DE SEQUENCIAS E BANCOS DE BIOMOLECULAS

A bioinformética € um campo interdisciplinar que envolve as aplicacbes de
ferramentas da informatica para a analise de informacdes bioldgicas. Ela se
caracteriza por ser em area de integracdo entre a biologia, a ciéncia da computacao,
a matematica e a engenharia, em funcdo da analise e interpretacdo de dados
biologicos. Atualmente existe um numero crescente de ferramentas e bancos de
dados desenvolvidas nesta érea.

Dentre a gama de ferramentas bioinformaticas que podem ser utilizadas para
melhor entender os dados bioldgicos obtidos em grande escala encontra-se aqguelas
derivadas do BLAST (Basic Local Alignment Search Tool; Altschul et al., 1990), e que
realiza uma andlise da similaridade entre sequéncias ao alinhar localmente a(s)
sequéncia(s) nucleotidica(s) ou proteica(s) de interesse com sequéncias de uma base
de dados. A ferramenta e suas derivacfes implementadas na plataforma NCBI pode
ser vista em https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. Dentre os diferentes algoritmos
desenvolvidos para a ferramenta BLAST, os mais comumente utilizados sdo: BLASTn,
utilizado para alinhamentos entre sequéncias nucleotidicas; BLASTp, utilizado para
alinhamentos entre sequéncias proteicas; BLASTX, utilizado para alinhamentos de
potenciais produtos de traducdo de uma sequéncia nucleotidica de interesse em
relacdo as sequéncias proteicas de uma base de dados de proteinas.

Os resultados obtidos através da realizacdo da analise BLAST séo

alinhamentos locais de maior pontuacdo (score), apdés considerar diferentes
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parametros (identidade entre bases ou amino4cidos pareados, abertura e extensdo
de gaps, etc) entre uma sequéncia de consulta e outras de uma base de dados de
interesse. O BLAST cria uma lista de segmentos pareados de alta pontuacéo entre a
sequéncia que foi pesquisada e todas as demais sequéncias nos bancos de dados
selecionados. Um segmento configura-se como substring de uma sequéncia, de forma
gue, possuindo os mesmos tamanhos (segmentos pareados) ndo séo incluidos gaps,
principal razdo da eficiéncias da ferramenta BLAST. Os alinhamentos entdo séo
pontuados utilizando matrizes de substituicdo. As pontuacdes, por sua vez, Sao
calculadas em suas medidas de similaridade, por algoritmos dinamicos, que refletem
nos parametros: score, e-value, identity, lenght, gap e missmatch.

O score € a pontuacao final baseada na soma dos valores obtidos pelo tamanho
do alinhamento (lenght; valor de incremento positivo na soma), identidade (ident,
baseada na igualdade entre cada componente das sequéncias alinhadas; valor de
incremento positivo na soma), componentes de uma sequéncia alinhados de forma
incorreta (missmatches; valor de incremento negativo na soma) e necessidade de
abertura e extensédo para alinhar componentes originariamente ndo alinhados de uma
sequéncia (gaps; valor de incremento negativo na soma).

Um dos parametros mais importante nas analises BLAST é o e-value que
configura-se, simplificadamente, como um pardmetro que descreve o numero de
ocorréncias que se pode esperar ver por acaso um alinhamento similar e de
determinado escore, ao se pesquisar um banco de dados de um tamanho especifico
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Web&PAGE_TYPE=BlastDocs&DOC _
TYPE=FAQ#expect). Assim, quanto mais proximo de zero, mais significativo é o
alinhamento observado, sendo conveniente 0 seu uso para se estabelecer limiar de
significancia (threshold) para se considerar os resultados.

Outro recurso importante da bioinformatica sdo os bancos de dados on-line,
principalmente os depositorios de sequéncias de biomdleculas que permitem o
armazenamento e o compartilhamento dos dados gerados para todo o mundo.

Como exemplos temos o banco americano de dados de sequencias de DNA e
proteinas (Genbank), o banco europeu EMBL (European Molecular Biology
Laboratory) e o banco japonés DDBJ (DNA Bank of Japan). Todos estes bancos séo
administrados e integram a matriz do National Center for Biotechnology Information

(NCBI; http://lmwww.ncbi.nlm.nih.gov/).
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Do mesmo modo, bancos para espécies especificas assim como para tipos
especificos de sequéncias também estdo disponiveis na internet. O iTAK (Plant
Transcription factor & Protein Kinase ldentifier and Classifier; http://itak.feilab.net/cgi-
bin/itak/db_home.cgi), conta com depositorios de sequéncias para FTs (TF, transcript
factor) e genes COREGs (TR, transcription regulator), possuindo sequéncias
nucleotidicas e peptidicas referentes a cada gene, bem como respectivas anotagdes,
de acordo com os melhores alinhamentos advindos contra sequéncias depositadas
no NCBI.

Sobre os dados genéticos armazenados para o pinhdo-manso, no banco de
dados online puablico NCBI existem trés projetos genbmicos disponiveis
(https://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/?term=jatropha%20curcas), 0 mais recente
(JatCur_1.0 de 02/06/2014 submetido pela Chinese Academy of Sciences) indica um
genoma de tamanho médio total de 318.36 Mb, com um contetdo GC% médio de
33,3%. Carvalho et al. (2008) demonstra que 0 genoma de J. curcas é relativamente
pequeno (C = 416 Mb), semelhante ao de Oryza sativa, constituido de 22
cromossomos metacéntricos e submetacéntricos com tamanhos variaveis de 1,71 a
1,24 uym

A Tabela 1 reporta informacgdes gendmicas gerais da montagem de referéncia

da base de dados NCBI para J. curcas.

Tabela 1. Informag8es genéticas gerais sobre a montagem de genoma mais completa atualmente de
J. curcas (JatCur_1.0; acesso GCA _000696525.1 do GenBank), com cobertura de 189x, e
sequenciamentos llluminaGAll e llluminaHS.

Comprimento total do genoma montado (pb) 318.527.106
Numero de Scaffolds 6.024
Scaffold N50 746.835
Scaffold L50 96
Numero de contigs 56.154
Contig N50 27.229
Contig L50 2.293
Numero total de cromossomos e plasmideos 1
Numero de sequéncias componentes (WGS ou clone) 56.154

Apesar de haver manuscrito mais recente (HA et al., 2019), este encontra-se

mais fragmentado que o genoma de referéncia do NCBI apresentado acima.
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Em relacdo a sequéncias de biomoléculas, conforme pesquisa recente (de
05/07/2019), constavam no NCBI 24.713 sequéncias de genes (status refseq) e
77.776 sequéncias de proteinas depositadas. A espécie ainda ndo possui seu genoma
montado a nivel de cromossomos putativos, se resumindo a sequéncias scaffolds de
tamanhos variados.

A presenca de genomas sendo montados por diferentes e importantes grupos
de pesquisas mostra o evidente interesse desses grupos em descobrir genes
importantes para o melhoramento da cultura, e com potencial para um melhor
aproveitamento econdmico de J. curcas. Dentre esses genes, destaca-se, ainda, que
a espécie também n&o possui um banco de genes categorizados para CoREGs, de
modo diferente de outras duas espécies taxonomicamente relacionadas e abordadas
neste trabalho (M. esculenta e R. communis).

Os dados atuais na plataforma NCBI referentes a M. esculenta representam
cinco projetos gendmicos em andamento (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/
genomes/441), sendo a montagem mais completa ao nivel de provaveis
cromossomos, a do acesso PRJINA394209 (BioProjeto: PRINA234389, Manihot
esculenta v6, submetido por DOE-Joint Genome Institute), a qual indica um genoma
de tamanho médio total de 582,27 Mb, com um conteldo GC% médio de 34,5%. A
Tabela 2 descreve outras informagdes sobre a montagem citada acima.

Tabela 2. InformagBes genéticas gerais sobre a montagem de referéncia do genoma de Manihot
esculenta (acesso da montagem do GenBank: GCA 001659605.1), com cobertura de 121x, e
sequenciamento lllumina + CHICAGO

Comprimento total do genoma montado (pb) 582.278.977
Numero de Scaffolds 2.020
Scaffold N50 28.119.335
Scaffold L50 10
Numero de contigs 39.916
Contig N50 26.702
Contig L50 5.391
NuUmero total de cromossomos e plasmideos 19

Numero de sequéncias componentes (WGS ou clone) 39.916




30

Ainda, em pesquisa recente (05/07/2019), constavam nas bases de dados do
NCBI um total de 31.987 sequéncias génicas e 95.077 sequéncias proteicas de M.
esculenta. A espécie também possui dados referentes a 453 sequéncias COREGs na
base de dados iTAK (v 6.1), sendo 555 contando com isoformas, as quais estao
classificadas em 24 familias (23/01/2019).

Em relacdo R. communis, a espécie conta com duas montagens de genomas
em andamento, sendo a mais recente de 2011/07/07
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=txid3988[orgn]), submetida pelo J. Craig
Venter Institute. A montagem de referéncia (JCVI_RCG_1.1) apresenta um tamanho
estimado de 350,621 Mb, contetdo GC% em 34,4%, mas ainda em scaffolds, n&o
totalmente definidos cromossomicamente. A Tabela 3 reporta outras informacdes

gerais sobre a montagem.

Tabela 3. Informacdes genéticas gerais sobre a montagem do genoma de referéncia de Ricinus
communis (JCVI_RCG_1.1; acesso GCA _000151685.2 do GenBank), com cobertura de 4.5x, e e
sequenciamento lllumina.

Comprimento total do genoma montado (pb) 350.621.860
Numero de Scaffolds 25.763
Scaffold N50 496.528
Scaffold L50 167
Numero de contigs 49.068
Contig N50 21.409
Contig L50 4.197
NuUmero total de cromossomos e plasmideos 1
Numero de sequéncias componentes (WGS ou clone) 49.406

Nos bancos de dados NCBI, R. communis possui 26.128 sequéncias génicas e
66.935 sequéncias proteicas depositadas (pesquisa realizada em 05/07/2019). Em
relacdo aos dados de CoREGS, a espécie possui no banco ITAK 415 sequéncias,
dentre nucleotidicas e peptidicas, originalmente classificadas em 24 familias de genes
TR (23/01/2019).

2.5 VISAO GERAL DAS METODOLOGIAS DE TRANSCRIPTOMICA

O transcriptoma € o conjunto completo de transcritos (MRNA) presentes em
uma célula ou tecido sob determinada condigdo biologica (NAGALAKSHMI et al.,
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2010). Os RNAs séo produzidos a partir do genoma, nas células de cada individuo, e
suas proporc¢des variam conforme o desenvolvimento e a condicao fisioldgica celular
e do espécime, podendo variar ainda de acordo com diferentes perfis de expressao
de cada gene (WANG et al., 2009).

O estudo sobre expresséo génica pode ser desenvolvido a partir de desenhos
experimentais onde um sistema biologico pode ser testado, como a aplicacdo de
determinado estresse. Esses estudos experimentais podem ser complementares aos
observacionais, em que séo analisadas as diferencas entre fenétipos de um espécime
(RITCHIE et al., 2015). Os perfis de expressdo podem ser utilizados em estudos
comparativos, no qual se observa o contraste entre a condicdo em estudo em relagéo
a um controle adequado, com o objetivo de caracterizar as expressées génicas
associadas a uma determinada condicao.

Estudos em transcriptdbmica sdo de grande importancia uma vez que podem
fornecer informacfBes sobre patogénese, processos metabdlicos, tolerancia e
suscetibilidade, etc. Ainda, propicia a quantificacao dos diferentes niveis de expressao
de cada transcrito que ocorre durante o desenvolvimento do organismo podendo ser
sob diferentes condi¢cdes (WANG et al., 2009). Logo, o entendimento dos mecanismos
desvendados em um estudo de transcriptomica pode auxiliar na interpretacdo dos
elementos funcionais do genoma, fornecendo uma compreensao especifica sobre o
desenvolvimento do organismo.

As técnicas utilizadas para caracterizacdo dos transcriptomas vem sendo
desenvolvidas ha algumas décadas. Entre estas merecem destaques: Expressed
Sequence Tag (EST; ADAMS et al., 1991), Serial Analysis of Gene Expression (SAGE;
VELCULESCU et al., 1995), Microarrays (DUGGAN et al., 1999), e RNA-Seq (MORIN
et al., 2008).

As ESTs (ADAMS et al., 1991) visam o estudo da expressdo génica por meio
de sequénciamento parcial de clones complementares aos RNAs, os chamados
cDNAs. Logo, uma pretensa abundancia é detectada a partir das sequéncias de RNAs
correspondentes (HRDLICKOVA et al.,, 2017). Sendo um método comum para
averiguar o padrao de expressao génica, o objetivo primario da andlise de bibliotecas
ESTs configura-se como a geragdo de sequencias génicas (MEYERS et al., 2004).
Apesar da ampla aplicabilidade dessa técnica em estudos diversos, a metodologia,

seguindo seus protocolos iniciais, apresentava limitagcbes que impediam o0 uso em
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determinadas aplicacdes, algumas decorrentes da qualidade do sequenciamento, o
que refletia na busca por similaridades.

Por sua vez, na época em que foi apresentado, o método SAGE
(VELCULESCU et al., 1995) trouxe uma nova abordagem para o sequenciamento
SANGER (SANGER, 1997), possibilitando a redugdo dos custos gracas ao
sequencimento de um pequeno fragmento de cDNA (15 pb), amostrado em teoria em
mesmo local, para RNAs com PoliA* de transcritos de mesma origem. Sua
metodologia consiste em fragmentos (tags) de 15 pares de bases de extensao que
séo isolados de cada cDNA gue constitue a biblioteca sob andlise, sendo que diversas
dessas tags seriam clonadas e concatenadas em um mesmo vetor plasmidial. Apés
sequenciamento, as tags seriam anotadas por andlises de bioinformética. A analise
permite, portanto, resultados qualitativos (transcritos expressos) e quantitativos
(contagem das unitags, ou tags Unicas, de diferentes composicdo). Posteriormente,
surgiram otimizacGes da técnica, gerando tags maiores, de 21 pb (LONG SAGE;
SAHA et al., 2002) e de 26 pb (SuperSAGE; MATSURA et al., 2005), estas ultimas
minimizando os problemas de anotacdo em decorréncia do pequeno tamanho das
tags.

A técnica de microarranjo (microarray, DUGGAN et al., 1999), por outro lado,
tem como base a hibridizacéo e o sequenciamento SANGER. O método possibilitou a
caracterizacdo simultanea de niveis de expressao em milhares de transcritos a partir
da hibridizagcdo com sequéncias previamente conhecidos ou de candidatos plotados
no chip de DNA, sendo, portanto, de tecnologia fechada, ao contrario das demais
apresentadas anteriormente. Logo, apesar deste método permitir a identificacdo de
transcritos, ele exige informacfes prévias da sequéncia para auxilio na analise dos
dados, sendo esta uma das limitacbes (HRDLICKOVA et al., 2017; RITCHIE et al.,
2015; KUDAPA et al., 2014).

JA em 2004, Shimkets et al. descreveram 27 métodos para analise da
expressao génica em larga escala. Segundo Terauchi et al. (2008), métodos aplicados
em transcriptbmica podem ser divididos em duas categorias principais: a) aquelas
baseadas em hibridizacdo de fitas de nucleotideos complementares a sequencias
alvos imobilizadas (por exemplo, microarranjos ou chips de DNA); b) aquelas
baseadas no sequenciamento e contagem de transcritos (ex: SAGE e seus

derivados).
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Em meados de 2005, métodos mais eficazes de sequenciamento comecaram
a surgir no mercado, tendo um impacto significante no desenvolvimento de estudos
gendmicos, os chamados sequenciamentos de nova geracdo (Next generation
sequencing — NGS) (MOROZOVA & MARRA, 2008). A caracteristica principal surgida
destas novas técnicas foi a capacidade de produzir um enorme volume de dados a
baixo custo. Em 2012, enquanto um sequenciamento pelo método Sanger 3730xl
poderia custar 2.400 dolares/milhdo de bases, métodos NGS custaria entre 0.07 e 10
dolares/milhdo de bases (LIU et al. 2012).

A efetividade da técnica possibilitou, por exemplo, estudos baseados em
sequenciar transcriptomas de espécies sem genoma de referéncia, quantificar
transcritos desconhecidos sem conhecimento prévio de genes, além de possibilitar
desvendar informacdes relevantes sobre splicing alternativo e variacbes de
sequéncias génicas (WOLD & MYERS, 2008; WANG, 2009). A capacidade de
sequenciar o genoma de diversos organismos de forma prética e relativamente rapida
(de uma hora a 14 dias, dependendo da plataforma de sequenciamento) permitiu que
mais estudos em transcriptdmica fossem produzidos (METZKER, 2009; MARDIS,
2008; LIU et al., 2012).

Segundo Mardis (2008), no final da década passada, haviam trés plataformas
de sequenciamento em destaque: Roche/454 FLX, lllumina/Solexa Genome Analyzer;
e Applied Biosystems SOLID System. Cada uma destas plataformas incorpora uma
interacdo complexa de enzimologia, quimica, Gtica de alta resolucdo, hardware e
engenharia de software, para desenvolver suas andlises de forma eficiente. Estas
caracteristicas permitem etapas simplificadas de preparacdo da amostra antes do
sequenciamento do DNA, que fornecem uma economia de tempo e um requisito
minimo para equipamentos associados, em comparacdo aos de multiplas etapas
necessarios para o sequenciamento baseado em clones (MARDIS, 2008).

As tecnologias NGS permitiram assim o desenvolvimentos do sequénciamento
completo dos transcriptomas (RNA-Seq, WANG, 2009). Comparado com o tradicional
sequenciamento EST de baixo rendimento pela tecnologia Sanger, que s6 detecta os
transcritos mais abundantes, o sequenciamento em larga cobertura (100 - 1.000
leituras por par de bases de uma transcricdo) de um experimento tipico de RNA-Seq
oferece uma visdo mais fiel de um transcriptoma, incluindo transcritos raros.

Em contraste com tecnologias alternativas de alto rendimento em

transcriptbmica, como microarranjos, a técnica de RNA-Seq, a partir de
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sequenciamento NGS, atinge a resolugdo a nivel de par de bases, e uma faixa
dindmica muito mais alta de niveis de expressao, além de produzir anotacdes de novo
(OZSOLAK & MILOS, 2011; WANG, 2009; MARTIN & WANG, 2011). Adicionalmente,
os resultados de RNA-Seq mostram altos niveis de reprodutibilidade (WANG et al.,
2009; OZSOLAK & MILOS, 2011) e os estudos de seus transcritos podem fornecer
informacgdes de grande utilidade para o estudo de transcriptomas complexos, como
a conexao entre exons, (WANG et al., 2009).

De outro modo, ao contrario das abordagens que visam hibridizacdes, como o
microarranjo, a técnica de RNA-Seq ndo esta limitada aos transcritos previamente
conhecidos, 0 que a torna atraente para sequenciamento de transcriptbmas de
organismos ndo modelos e sem sequéncias gendémicas conhecidas (MARTIN &
WANG, 2011). Desta forma, a RNA-Seq se popularizou com os estudos de expressao
génica, propiciando a identificacao de transcritos inéditos, revelando a identidade das
sequéncias, e sendo importante, ao final, para analise de genes desconhecidos e
isoformas (HRDLICKOVA et al., 2017).

Logo, a utilizacdo das tecnologias NGS para RNA-Seq propicia niveis elevados
de expressdo em curto espaco de tempo que, conjuntamente com técnicas de
bioinformética possibilitam a montagem e anotacdo de transcriptomas sem genomas
de referéncia (estratégia de novo), o que é fundamental para espécies sem genoma
sequenciado ou devidamente montado (OZSOLAK & MILOS, 2011; WANG, 2009)

Embora as analises de alto rendimento como RNA-Seq permitam uma analise
global e em ampla escala dos padrdes da expressao génica, os padroes de expresséo
génica necessitam ser validados por uma segunda técnica. Neste caso, a técnica de
RT-gPCR (HEID et al., 1996), é considerada, por sua eficiéncia, o padrdo ouro nesta
validagdo dos perfis de genes diferencialmente expressos e detectados in silico
(BUSTIN e NOLAN, 2004). A técnica mede a acumulagdo de produtos de PCR
através de uma sonda fluorogénica de dupla marcacdo. Este método fornece
guantificacfes precisas de cdpias de genes. Ao contrario de outros métodos de PCR
guantitativos, a PCR em tempo real ndo requer o manuseio da amostra pés-PCR,
impedindo a potencial contaminacao de transporte do produto de PCR e resultando

em ensaios de rendimento muito mais rapidos e maiores (HEID et al., 1996).
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2.6 ESTUDOS EM TRANSCRIPTOMICA DE PLANTAS

Com o avanco das técnicas de transcriptémica, programas de melhoramento
puderam desenvolver cultivares de forma mais facil e eficiente. Estes tipos de estudos
tornaram-se muito importantes para o melhor entendimento do comportamento da
maquinaria genética dos individuos, e principalmente o entendimento destes
maquinarios em resposta ao estresse. A relevancia das técnicas de transcriptémica
no auxilio aos programas de melhoramento de plantas pode ser evidenciada a partir
dos exemplos abaixo:

Utsumi et al (2012) mostraram em M. esculenta, por meio de microarray (chip
Agilent de oligonucleotideos com 20.000 genes), a identificacdo de 1.300 transcritos
UR (Induzido, super-expressos, limiares de p-value < 0,01 e Fold Change > 2) sob
estresse hidrico (16 horas sob 40-80 umol de fétons m 2 s "1 a 30 ° C em 50% de
umidade relativa);

Ding et al (2016) realizaram estudo em transcriptdmica, a partir de folhas de
mandioca sob condi¢cbes de plena luz e sombra natural, revelando perfis de
expressao génica similares para genes relacionados com: parede celular,
metabolismo celular basico e lipidico, fotossintese e metabolismo de carboidratos;
acessos submetidos a sombra induziram significativamente a expressao de genes
envolvidos com reacao de luz da fotossintese, sinalizacdo luminosa e sintese de
DNA/estrutura da cromatina; resultados de reducdo na expressao foram
relacionados a biossintese de antocianinas, choque térmico, ciclo de calvin,
glicélise, transporte de elétrons mitocondriais, metabolismo de amido e de
sacarose;

Chandrasekaran et al, (2010) em estudo transcriptdmico com R. communis,
a partir de tecidos cultivados com ABA (Acido abscisico, 10 uM em meio MS), e sem
ABA (controle)) identificou 2.568 genes diferencialmente expressos (DE, p-value
0,05; FDR 0,001; Fold Change = 1), sendo 1.507 UR e 1.061 DR (Reprimido). Genes
DE foram envolvidos com metabolismo de agucares, lipidios, sintese de proteinas e a
biossintese de ABA (importante fito-hormoénio na resposta a estresses e no
desenvolvimento de plantas;

You et al. (2019), em estudo de estresse hidrico com gergelim (Sesamum
indicum) e estresse imposto em 25 dias apdés semeadura em solos com diferentes

teores de umidade (16%, 13%, 10% e 8%), demonstraram a expressao diferencial de
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684 transcritos UR e 1346 DR (FDR <0,01; log2FC >1), envolvidos principalmente no
processamento de proteinas no reticulo endoplasmético, na fotossintese, na
transducdo de sinais de horménios vegetais, no metabolismo lipidico, e no
metabolismo de aminoacidos; metabadlitos acumulados sob estresse hidrico incluiram
acido abscisico (ABA), aminoacidos e acidos organicos; o genotipo suscetivel a seca
demonstrou ser mais perturbado pelo estresse hidrico nos niveis transcricional e
metabdlico.

Qiu et al. (2017) investigando as respostas fisioldgicas e transcriptbmicas de
Brassica rapa ao estresse salino (200 mM de NaCl, 12 horas de exposi¢do)
detectaram 1.235 genes DE [limiares combinando probabilidade de divergéncia
(funcdo que estabelece a diferenca de uma distribuicdo de probabilidade para outra
em uma variedade estatistica) = 0,8 e log2FC = 1], sendo 740 UR e 495 DR, estando
relacionados a transducdo de sinais, sintese de osmdlitos, fatores de transcricdo e
proteinas antioxidantes.

Keshishian et al. (2018) examinaram niveis de citocinina em conjunto com
alteracdes do transcriptoma RNA-Seq para Solanum lycopersicum em resposta ao
estresse salino (150 mM NaCl, 24 horas de exposicéo), identificando 6.643 transcritos
DE (FDR = 0,05; p-value < 0,05) e varios genes de citocinina.

Estes exemplos demonstram a importancia dos estudos em transcriptbmica
para interpretacdo de dados bioldgicos e entendimento das respostas aos estimulos

aplicados, a fim de promover o melhoramento genético das espécies estudadas.

2.6.1Estudos de transcriptdmica em J. curcas

Em pesquisa recente (03/2019) na base de dados do PubMED, foram
identificados 4.007 artigos que utilizavam em seu titulo ou resumo o termo
“transcriptomic” e “Plant” em seu texto. Ao adicionar o termo “salt” ao texto foram
identificados 157 artigos, e ao adicionar o termo “Jatropha” ao texto, somente um
artigo, referente a Zhang et al. (2014) que sera apresentado adiante.

Conforme mencionado, J. curcas apresenta certa tolerancia ao estresse
hidrico, boa adaptacdo em solos pobres, e ndo competicdo com culturas produtoras
de alimentos. Assim, a transcriptdma desta espécie pode ser uma ferramenta valiosa
na caracterizacdo dos mecanismos de tolerancia a estresses e aos climas aridos e
semi-aridos (SAPETA et al., 2015; DIVAKARA et al., 2010).
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Como exemplo de estudo transcriptdmico em Jatropha curcas, Costa et al,
(2010) geraram bibliotecas de cDNA, a partir de pools de desenvolvimento (JD: 19,
26, 33 e 40 dias apods a polinizacdo), e de germinacéao do endosperma (JG: 24, 36, 48
e 72 horas ap0s a embebicao) de sementes, sendo sequenciados 7.320 ESTs do pool
JD e 5.929 do pool JG, totalizando 13.249 ESTs, os quais geraram 1.606 contigs e
5.677 singletons. Dessas sequéncias, 6.694 (91,9%) foram codificadoras de
proteinas, com destaque para proteinas quinases de serina/treonina (119 sequéncias)
e fatores de transcricéao (89). Dos 20 principais transcritos mais expressos em JD, trés
codificariam proteinas de armazenamento (globulinas 11S), além de um (para aspatrtil
protease), que processaria precursores de proteinas de armazenamento. Diferencas
também foram observadas em relacdo a elementos transponiveis (TE) nas bibliotecas
JD e JG, além de permitir a identificacdo de expressao diferencial e a descoberta de
varios genes, inclusive relacionados ao metabolismo de lipideos.

Em outro estudo, Natarajan & Parani (2011) aplicaram a técnica de alto
rendimento, denominada de pirossequénciamento (NYREN, 1993), em cDNAs nao
clonados, de raizes, folhas maduras, flores, sementes em desenvolvimento, e embrido
maduro de J. curcas, sendo geradas 381.957 reads de boa qualidade, as quais
geraram 17.457 contigs e 54.002 singletons. Desses, 28 transcritos foram validados
por analises de RT-qgPCR. Analises na base de dados KEGG (Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes; KANEHISA & GOTO, 2000) monstraram que 2.320 transcritos
estavam relacionados as principais vias bioguimicas, incluindo vias de biossintese de
lipidios.

Por sua vez, Wang et al. (2013) performaram uma abordagem RNA-Seq de
sequenciamento de alto rendimento (lllumina Hiseq ™ 2000), seguido por andlise de
expressao génica digital, resultando em uma analise global de transcriptéma e perfil
de expressédo génica para plantulas de J. curcas, em resposta a exposicao ao frio (12
° C por 12h, 24h e 48h). Foram identificados 45.251 unigenes, dos quais 33.848 foram
anotados a partir de banco de dados de proteinas. Analises DGE (Digital gene
expression) individuais, 4.185 genes foram expressos diferencialmente (regulados
positivamente ou regulados negativamente no tratamento a frio em relacdo ao
controle; p-value < 0.01; FDR < 0.001; logzRatio = 1). O numero de genes UR e DR
mudou gradualmente ap6s 12 e 24 horas de estresse por frio, enquanto aumentou
rapidamente entre 24 e 48 horas. Os resultados informam dados relevantes ao que

diz respeito aos mecanismos moleculares da resisténcia ao frio de J. curcas.
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No Unico estudo encontrado na base de dados PubMed relacionando estresse
salino e transcriptdmica em J. curcas, Zhang et al, 2014, é vista uma analise global de
perfis de expressdo génica em mudas de pinhdo-manso expostas ao estresse. Foi
feito sequenciamento para analisar perfis globais de expresséao génica de plantas de
pinhdo-manso (raizes e folhas; 2 h, dois dias e sete dias ap0s o inicio do estresse
salino). Para o estresse salino, as mudas foram irrigadas diariamente por sete dias no
estagio de seis folhas a solugcdo nutritiva de Hoagland com NaCl 100 mM. Duas
réplicas bioldgicas, um total de 24 amostras foram sequenciadas. A partir do
sequenciamento foi visto que 1.504 e 1.115 genes foram significativamente expressos
em raizes e folhas respectivamente (p < 0,01; fold change = 1,8). Analise de ontologia
genética (GO) demonstrou que, muitos processos biolégicos foram afetados pelo
estresse salino, em particular aquelas pertencentes aos processos metabdlicos. Os
perfis de expresséo génica indicaram que os genes associados foram responsaveis
pela via de sinal do ABA, do etileno e regulagdo osmdética. Zhang explica que os
principais genes regulados detectados celular em raizes foram relacionados a sintese
de trealose e modificacdo da estrutura da parede, enquanto que os relacionados a
sintese de rafinose e ao removedor de oxigénio reativo foram mais presentes em

folhas.
2.7 GENES CORREGULADORES DE TRANSCRI(}AO

O controle da transcricdo € um processo de fundamental importancia biolégica
para todos os organismos, sendo os CoREGs entidades que desempenham papéis
de co-ativacdo ou co-repressao no genoma destes individuos (O’MALLEY, 2007). Co-
ativadores existem e funcionam em grandes complexos multiproteicos, os quais sao
recrutados para o gene alvo por receptores nucleares (NR), sendo portadores de
capacidades enzimaticas necessarias para a expressdo dos genes. As reacdes
relacionadas com a transcricdo e mediadas por complexos co-ativadores incluem a
modificacdo e a remodelacdo da cromatina, iniciacdo da transcricdo, alongamento de
cadeias de RNA, splicing de RNA e, término da resposta transcricional (O’MALLEY,
2007). Segundo Britten e Davidson (1969), no genoma existem um subgrupo de genes
que atuam como “genes mestres” coordenando a expressao de genes subservientes

denominados “genes produtores”. Esta hipotese foi verificada por O’'Malley (2007) em
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um manuscrito sobre genes CoREGs, sugerindo que genes codificadores de proteinas
CoREGs fizessem parte do grupo de genes mestre.

Burdo et al. (2009) denominaram a colecdo de CoREGs como sendo o
CoREGoma. Em um segundo trabalho, Burdo et al. (2014) evidenciaram que as bases
para identificacdo e caracterizacdo de genes CoREGs em grupos estruturados (de
familias) ainda ndo estavam bem estabelecidas. Naquele trabalho além de fatores de
transcricdo em milho, os autores também identificaram genes CoOREGs e os
classificaram em 24 familias, a partir de dominios proteicos requeridos e proibidos de
cada familia génica conforme descritas por Perez-Rodriguez et al. (2009).

Dados como os de Burdo et al. (2014) podem ser encontrados na base de
dados online GRASSIUS (http://grassius.org/grasscoregdb.html), a qual armazena
sequéncias CoREGs de diferentes gramineas.

Em decorréncia de grandes lacunas nas pesquisas, muitas espécies carecem
de informacdes completas ou relevantes sobre um possivel CoOREGoma, como J.
curcas, ao contrario de Zea mays (milho), uma espécie que j4 apresenta namero
significantivo de estudos e de CoREGs (Tabela 4). Também M. esculenta, espécie
taxondmicamente proxima a J. curcas, ja possui algumas informacfes de CoREGs
compiladas (Tabela 4).

Os CoREGs presentes no banco iTAK tem suas identidades e classificacéo
baseadas nas regras consenso (de dominios proteicos requeridos e proibidos de cada
familia génica), resumidos das bases de dados PINTFDB (PEREZ-RODRIGUEZ et al.,
2009) e PlantTFDB (JIN et al., 2013), além das familias descritas em PlantTFcat (DA,
X. et al., 2013) e AtTFDB (YILMAZ et al., 2010), como evidéncias de apoio. Mais de
vinte e uma familias de CoREGs foram caracterizadas em plantas de acordo com os

bancos de dados supracitados.
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Tabela 4. Relacéo de familias de proteinas CoOREGs identificadas por Burdo et al. (2014) em Zea mays
(milho), comparativamente aos observados na base de dados iTAK para Manihot esculenta (mandioca).
"X" marca presenca da familia na espécie em julho de 2018.

Familia Milho Mandioca

ARID X
AUX/IAA X
BSD
Co-activator p15
DDT
FHA
GNAT
HMG
IWS

Jumoniji

X X X X X X X X

X X X X

Lim
LUG
MBF1
MEDG6
MED7
MED26
MED31
PHD
Pseudo ARR-B
RB
RCD1-LIKE X
SET
SNF2 X
SOH1
SWI/SNF-SWI3
SWI/SNF-BAF60
TAZ
TRAF

X X X X X X X
X X X X

x

X X X X X X X X X X X

Ultrapetala
WD40

X X X X X X

Como forma de evidenciar as familias CoREGs mais estudadas e com potencial
sobre respostas a estresses bidticos e/ou abidticos foram realizadas buscas (em
06/09/2018) através de palavras-chave na base da dados online MedLine. Na Figura

5 é possivel verificar a quantidade total de artigos presentes na base de dados, até a
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data em questdo, para algumas das familias CoREGs, a partir do uso de palavras-

chave [(home da familia) e plant], com destaque para RB, AUX/IAA e PHD.

Figura 5. Total de artigos para familias de genes CoREG usando-se palavras-chave (nome da familia

por extenso + plant) encontrados na base de dados MedLine até 06/09/2018.
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Na Figura 6 é possivel verificar a quantidade de artigos até aquela data, e que

relacionavam as palavras-chave, além de estresse [(nome da familia), plant, stress].

Neste caso, as familias em destaque foram AUX/IAA, RB e mBF1.

Figura 6. Total de artigos para familias de genes CoREG usando-se palavras-chave (nome da familia

por extenso + plant + stress) encontrados na base de dados MedLine até 06/09/2018.
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No geral, a importancia dos CoREGs como co-ativadores e correpressores
influenciam todo um conjunto de reagdes importantes para o desenvolvimento do
individuo em um dado momento de seu ciclo. Exemplos de func¢des e outros aspectos
relativos a algumas das familias COREGs séo destacados a seguir.

Familia GNAT: como parte da subfamilia GNC5, as histonas
acetiltransferases (HATs) sdo fundamentais no desenvolvimento de A. thaliana
(VLACHONASIOS et al., 2003), além de estarem envolvidas em respostas a
estresses, como luz, temperatura, salino e também hidrico (FANG et al., 2014).

Familia ARID: constitui caracteristica a presenca de dominio (ARID) de
ligacdo ao DNA, sendo conservado em eucariotos superiores, entretanto, nem todas
as proteinas contendo ARID se ligam ao DNA de maneira caracteristica da familia
ARID; suas funcdes celulares incluem regulacdo do crescimento, diferenciacao e
desenvolvimento celular (WILSKER et al., 2005); podem ocorrer em combinagdo com
outros dominios de proteinas, incluindo os dominios Myb, PHD e HMG (RIECHMANN
et al., 2000); em A. thaliana foram identificadas onze proteinas ARID de cinco
subfamilias (WILSKER et al., 2005).

Familia HMG: é caracteristico em eucariotos dominio de proteina com
aproximadamente 75 residuos (ANTOSCH et al., 2012); proteinas HMG induzem a
dobra do DNA ao se ligar ao DNA linear, atuando como facilitadores arquitetonicos na
montagem de complexos nucleoproteicos envolvidos na transcricdo, recombinacédo ou
outros (ANTOSCH et al., 2012); genomas de plantas superiores codificariam de 10 a
15 proteinas da familia HMG diferentes (STROS et al., 2007).

Percebe-se destes estudos que funcgdes cruciais sdo desenvolvidas pelos
genes e proteinas CoREGs durante o desenvolvimento dos individuos. Logo,
conhecer estes genes é importante para um melhor entendimento das respostas
génicas dos vegetais, principalmente em situacao adversas de estresses ambientais,
podendo agregar desempenho e tolerancia aos acessos em um programa de

melhoramento genético vegetal.
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3 METODOLOGIA

3.1 ORIGEM DOS DADOS

As plantas utilizadas constaram de dois acessos de J. curcas (Jc183 e Jcl71;
LOZANO-ISLA et al., 2018) que foram cultivadas em estufa (marco 2016), no Centro
de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Alagoas (UFAL, Rio Largo, AL,
Brasil), que se encontra em clima classificado (Thornthwaite e Mather, 1955) como
umido, megatérmico, com deficiéncia moderada de agua no verdo (dezembro a
marco) e algum excesso de agua no inverno (julho a setembro). O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, com dois acessos, dois tratamentos (com
e sem sal), e trés repeticdes bioldgicas para cada condi¢do experimental. Inicialmente,
sementes (homogéneas em tamanho e peso) de ambos o0s acessos foram semeadas
em vasos (50 L) contendo 20 kg de areia. ApOs germinacao e os primeiros edfilos (5-
10 dias apds a germinacao - DAG), apenas a planta mais vigorosa foi deixada por
vaso. Durante o cultivo, plantas foram irrigadas as 16:00 h a cada trés dias com
solucéo nutritiva de Hoagland (20% p/v) (EPSTEIN, 1972). Uma semana antes da
aplicacao do sal (60 DAG), as plantas receberam solucdo de Hoagland 100% (forca
total) todos os dias. No dia anterior a aplicacao de sal, plantas foram irrigadas as 16
h. A solucdo de NaCl (150 mM) foi adicionada a solucdo de Hoagland, sendo as
plantas expostas a solucéo salina desde as nove a.m. e durante trés horas. Plantas
irrigadas apenas com a solucdo de Hoagland constituiram o tratamento controle
negativo. Apos o tempo de exposi¢do ao NaCl, amostras de raizes foram coletadas,
imediatamente congeladas em nitrogénio liquido (N2), sendo mantidas a 80°C até a
extracdo do RNA.

O RNA total das amostras de raizes foi isolados usando o Sistema de
Isolamento de RNA Total SV (Promega). Estimativas de concentracéo e da qualidade
dos RNAs extraidos foram feitas, respectivamente, por espectrofotémetria (Thermo
Scientific NanoDrop 2000) e razbes de absorbancia (DO; 260/280 nm = 1,9 e 260/230
nm = 1,9), além de visualizagbes em gel de agarose (1,5% p/v). Amostras de RNAs
foram enviadas para o Centro Genbmico da Faculdade "Luiz de Queiroz" da
Agricultura (ESALQ / USP, Piracicaba, SP, Brasil) e aquelas com RIN (RNA Integrated
Number) = 9,0 (Agilent Bioanalyzer 2100, Santa Clara, CA, EUA) foram utilizadas para

confeccdo das bibliotecas RNA-Seq (12: dois acessos X trés repeti¢cdes bioldgicas x
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dois tratamentos), conforme TruSeq Stranded mRNA Sample Prep kit (lllumina Inc,
CA, USA, “LS” Protocol). As bibliotecas de RNA-Seq foram sequenciadas (paired end,
100 pb, 2x) usando a plataforma Illumina HiSeq2500 (Eurofins MGW, Alemanha).

Pares de raw RNA-Seq Reads foram avalidadas quanto a qualidade das
leituras com o software FastQC (v.0.11.5), antes e ap0s filtragem do adaptador e
etapas de ajuste (das extremidades pareadas) usando-se parametros padrdo da
ferramenta Trimmomatic (v.0.36; BOLGER et al., 2014). Apés excluir adaptadores e
bases com baixa qualidade ou indeterminadas, pares de reads de alta qualidade
(Phred = 30, para todas as bases) foram utilizadas na montagem dos transcriptomas
usando estratégia de novo, a partir do software Trinity 2.2.0 (GRABHERR et al., 2011
). Os niveis de expressdo dos transcritos e de UniGenes foram estimados pelo
software RSEM (LI & DEWEY, 2011), com auxilio do pacote de alinhamento Bowtie
(v4.4.7;, LANGMEAD et al., 2009). As matrizes FPKM (fragmento por quilobase de
cDNA por milh&do de fragmentos mapeados) normalizadas foram geradas a partir das
contagens de RSEM, as quais foram usadas para as analises de expressao diferencial
realizadas pelo pacote edgeR (ROBINSON et al., 2010).

3.2 IDENTIFICACAO DE UNIGENES COREGS

Para a identificacdo de potenciais transcritos codificadores de proteinas
CoREGs expressas em raizes de J. curcas apés exposicdo ao NaCl foram utilizadas
sequéncias curadas nucleotidicas e proteicas da base de dados Plant Transcription
factor & Protein Kinase Identifier and Classifier, iTAK (http://itak.feilab.net/cgi-
bin/itak/index.cgi; ZHENG et al, 2016), oriundas das espécies Manihot esculenta
(555), Ricinus communis (410), e Arabidopsis thaliana (329). Transcritos RNASeq de
J. curcas foram alinhados via BLASTx (e-value < e0) contra as sequéncias proteicas

curadas de reguladores transcricionais (COREGS) da base de dados iTAK.

3.3 IDENTIFICACOES DE POTENCIAIS COREGS DIFERENCIALMENTE
EXPRESSOS

Potenciais genes CoREGs diferencialmente expressos (DE) foram identificados
a partir da aplicacao dos limiares p-value < 0,0001, FDR (False Discovery Rate) <
0,005, e Log2FC = 1 (classificado como induzido, UR) ou < -1 (reprimido, DR). A

modulacdo da expresséao foi estimada a partir de valores de Log2FC, sendo FC (fold
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change) > 2, estabelecida como a raz&o entre as abundancias (FPKM) do UniGene
CoREG na biblioteca estressada em comparagédo com a correspondente abundancia
na biblioteca controle negativo. Perfis de expresséo de potenciais genes COREGs em
resposta ao estimulo salino foram gerados a partir da clusterizacdo hieraquica feita
pelo programa Cluster 3.0 (v.1.1.4r3; EISEN et al., 1998), e valores de Log2FC
modulados por ambos 0s acessos, sendo o heatmap visualizado através de imagem
no Java TreeView (SALDANHA, 2004).

3.4 MAPEAMENTO DE COREGS EM GENOMA DE M. ESCULENTA

CoREGs totais dos bancos de CoREGs do iTAK de M. esculenta foram
mapeados no genoma da espécie (obtido do banco de dados Phytozome) através de
BLASTn (e-value < e%9). Potenciais COREGs de J. curcas foram analisados quanto
suas ocorréncias em cromossomos de M. esculenta a partir de alinhamento BLASTn

(e-value < e29). Os dois resultados foram utilizados para fins comparativos.
3.5 ARVORE FENETICA DE FAMILIAS COREGS AUX/IAA E JUMONJI

Duas familias CoREGs bem representadas numericamente (AUX/IAA e
Jumoniji) foram selecionadas para alinahmento entre COREGs de J. cucras e COREGs
de M. esculenta para cada familia. Para tanto, transcritos com maiores identidades (=
75%) alinhados a CoREGs de M. esculenta (BLASTX, e-value €19, foram
selecionados, totalizando 22 alvos AUX/IAA e 11 alvos Jumoniji. As sequencias das
duas familias dos CoREGs de J. curcas e dos bancos de proteinas das duas familias
CoREGs de M. esculenta foram alinhadas separadamente por meio do programa
ClustalX 2.0 (LARKIN et al., 2007). Uma arvore fenética foi desenhada utilizado
método Neighboor Joining (bootstrap de 10.000 amostragens) para cada familia. As
anotacdes de cada CoREG de J. curcas foram confirmadas a partir de BlastP (RefSeq)
contra sequéncias proteicas de J.curcas do NCBI.

3.6 ANALISE DE ONTOLOGIA GENICA E DE FATORES DE TRANSCRICAO

O enriguecimento funcional dos termos de ontologia génica (Gene Ontology

- GO) identificou aqueles termos significativamente representados (testes exatos de
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Fisher, p-valor < 0,05) no arquivo de entrada, o qual foi composto, individualmente,
por genes modelos de J. curcas, correspondentes aos CoOREGs DE (UR ou DR) ou
CoREGs nao DE (ns), tendo por base o melhor alinhamento (best-hit em ordem de
maior identidade, alinhamento, score e e-value) apés alinhamentos por BLASTn (e-
value < e30). As andlises foram realizadas, em separado, usando a ferramenta GO
Enrichment analysis (p-value < 0,001) no portal PlantRegMap (Plant Regulator Data
and Analysis Platform; http://plantregmap.cbi.pku.edu.cn; JIN et al., 2014). Os
resultados para cada input file foram visualizados em diagrama de Venn (OLIVEROS,
2007), evidenciando termos GO exclusivos para cada set de genes ou aqueles
compartilhados.

3.7 ANALISE DE ENRIQUECIMENTO DE FATORES DE TRANSCRICAO

De modo similar a metodologia de enriquecimento de termos GO, potenciais
FTs relacionando com promotores de genes de J. curcas associados aos genes
CoREGs DE foram previstos usando-se a ferramenta TF enrichement analysis (p-
value < 0.001) disponivel também no portal PlantRegMap

(http://plantregmap.cbi.pku.edu.cn/).
3.8 VALIDACAO DE COREGS DIFERENCIAL EXPRESSOS VIA RT-QPCR

Pares de primers foram desenhados, tendo por base transcritos RNA-Seq
selecionados para ensaios de RT-qPCR, dentre aqueles associados com proteinas
CoREGs, a partir da ferramenta online Primer3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/),
utilizando-se os seguintes parametros: tamanho do amplicon (de 80 a 150 pb);
tamanho do primer (de 20 a 24 pb); temperatura de desnaturacdo do primer com
minima 57, maxima de 63 °C e 6tima 60 °C; porcentagem de G/C de 45 a 55%, 6timo
50%; temperatura de desnaturacédo do aplicon (Amplicon melting) (65 - 95 °C, 6timo
82 °C); méaxima repeticdo de nucleotideos: trés nucleotideos; grampo G/C: dois
nucleotideos. Primers foram desenhados preferencialmente em jun¢des éxon/éxon ou
em éxons diferentes. Para identificacdo dos éxons dos transcritos utilizou-se a

ferramenta online Splign (https://www.ncbi.nIm.nih.gov/sutils/splign).

Primers propostos (Apéndice A) foram sintetizados pela Bioneer Corporation
(Coreia do Sul). A eficiéencia de cada par de primer nas amplificagcbes RT-qPCR foi
estimada a partir de 1 pL de cDNA oriundo de diluices seriadas (0, 10, 102, 1073,
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10*) obtidas de um bulk composto com parte das amostras de cDNAs, em triplicatas
técnicas, sendo que em cada poco de PCR adicionou-se 5 pL de Mix (GoTag® gPCR
Master Mix Promega), 3,4 UL de agua ultra-pura e 0,3 puL de cada um dos primers (5
MUM) do par a ser testado. As reacOes foram realizadas em real-time PCR
Thermocycler LineGene 9600 (Bioer, Hangzhou, China), com as seguintes
especificacdes: desnaturacgéo inicial (95 °C, 2 min., 1 ciclo); PCR Stage (95 °C, 15 s.,
seguido de 60 C°, 1 min., 40 ciclos); Melting stage (65 - 95 °C, subida de 4 °C.s™).

O software LineGene (v.1.1.10) estimou os valores de Tm e Cq e as
qguantificacdes relativas e absolutas. Para os ensaios de validagao foram selecionados
apenas os primers com eficiéncia entre 90 e 110 CT (9). Foram utilizadas placas de
96 pocos onde eram testados 3 pares de primers alvos e dois genes de referéncia
[actina (TANG et al., 2016), e B-tubulina (XU et al., 2016) nas configuracdes de
triplicata técnica para cada replica biolégica. As reacdes foram feitas com Kit GoTaq®
gPCR Master Mix Promega para RT-gPCR usando, para cada reacao, 5 pl de mix, 3,4
pl de agua ultrapura, 0,3 pl de cada um primer de seus pares e 1 ul de cDNA em
concentracdo 1/10 de cada amostra para seu respectivo poco. As reacfes foram
utilizadas em equipamento real-time PCR Thermocycler LineGene 9600 (Bioer,
Hangzhou, China). As configuracdes de corrida para o software seguiram da forma:
Hold Stage 95 °C — 2” (1 ciclo); PCR Estage 95 °C — 15’ seguindo de 60 °C — 1” (45
ciclos); Melting Stage 65 -> 95° C (subida de 4 °C por segundo). O software LineGene
(v.1.1.10) estimou os valores de Tm e Cq. Os dados de expressédo relativa foram
estimados usando o software REST 2009 (v.2.0.13; PFAFFL et al., 2002), aplicando
teste de randomizacdo com 2.000 permutacdes e testando a hipétese de diferencas

significativas entre os grupos controle e tratamento.
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4 RESULTADOS
4.1 IDENTIFICACAO DE UNIGENES COREGS EM J. curcas

A montagem do transcriptoma proporcionou 145,422 transcritos montados
(101 Mb) / 126,343 UniGenes (77 Mb). As andlises BLASTx (e-value < e10), feitas de
forma independente com sequencias proteicas de coreguladores (COREGS) das
espécies M. esculenta e R. communis (base de dados iTAK), e A. thaliana (base de
dados PLNTFDB, Plant Transcription Factor Database; http://pIntfdb.bio.uni-
potsdam.de/v3.0/), relacionaram 2574 transcritos montados (1755 UniGenes) com
1250 proteinas CoREGs.

Individualmente foram 2418 transcritos (1656 UniGenes) associados com 554
proteinas CoOREGs de M. esculenta; 2261 transcritos (1527 UniGenes) com 359
CoREGs de R. communis, e 857 transcritos (562 UniGenes) com 337 de CoREGs de
A. thaliana. A participacdo de cada espécie na identificacdo dos Unigenes
codificadores de CoOREGs em J. cucras € evidenciada no diagrama de Venn da Figura
7, que indica que 490 UniGenes foram identificados em comum a partir das trés
espécies, 976 em comum entre M. esculenta e R. communis, 21 entre M. esculenta e
A. thaliana, 13 entre R. communis e A. thaliana, e, individualmente, 169 a partir de M.

esculenta, 48 a partir de R communis, e 38 a partir de A. thaliana.
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Figura 7. UniGenes CoREGs de J. curcas identificados a partir de similaridades em analise BLASTx
(e-value < e1%) com proteinas das espécies M. esculenta, R. communis e A. thaliana. Distribui¢do de
1755 UniGenes considerando contribuicdo exclusiva ou compartilhada.

M. esculenta R. communis

A. thaliana

Fonte: Jorge Luis Bandeira da Silva Filho (2019)

A distribuicdo relativa em familias CoREGs, considerando cada transcrito
COoREG e o respectivo melhor alinhamento de proteina COREG, em BLASTX, € dada
na Tabela 1. Com excecdo do grupo Others (outros: agrupamento de potenciais
CoREGs que ainda ndo pertencem a nenhuma das familias relatadas na literatura
mas que futuramente serdo categorizados em diferentes familias, a medida que as
caracterizacbes de dominios conservados e estudos de gendmica estrutural e
filogenética avancarem em diferentes espécies), as familias mais representadas em
UniGenes foram Jumonji (572), AUX/IAA (349), e PHD (84), apds ter sido
desconsiderado o grupamento Others.
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Entretanto, dentre os 1755 UniGenes CoREGs, aqueles declarados DE apés o

estimulo salino na resposta de Jc171 corresponderam a 239 UniGenes (24 UR e 215

DR; apéndice B). Estes quando distribuidos em familias CoOREGs evidenciaram as

familias AUX/IAA (72), Jumoniji (54), e PHD (29), como as mais representadas em

UniGenes DE (Tabela 5). A resposta Jc183 ao sal, por outro lado, somente evidenciou
dois UniGenes DE [DN26690 c0_g2 (UR) e DN32228 c0_g2 (DR)].

Tabela 5. Distribuicdo ordenada das Familias CoREGs de Jatropha curcas de acordo com a
representatividade em UniGenes, identificados em alinhamentos BLASTx (best-hits) com proteinas de
cada familia, e nimero de UniGenes DE codificando COREGs em cada familia entre parenteses

Familia Unigenes CoREGs (DE) UR DR Proteinas CoREGs alinhadas
Jumoniji 572 (55) 4 51 51
AUX/IAA 349 (71) 4 67 93
Others 198 (20) 8 12 263
PHD 84 (29) 0 29 137
MTERF 78 (7) 0 7 84
SET 67 (5) 1 4 129
LUG 61 (8) 1 7 18
GNAT 60 (3) 1 2 103
HMG 54 (0) 0 0 48
TRAF 48 (8) 0 8 48
SNF2 46 (14) 0 14 85
IWS1 31(3) 0 3 25
ARID 22 (3) 0 3 29
SWI/SNF-BAF60b 21 (4) 2 2 57
MBF1 17 (3) 3 0 8
Pseudo ARR-B 15 (1) 0 1 16
SWI/SNF-SWI3 8(2) 0 2 9
TAZ 7(2) 0 2 12
Coactivator P15 6 (0) 0 0 8
RCD1 4 (0) 0 0 10
RB 3(2) 0 1 6
SOH1 2 (0) 0 0 2
MED6 1 (0) 0 0 5
MED7 1 (0) 0 0 2
Total 1755 (239) 24 215 1248
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4.2 PERFIL DE EXPRESSAO DE CoREGs EM J. curcas SOB TRATAMENTO
SALINO

Considerando os valores (Log2FC) de modulacdo da expressdo génica de
UniGenes CoREG DE do acesso Jcl71, e os valores correspondentes (n.s.) na
expressao de Jcl183, a co-expressao de Unigenes ¢€ ilustrada nas Figuras 10, 11 e 12.
De modo geral, a clusterizacdo hierarquica para UniGenes DE representantes da
familia AUX/IAA (Figura 8), Jumonji e PHD (Figura 9), e demais familias (Figura 10)
apresentaram dois grupos de co-expresséo, sendo um deles numericamente menor e
composto de Unigenes UR da resposta Jcl171, e outro bem maior, com Unigenes DR
da resposta Jc171. Uma maior modulagéo por parte dos Unigenes DE da resposta de
Jcl71 é evidente, quando comparada com a modulagcdo menos intensa dos mesmos
Unigenes, na resposta Jc183. Apesar de ndo possuir genes DE nas analises de
expressao de Jcl83, é possivel observar tendéncias a um tipo de expressdo UR ou
DR em alguns transcritos. Além disto, ha a presenca de alguns grupos de transcritos
contrastantes entre ambos 0s acessos que podem ser observados nas Figuras 10 e
11. Nestes casos 0 acesso Jc183 demonstra a tendéncia a ter os transcritos destes
grupos regulados de forma UR, enquanto o contrario € mostrado para Jcl71, onde

estes grupos de transcritos sdo DEs DR.



52

Figura 8. Heatmaps baseados na clusterizacao hieraquica da co-expressao de UniGenes CoOREGs DE
[p-value: 0.0001; FDR: 0.005; Log2FC > 1 (UR) ou < 1 (DR)] da resposta ao sal do acesso Jc171, em
comparacao aos correspondentes valores (Log2FC) modulados pelo acesso Jc183 para representantes
da familia COREG AUXI/IAA.
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Figura 9. Heatmaps baseados na clusterizacao hieraquica da co-expressao de UniGenes CoOREGs DE
[p-value: 0.0001; FDR: 0.005; Log2FC > 1 (UR) ou < 1 (DR)] da resposta ao sal do acesso Jc171, em
comparacao aos correspondentes valores (Log2FC) modulados pelo acesso Jc183 para representantes
das familias CoREG Jumoniji e PHD.
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Fonte: Jorge Luis Bandeira da Silva Filho (2019)



54

Figura 10. Heatmaps baseados na clusterizacao hieraquica da co-expressao de UniGenes CoREGs
DE [p-value: 0.0001; FDR: 0.005; Log2FC > 1 (UR) ou < 1 (DR)] da resposta ao sal do acesso Jc171,
em comparagcdo aos correspondentes valores (Log2FC) modulados pelo acesso Jcl83 para
representantes das demais familias.
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4.3 MAPEAMENTO DE COREGS EM GENOMA DE M. ESCULENTA

O mapeamento de 555 CoREGs de M. esculenta nos cromossomos da espécie
identificaram 905 locos distribuidos nos 18 cromossomos, ao passo que o
mapeamento a partir de 1755 CoREGs de J curcas nos 18 cromossomos de M.
esculenta, associou, com base nas similaridades a 416 locos (Tabela 6). Desta forma,
cerca de 45,97% dos locos previstos para CoOREGs de M. esculenta no genoma da
espécie foram considerados conservados em similaridades em relacdo aos COREGs
de J. curcas. Essa representatividade em cada cromossomo de M. esculenta é vista
na Tabela 6.

Tabela 6. Nomero de CoOREGs de Manihot esculenta e de similares de Jatropha curcas estimados em

cada um dos 18 cromossomo de M. esculenta, bem como 0s respectivos percentuais desta
representatividade (razdo entre M. esculenta / J. curcas).

Nimero o cromossone__ COREGe dealatos s CoREG: deectados 3 Wapearerto st
Cromossomo 01 73 39 53.4
Cromossomo 02 41 20 48.8
Cromossomo 03 90 44 48.9
Cromossomo 04 45 20 44.4
Cromossomo 05 63 30 47.6
Cromossomo 06 30 12 40.0
Cromossomo 07 34 10 29.4
Cromossomo 08 49 25 51.0
Cromossomo 09 49 23 46.9
Cromossomo 10 38 13 34.2
Cromossomo 11 49 19 38.8
Cromossomo 12 53 22 41.5
Cromossomo 13 46 27 58.7
Cromossomo 14 48 21 43.8
Cromossomo 15 82 43 52.4
Cromossomo 16 48 23 47.9
Cromossomo 17 35 11 31.4

Cromossomo 18 32 14 43.8
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4.4 ARVORES FENETICAS DAS FAMILIAS AUX/IAA E JUMONUJI

As arvores fenéticas para as familias AUX/IAA e Jumonji ilustram as
similaridades que as proteinas dos potenciais transcritos CoREGs de J. curcas
demonstraram com as demais proteinas do banco de CoREGs para cada uma das
duas familias analisadas de M. esculenta. Além disto, proteinas AUX/IAA identificadas
a partir de R. communis mostraram-se distribuidas também compartilhando
similaridades com proteinas de M. esculenta. Na figura 11 (AUX/IAA) ha a presenca
de oito cromossomos de M. esculenta envolvidos (3, 4, 5, 8, 11, 12, 15 e 16) dos quais
0O Ccromossomo cinco apresenta a maior quantidade de representantes (6). A
identificacdo de cada cromossomo esta descrita ao lado esquerdo da letra “G” na
identificagdo de cada ramo terminal. Seis proteinas AUX/IAA foram identificadas a
partir de R. communis. Trés grupos de proteinas AUX/IAA foram identificados bem
estabelecidos em grupamentos na arvore (IAA9. IAA27 e AUX22). Na figura 12
(Jumoniji), é visto que também ha a presenca de 5 cromossomos envolvidos (8, 14,
16, 17 e 18) tendo o cromossomo 8 a maior quantidade de representantes (3) e quatro
proteinas Jumoniji identificadas a partir de R. communis. Dois grupos de proteinas

Jumoniji foram identificados bem estabelecidos na arvore (JMJ25 e JMJ706)
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Figura 11. Arvore fenética de proteinas COREGs da familia AUX/IAA (sequéncias = 75% de identidade)
de J. curcas e de M. esculenta. CoREGs identificados por iniciais: “DN”, oriundos de J. curcas; “Manes”,
de M. esculenta. Grupos de proteinas: IAA9, em palheta verde; IAA27, em palheta azul; AUX22, em
palheta laranja. COREGs de J. curcas identificados a partir de: R. communis, esferas em verde; M.
esculenta, esferas em laranja. Método Neighbor Joining, com bootstrap de 10.000 amostragens

(software ClustalX 2.0).
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Figura 12. Arvore fenética de proteinas COREGs da familia Jumoniji (sequéncias = 75% de identidade)
de J. curcas e de M. esculenta. CoREGs identificados por iniciais: “DN”, oriundos de J. curcas; “Manes”,
de M. esculenta. Grupos de proteinas: JMJ25, em palheta verde, e IM706, em palheta azul. COREGs
de J. curcas identificados a partir de: R. communis, esferas em verde; M. esculenta, esferas em laranja.
Método Neighbor Joining, com bootstrap de 10.000 amostragens (software ClustalX 2.0).
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4.5 ANALISE DE ENRIQUECIMENTO DE TERMOS DE ONTOLOGIA GENICA

As analises de enriqguecimento dos termos GO, para cada conjunto, em
separado, de UniGenes codificadores de CoREGs (UR, DR ou ndo DE), revelaram os
termos mais representados (enriguecidos) de cada conjunto da resposta Jc171 ao sal.

Esses resultados, quando comparados em um diagrama de Venn (Figura 13)
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indicaram, em associagao aos UniGenes UR, um termo exclusivo (GO: GO:0060090,
binding, bridging) e quatro compartilhados [com UniGenes CoOREG néo DE:
G0:0003712 (transcription cofactor activity); GO:0000989 (transcription factor activity,
transcription factor binding); GO:0000988 (transcription factor activity, protein binding);
G0:0003713 (transcription coactivator activity)].

Caracterizando os UniGenes CoREG DR, foram associados, de forma
exclusiva, 77 termos GO enriquecidos, evidenciando respostas diferentes das
encontradas para os Unigenes UR (Apéndice C). Por sua vez, outros 18 termos
enriquecidos foram comuns aos trés conjuntos de UniGenes codificadores de
CoREGs.

Figura 13. Diagrama de Venn ilustrando termos GO enriquecidos (Fisher test; p-value 0.001) exclusivos
ou comuns aos UniGenes codificadores de CoREGs diferencialmente expressos (UR, induzido; DR,
reprimido) ou nédo diferencialmente expressos (N.DE.). DE: p-value: 0.0001; FDR: 0.005; Log2FC > 1
(UR) ou <-1 (DR).

N. DE DE UR

DE DR
Fonte: Jorge Luis Bandeira da Silva Filho (2019)
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4.6 ANALISE DE ENRIQUECIMENTO DE FATORES DE TRANSCRICAO

A predicdo de fatores de transcricdo (FTs) com potencial para interagir com
elementos regulatorios em promotores de genes modelos de J. curcas envolvendo
todos os Unigenes DE da resposta Jc171 foi executada. Os genes modelo de J. curcas
correspondentes aos Unigenes UR ou DR foram selecionados de alinhamentos
BLASTX (e-value < e1%), em que se escolheu o melhor alinhamento de cada Unigene
(best-hit: ordenando a melhor identidade, alinhamento, score e e-value
respectivamente), do conjunto de proteinas relativas aos genes modelo de J. curcas,
da base de dados PlantRegMap. Assim, dos 4141 UniGenes declarados DE, 3496
(foram associados a 3024 genes modelo J. curcas, sendo 2049 UniGenes UR
associados com 1667 genes modelo, e 1447 UniGenes DR com 1355 genes modelo.

A analise com genes modelo associados aos Unigenes UR previu 18899
interacbes (regulacbes), a partir de 302 FTs, sendo 88 aqueles considerados
enriquecidos ou sobre-representados no conjunto de 1660 alvos pesquisados
(Apéndice D). A andlise considerando os Unigenes DR previu 13144 interagcfes
envolvendo 302 FTs, dos quais 21 foram declarados enriquecidos considerando 1283
input genes (Apéndice E).

O diagrama de Venn com os FTs enriquecidos identificados em cada analise
mostrou que 75 deles regulariam alvos exclusivamente UR, oito deles exclusivamente
alvos DR, e 13 deles alvos comuns aos dois conjuntos (Figura 14). Por sua vez, a
analise de enriquecimento de FTs associados aos 24 CoREGs UR (21 input genes)
identificou 129 FTs (254 regulacdes), dos quais trés FTs enriquecidos, todos da familia
bZIP (Jcr4S02641.40, JcrdS09941.10, JcrdS03743.20), que regulariam ao menos trés
input genes cada, sendo dois deles [Jcr4S00062.70 (AUX/IAA) e Jcr4S00921.20
(MBF1)] alvos em comum aos trés FTs (Figura 15A). Esses trés FTs enriquecidos
foram identificados igualmente enriquecidos (p-value < 0.001) regulando outros UR
genes [JcrdS02641.40 (72 alvos), JcrdS09941.10 (79 alvos), JcrdS03743.20 (68
alvos)]. Esses resultados em diagrama de Venn (Figura 15B)
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Figura 14. Analise de enriquecimento de FTs. A) FTs enriquecidos previstos na interacdo com 0s
conjuntos de genes alvos UR (Induzido) e DR (Reprimido); B) FTs enriquecidos previstos na interacao
com os conjuntos de genes alvos CoOREGs com expressao UR, DR ou ndo DE (non DE).

UR DR

TFs x UR TFs x DR

non DE

B
Fonte: Jorge Luis Bandeira da Silva Filho (2019)

Figura 15. FTs enriquecidos, da familia bZIP (Jcr4S09941.10, Jcr4S03743.20, Jcr4S02641.40): em
(A), influenciando cada um dos trés alvos CoREGs (input genes PlantRegMap), sendo dois deles alvos
em comum aos trés FTs [Jcr4S00062.70 (AUX/IAA) e JcrdS00921.20 (MBF1)]; em (B), quantidade de
transcritos DE UR (Induzido) de Jc171 envolvidos com os trés TFs em questé&o.

JerdS09941.10 JerdS03743.20 JerdS09941.10 JerdS03743.20

JerdS02641.40 JerdS02641.40

A B
Fonte: Jorge Luis Bandeira da Silva Filho (2019)
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Ja a analise dos 214 CoREGs DR (196 input genes) previu 260 FTs (1978
regulagcdes), sendo 13 enriquecidos, estes apresentaram-se envolvidos com um
namero minimo de 9 e maximo de 80 alvos (Apéndice F). Ja a analise com os COREGs
nao DE (906 input genes) previu 302 FTs (9244 regulacgdes), dos quais 20 foram
declarados enriquecidos envolvendo-se com um nuimero minimo de 10 e maximo de
305 alvos (Apéndice G).

4.7 VALIDACAO DE COREGS DIFERENCIAL EXPRESSOS VIA RT-QPCR

Oito Unigenes CoREG declarados DE na resposta Jc171, de diferentes familias
e regulacoes, foram selecionados para validacdo da expresséo génica via RT-gPCR
(Tabela 7). Os pares de primers propostos apresentaram valores de eficiéncia
aceitaveis em reacfes absolutas de RT-qPCR ao amplificar amostras de cDNAs
oriundas de dilui¢cdes seriadas contemplando os tratamentos em andlise.

Tabela 7. Lista de eficiéncia baseada em CT (circle of treshold) de cada par de primers testado. Valores
obtidos através de software LineGene (v.1.1.10)

Alvo Eficiéncia Intercept Slope
SET 91,52 32,96 -3,54
Jumonijil 109,53 35,94 -3,11
SNF2a 92,96 33,81 -3,51
MBF1 98,60 30,76 -3,36
GNAT 109,38 32,58 -3,12
SNF2b 109,25 33,45 -3,12
Jumonji2 91,64 33,83 -3,54
MTERF 92,86 35,71 -3,51

De acordo com os resultados, dos oito alvos analisados, cinco confirmaram as
expressdes DR observadas nas analises in silico, enquanto trés ndo confirmaram as
expressdes (MBF1, GNAT e mTERF; Tabela 8), sendo consideradas de expresséo

nao significativa (n.s.).



Tabela 8. Expresséo relativa de genes CoREGs para Jcl171 tratada com estresse salino (150 Mm 3 h). *

Genes de referéncia Actina (ACT) e b-Tubulina (bTub). Valores obtidos através da ferramenta REST

Gene Tipo Eficiéncia de reacdo Expressdo  Erro padréo 95% C.I. P(H1) Resultado
bTub REF 1,000 0,362
ACT REF 0,902 2,762
SET ALVO 0,915 0,307 0,104 - 1,028 0,026 -2,434 0,014 DR
Jumonjil ALVO 1,000 0,194 0,042-0,994 0,002-5,187 0,018 DR
SNF2a ALVO 0,927 0,155 0,035-0,601 0,008 - 1,027 0 DR
bTub REF 1,000 0,729
ACT REF 0,902 1,371
SNF2b ALVO 1,000 0,330 0,101-0,947 0,056 -3,151 0,016 DR
Jumonji2 ALVO 0,916 0,460 0,182-1,038 0,111-2,711 0,026 DR
bTub REF 1,000 0,668
ACT REF 0,902 1,497
MBF1 ALVO 0,986 1,290 0,534-2,548 0,344-15,731 0,600 n.s.
Mterf  ALVO 0,929 0,499 0,159-1,882 0,042-6,878 0,152 n.s.
GNAT ALVO 1,000 1,205 0,582 -2545 0,244 -14,781 0,716 n.s.
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5 DISCUSSAO
5.1 IDENTIFICACAO DE UNIGENES COREGS

Este trabalho apresenta o primeiro conjunto de CoREGS para J. curcas e suas
respostas transcricionais ao estresse salino. A partir da identificacéo por similaridade
de CoREGS de espécies proximas e A. thaliana foi possivel observar que, como
esperado, houve uma maior quantidade de CoREGs de J. curcas identificada a partir
das espécies mais proximas (M. esculenta e R. communis). A. thaliana compartilhou
uma guantidade relevante unigenes CoREGs identificados com as trés espécies.

A maior quantidade de CoREGS identificados foi comum entre R. communis e
M. esculenta, tendo estas duas espécies respondido por 97,8% dos unigenes
CoREGs para J. curcas. Uma grande parte dos CoREGs identificados foi comum entre
as trés espécies (27,9%). Apesar da distancia filogenética, muitos CoREGS
apresentam dominios altamente conservados (LUO et al., 2018; TSUDA et al., 2004;
MLYNAROVA et al.,, 2007), o que pode explicar uma quantidade elevada de
sequéncias similares compartilhadas com A. thaliana. Além disto, a partir de A. thalina
foi possivel identificar 38 (2,1%) Unigenes CoREGs que ndo eram comum entre as
outras duas espécies, adicionando mais informacédo ao CoREGoma de J. cucras. M.
esculenta foi a espécie mais efetiva na identificacdo de CoREGSs para J. curcas com
1656 CoREGs identificados.

Ao analisar as familias CoOREGS presentes nas bibliotecas de J. curcas,
detectou-se que as familias predominantes foram Jumonji, AUX/IAA e PHD. Estas

familias serdo mais bem discutidas nos proximos tépicos.

5.2 PERFIL DE EXPRESSAO DE CoREGs EM J. curcas SOB TRATAMENTO
SALINO

Na andlise de expressao génica, apesar do acesso Jc183 nao ter demonstrado
diferencas significativas em expresséo, tanto quanto Jcl71 (acesso sensivel), que
precisou modular mais fortemente seu transcriptoma, inclusive os genes CoREGS,
houve uma tendéncia de semelhancga na expressdo de ambos os acessos (Figuras 8,
9 e 10). A co-expressao génica em ambos 0s acessos (apesar de Jc183 demonstrar

tendéncias de expressao e nao transcritos diferencialmente expressos) indica que
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grupos de CoREGs regulados de forma semelhante, tanto em Jcl71 quanto em
Jc183, podem apresentar fun¢des importantes para resposta ao estimulo em salino.

A modulacdo mais intensa de Jcl71 foi reflexo de uma expressdo mais
reprimida, em relacdo aos CoREGs, com excecdo de alguns genes normalmente
envolvidos em respostas a estresses, incluindo aqueles da familia AUX/IAA (JUNG et
al., 2017; GHANASHYAN & JAIN, 2009; RYU & CHO 2015). Assim, transcritos de
Jcl71 relacionados com a modulacdo da cromatina foram reprimidos, em grande
parte. Esta resposta pode ser necessaria para que a planta direcione o gasto
energético do aparato transcricional para outros genes relevantes na resposta ao
estresse, ou para que genes importantes permanecam ativados ou silenciados na
resposta ao estimulo salino.

O estresse salino, assim como o estresse osmotico, afeta primariamente o
sistema fotossintético e o sistema de regulacdo basal dos vegetais, diminuindo o
aporte de CO2 e comprometendo o crescimento das plantas (CHAVES, 1991; MUNNS
et al., 2006). Segundo Ouyang et al. (2007), a repressédo de variados genes de
Solanum lycopersicum sob estresse salino (300 mM NaCl) apds 6 h indicou o colapso
do vegetal sob estresse, principalmente de genes relacionados ao metabolismo do
Nitrogénio. Assim, Jc171 também poderia ter sido afetado de forma demasiada, a
ponto de comprometer sua maquinaria genética, sugerindo que parte de seus genes
nao puderam ser expressos de uma forma positiva.

Algumas particularidas relativas as familias COREGs AUX/IAA, Jumoniji e PHD,
as trés que se mais destacaram em quantidade de transcritos DE, além de SNF2 e
SET, duas familias basicamente de remodeladores de cromatina, com exemplos de

expressao validadas em ensaios de RT-gPCR, sédo fornecidas abaixo.
5.2.1 Familia AUX/IAA

A maior familia COREG em quantidade de transcritos DE, no presente estudo,
foi AUX/IAA, a maior parte deles DR, havendo relacdo com a concentracdo de
auxina. A auxina desempenha papel crucial nas respostas celulares e no
desenvolvimento das plantas. Estas podem detectar e responder rapidamente as
mudancas nos niveis de auxina. As respostas envolvem varias classes principais de
genes responsivos como a familia Auxina/Acido Indol-3-Acético (AUX/IAA), cujas

proteinas normalmente agem para manter os genes silenciados, ao interagir com
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proteinas FTs do tipo ARFs (Auxin Response Factor), as quais podem se ligar
diretamente aos genes (LAVY et al., 2016).

Visto que o estresse salino pode remodelar a arquitetura das raizes, e alterar
0 acumulo e a redistribuicdo de auxinas, esta redistribuicdo de auxinas em
determinados tecidos pode propiciar um menor crescimento vegetal. Em plantas, em
zonas teciduais com baixa concentracdo de auxinas se desencadeia uma resposta
AUX/IAA, a qual envolve o silenciamento de diversos genes, através de interacao
com proteinas FTs ARF. Em tecidos com maior concentracdo de auxina, se permite
a interacdo de proteinas AUX/IAA com TIR1/ABF, uma proteina que conduz a
degradacao de AUX/IAA pelos proteossomas (WANG et al., 2015). Desta forma, sem
a interacao de proteinas AUX/IAA, os FTs ARF podem desenvolver suas atividades
de ativacdo ou repressédo (DODD & PEREZ-ALFOCEA, 2012; RYU E CHO 2015;
LAVY et al., 2016).

Logo, sendo os membros da familia AUX/IAA CoREGs do tipo silenciadores
de genes, e tendo o acesso sensivel Jc171 mostrado intensa repressao de genes
AUX/IAA (evidenciados na modulacdo DE do tipo DR), outros genes importantes
para a resposta ao estresse evitariam ser silenciados desta maneira.

Por outro lado, a adicdo de IAA exdgeno poderia minimizar alguns dos efeitos
adversos do estresse salino (FORNI et al., 2017). Em Jc183, alguns transcritos
AUX/IAA, apesar da modulacdo da expressao nédo ter sido significativa, mostrou

alguma modulacédo positiva, podendo ser estes motivos para estudos futuros.
5.2.2 Familia Jumoniji

A segunda maior familia em CoREGs DE identificados foi Jumonji, sendo em
sua maior parte de expressdo DR, com alguns poucos UR expressos por Jc171.

Segundo Tsukada et al. (2006), as proteinas Jumonji possuem atividade de
desmetilacdo, com um papel na modificacdo de histonas. Por exemplo, o gene
JMJ705 da proteina C do arroz codifica uma histona-lisina-desmetilase que reverte
especificamente marcacéo repressiva de H3K27me2/3 (LI et al. 2013), permitindo a
expressao do gene anteriormente silenciado (GRAFI & BARAK, 2015). No perfil de
expressao de Jcl71 foi observado CoREG (de expressdo DR; DN26132_c0_g1l) do
tipo JIMJ706. Ambos os CoREGs (JMJ705 e JMJ706) fazem parte do mesmo grupo
(KDM4/JHDM3), segundo a analise filogenética desenvolvida por Lu et al. (2008).
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Adicionalmente, as proteinas Jumonji também desempenhariam papel essencial na
transducéo de sinal de brassinoesterodides, e no desenvolvimento de érgéos florais e
tempo de floracdo (Yuan et al., 2013). Portanto, essas proteinas além de atuar na
configuracdo das histonas e da cromatina, tem por consequéncia atuacdo na
regulacdo e transcricdo de genes responsivos a estresses, bem como no
desenvolvimento da planta.

Em estudo desenvolvido por Shen et al. (2014), a inducéao do gene JMJ15 em
mutantes de A. thaliana com ganho de funcéo reduziu a altura das plantas e propiciou
um acumulo de lignina nas hastes. Por outro lado, mutantes com perda de fungéo de
JMJ15 nédo apresentaram diferenca de fenotipo quando comparados aos acessos
selvagens. Além disto, os mutantes com ganho de funcédo mostraram maior tolerancia
ao sal (plantas de 8 dias, apés tratamentos com 100 a 150 mM NacCl), enquanto que
mutantes com perda de funcdo foram mais sensiveis ao sal, em comparacdo com o
tipo selvagem.

A andlise transcriptbmica desenvolvida em mesmo estudo revelou que
a inducao de JMJ15 regularia muitos genes marcados por H3K4me3 e H3K4me2,
entre 0s quais, genes reguladores de transcricdo envolvidos nas respostas ao
estresse, resultando em aumento da tolerancia. Desta forma, tendo em vista o grande
namero de transcritos Jumonji de expressédo DR por Jc171 apés o tratamento salino,
esse acesso nao se beneficiaria desta acdo das desmetilases. Os ensaios de
validacdo por RT-gPCR confirmaram a expressdo DR de Jcl71 para dois alvos

Jumonji observados in silico.

5.2.3 Familia PHD

Terceira familia de CoREGs em guantidade de transcritos DE. As proteinas
PHD sao histona acetiltransferases (HATs) que modificam covalentemente as caudas
N-terminais das histonas. A familia se caracteriza por proteinas com dominios
conservados, de motivos Cis 4-His-Cis 3, e que coordenam dois ions de zinco em uma
configuracdo de "cross brace", onde cada ion de zinco € coordenado por pares
alternados de ligantes Cis / His (MANSFIEL et al., 2011). Estes dominios, comumente
encontrados em proteinas associadas a cromatina, estdo envolvidos essencialmente
com modelacdo da cromatina e interagdo com histonas (AASLAND et al., 1995). Como

subunidades dos complexos de histona aceiltransferase ou histona desacetilases, as
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proteinas PHD sdo necessérias para a ativagdo transcricional ou repressao
transcricional (WEI et al., 2009). Basicamente, todos os transcritos DE de Jc171 (ap0s
exposicao ao tratamento salino) foram de expresséao DR.

Wei et al. (2009) superexpressando o gene GmPHD2 (de funcdo de supressao
de genes) em plantas de A. thaliana transgénicas apés tratamento salino (150 mM
NaCl) observaram maior taxa de germinacéo e melhor crescimento que as plantas do
tipo selvagem. Logo, alguns genes PHD quando induzidos na resposta salina podem
ser benéticos. Desta forma, a maior sensibilidade demonstrada por Jc171 pode ser
decorrente também do perfil DR para representantes desta familia, que basicamente
nao modularam no perfil Jc183 (alguns com tendéncia de indugé&o).

5.2.4 Familia SNF2

Todos os representantes desta familia foram de expressédo DR na resposta ao
sal de Jc171. As proteinas SNF2 sdo necessarias para a transcricdo de certos genes,
com envolvimento na fase de alongamento do transcrito pela RNA polimerase (Pol) I,
a partir de interagdo com histonas (KWON & WAGNER, 2007; SCHWABISH &
STRUHL, 2007). Também reprimem a transcricdo pela RNA Pol Il, e a transcricdo de
rDNA, além de estarem envolvidas no silenciamento telomérico, e no reparo do DNA
pelo DSB (double-strand break) (MARTENS & WINSTON, 2002; SHIVASWAMY &
IYER, 2008; TROTTER et al., 2008).

Analises funcionais demonstraram que proteinas SNF2 desempenham papéis
importantes no desenvolvimento das plantas e em respostas a estresse (HU et al.,
2013). Mlynarova et al. (2007) demonstra que a inducéo de gene SNF2 do tipo CHR12
reduziu o crescimento e desenvolvimento de plantas A. thaliana expostas aos
estresses de seca, calor e salinidade, enquanto o knockout do gene conferiu melhor
crescimento de raizes e desenvolvimento das plantas relacdo as selvagens. No
entanto, o desligamento de CHR12 sob estresse severo pode ser prejudical para o
vegetal uma vez que esta relacionado a parada do crescimento, e em algumas
ocasifes é til para que a planta direcione seu gasto energético para responder ao
estresse imposto. Logo, o fato dos representantes desta familia apresentarem
expressao DE do tipo DR pode ser interessante em concentracdes de NaCl baixas. A
validacdo da expressdo DR por RT-gPCR foi confirmada para dois alvos

representantes desta familia.
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5.2.5Familia SET

CoREGs desta familia sdo essencialmente histona-lisina metiltransferases
(BERR et al.,, 2011), com relatos importantes associados ao desenvolvimento
reprodutivo da planta (controle do tempo de florac&o, determinacéo do ciclo celular,
morfogénese foliar, organogénese floral, imprinting parental e desenvolvimento de
sementes; BERR et al., 2011). Na literatura, o Gnico representante SET envolvido na
sinalizacdo de estresse, no caso desidratacdo, esteve envolvido tanto na via
dependente de ABA como independente da ABA, sendo este representante o fator
TRX de Arabidopsis (ATX1), que tri-metila a histona H3 na lisina 4 (H3K4me3) (DING
et al., 2011).

Basicamente, todos os representantes desta familia foram declarados DR
(somente um representante UR), na resposta ao sal de Jc171, em plantas de 60 DAG,

portanto, em desenvolvimento vegetativo.

5.3 MAPEAMENTO DE CoREGs EM GENOMA DE M. esculenta

Os dados obtidos do mapeamento puderam elucidar a distribuicdo do
CoREGoma de M. esculenta ao longo do genoma, além de demonstrar também os
cromossomos que tiveram as maiores quantidades de CoREGs detectados, sendo
eles os cromossomos 03 (90), 15 (82) e 01 (73).

Os dados puderam evidenciar que os genes codificadores de porteinas
CoREGs mapeados em genoma de M. esculenta a partir das sequéncias de J. curcas
representaram uma fracdo entre 29,4 a 58,7% dos CoOREGs totais para os
cromossomos de M. esculenta. Os cromossomos 12, 15 e 01 foram 0S mais
representativos em termos de quantidade de CoOREGs mapeados a partir de COREGs
de J. curcas. Desta forma, sendo ambas as espécies taxondmicamente préximas,
sugere-se que 0os CoREGs de J. curcas distribuam-se de forma semelhantes ao longo
de seus cromossomos. Além disto, a porcentagem representativa de CoREGs de J.
curcas mapeados em genoma de M. esculenta pode indicar quais por¢cdes do genoma

sao mais conservadas que outras entre as duas espécies.
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5.4 ANALISES FENETICAS DAS FAMILIAS AUX/IAA E JUMONJI

A andlise fenética da familia AUX/IAA ressaltou trés grupos de CoREGs bem
definidos em similaridades com COREGs curadas de M. esculenta, e que incluiu
CoREGs de J. curcas, alguns dos quais identificados a partir de R. communis. Os
grupos, que englobaram os conjuntos completos de proteinas curadas, foram de
proteinas IAA9, IAA27 e AUX22. A analise corroborou as anotagdes dos potenciais
CoREGs de J. curcas.

Dos trés grupos de proteinas, em respostas de plantas a estresses, ha relato
envolvendo proteina IAA9, em estudo de Li et al. (2016), demostrando que apds poda
de inflorescéncias de plantas jovens (Nicotiana tabacum) ocorre um
desbalanceamento de proteinas IAA (em especial, IAA9), modificando a distribuicéo
de auxina ao longo do vegetal. Tal fato ocasionou menor grau de silenciamento
génico, que seria executado pelas proteinas IAA9, contribuindo com um melhor
desenvolvimento de raizes laterais. No presente trabalho, um potencial transcrito para
IAA9 foi declarado UR na expressao de Jc171 (DN100242_c0_g1l); este, no entanto,
nao permitiu amplificacdo no ensaio de RT-qPCR.

A analise fenética com representantes da familia Jumonji posicionou
candidatos CoREGs de J. curcas em agrupamentos com conjuntos completos de
proteinas curadas para JMJ25 e JMJ706, sendo que para JMJ25 houve subgrupos
distintos.

A importancia desses dois grupos de proteinas Jumonji no desenvolvimento
vegetal encontra respaldo na literatura. Adounnet et al. (2017) mostraram que
mutacdes em um gene homélogo a IMJ25, o IMJ24, com a perda de funcéo, produziu
uma série de defeitos no desenvolvimento de plantas mutantes. Estes defeitos
afetaram genes ativos no estagio vegetativo. JIMJ24 também foi mostrado interagindo
com vias de RNAI envolvidos com o silenciamento génico.

Por sua vez, Sun e Zhou (2008) observaram que em plantas de Oryza sativa
(arroz) o gene JMJ706 codificaria uma desmetilase H3K9, a qual foi associada a
heterocromatina e a regulacdo do desenvolvimento das flores. A proteina JMJ706
reverteria especificamente a di e trimetilacdo da lisina 9 da histona H3
(H3K9). Mutacdes que causariam a perda de funcao do gene levariam ao aumento de
di- e trimetilagdes de H3K9 e afetariam o desenvolvimento de espiguetas, morfologia

floral e nimero de 6rgaos reprodutivos.
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5.5 ANALISE DE ENRIQUECIMENTO DE TERMOS DE ONTOLOGIA GENICA

Na andlise de termos GO enriguecidos aqueles em comum entre COREGs UR,
DR ou ndo DE (diferencialmente expressos) ressaltaram principalmente respostas
basais, celular e hormonal, conforme esperado. Os termos enriquecidos mais
informativos corresponderam aqueles exclusivos decorrentes da categorizacdo GO de
proteinas CoREGs cuja abundancia foi expressivamente reduzida apés o tratamento
salino. Muitos destes termos GO ressaltam nitidamente a regulacdo negativa (de
expressao génica, de transcricdo, de biossintese metabdlica etc.), conforme as a¢bes
esperadas de CoREGs, por exemplo, das familias Jumonji e AUX/IAA, comentadas

anteriormente.
5.6 ANALISE DE ENRIQUECIMENTO DE FATORES DE TRANSCRICAO

Dos FTs enriquecidos, tendo como alvos o conjunto de transcritos UniGenes
declarados DE da resposta de Jcl171 apds tratamento salino, aqueles das familias
ERF e DOF foram os mais representados como provaveis FTs reguladores de genes
responsivos ao sal. Em geral, os TFs ERF foram mais representativos na regulacao
de genes de expressao UR, enquanto FTs DOF foram mais representativos regulando
genes DE de expresséo DR.

FTs ERF apresentam-se como sendo responsivos ao etileno, sendo proteinas
da subfamilia APETALA2, e exclusivamente presente em plantas. Esses FTs
compartiiham dominios de amino&cidos conservados que podem se ligar a dois
elementos ativos cis similares, a GCC box e ao elemento responsivo a desidratacao
DRE (SINGH et al., 2002). Eles possuem relevante importancia durante o
desenvolvimento das plantas e em respostas aos estimulos do ambiente (CHEN J. et
al., 2008; CHEN G. et al., 2008).

As proteinas da familia DOF (DNA-binding One Zinc Finger) tém propriedades
de ligacdo ao DNA semelhantes, em razdo do dominio de ligacdo ao DNA ser
altamente conservado. Estes FTs desempenham papéis importantes em muitos
processos fundamentais em plantas superiores, como fotossintese, respostas ao
estresse, germinacdo de sementes, inducao de flores e ritmos circadianos mediados
pela luz (NOGUERO, 2013; KISU, 1995). Ainda, segundo Ma et al. (2015), os genes
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DOF respondem a diferentes estresses abitticos (salinidade, seca e temperaturas
extremas).

A analise de FTs enriquecidos tendo os CoREGs DE de expressdo UR como
alvos mostrou que trés potenciais FTs enriquecidos (JcrdS02641.40, Jcr4S09941.10,
JcrdS03743.20), todos integrantes da familia bZIP, a qual est4d envolvida com
sinalizacdo de estresses, processos de defesa a patégenos, desenvolvimento de
flores, e maturacao de sementes (JAKOBY et al., 2002).

Os potenciais TFs enriquecidos também interagiriam com quantidades
expressivas de alvos génicos de expressdao UR (no minimo 45 genes), a grande
maioria de genes nado codificadores de proteinas CoREGs, mas responsiveis ao
tratamento salino aplicado. Estes TFs seriam candidatos interessantes como
transgenes em ensaios futuros de transformacéo, visando obtencédo de plantas com

maior tolerancia ao estresse salino.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho apresentou a visédo global do primeiro COREGoma de J. curcas,
ou seja, o primeiro painel do conjunto de genes CoREGs expresso em raizes de
pinh&o-manso apos 3h de exposi¢do ao tratamento salino de 150 mM de NacCl

No presente estudo, o perfil de expressdo de UniGenes declarados DE de
Jcl71 em resposta ao sal foi em grande parte devido aos transcritos de regulacdo DR
(cerca de 90%), sendo que dos 239 DE de proteinas CoREGs, 126 (52,7%) foram de
representantes das familias AUX/IAA (72) e Jumoniji (54). Desses 126 transcritos, 118
(93,6%) foram de UniGenes DE de expressao DR, sendo 68 da familia AUX/IAA e 50
da familia Jumoniji. As expressdes potenciais COREGs foram confirmadas em ensaio
de RT-qgPCR

As duas familias, cujas abundancias decresceram de modo significativo, sdo
basicamente de proteinas envolvidas no silenciamento de genes e na modelacao da
cromatina, e que provavelmente afetou a expressao de diversos genes envolvidos
com a resposta ao estresse salino, evidenciados na resposta Jc171 ao sal.

Varios desses genes diferencialmente expressos sdo candidatos para estudos
futuros visando contribuir na elucidacédo do processo de expressdo em resposta ao
estresse salino, dentre outros, bem como como transgenes em estudos de transgenia.
Também candidatos a transgenes sao os trés FTs previstos interagindo com cerca de
45 alvos moleculares dentre COREGs e ndo CoREGs, todos de expressdao UR em
resposta ao sal.

Trabalhos futuros devem ser conduzidos com tratamentos salinos mais
concentrados e em difrentes tempos de exposicdo, e mais prolongados, a fim de
melhor avaliar a resposta Jcl171, e a provavel resposta tolerante do acesso Jc183.
Sugere-se também, esforcos em estudos envolvendo silenciamento génico, tendo
como candidatos CoREGs regulados negativamente, especialmente aqueles
descritos como membros das familias AUX/IIAA e Jumonji. Os resultados
demonstrados aliados as informagbes da literatura para as familias CoREGs
destacadas criam novas perspectivas para o melhoramento vegetal de J. curcas. O
desenvolvimento de cultivares melhores adaptados a ambientes aridos constribui para

0 crescimento econdmico da cultura.
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APENDICE A

Apéndice A. Pares de primers propostos usados em ensaios de validacdo em RT-gPCR. A anotacéo representa a familia para qual o par de primer foi desenhado. Tm indica o
time melting de cada primer e do amplicon.

ID do transcrito Anotacdo Foward primer Tm (°C) Reverse primer Tm (°C) Am(gl;)():on Tm (°C)
TRINITY_DN27423_c0_g2 SET 5"GCAGAACTTGCTACCACATAGG 3’ 58.93 5’ACAAGAGAAGTGAATGCCTTGG 3’ 60.66 111 73.70
TRINITY_DN38633_c1_g2 Jumonjiil 5 TTGTTTCAGGACAGGAAGAAGC 3’ 60.77 5 TGTAGGGACATCGAATGTAAGG 3 58.97 105 69.41
TRINITY_DN32491_c0_g1 Jumonjii2 5 GATCACAGAGAAGCTTTGATGC 3 59.08 5'ATCATTCCTTCGACACTGATGG 3 61.27 110 72.71
TRINITY_DN85308_c0_g1 MBF1 5 CAACTGAGCAAGTTGAGACTGG 3’ 60.09 5 GCACTACCTTAAACACGAGGAAGC 3" 59.38 136 73.57
TRINITY_DN75398_c0_g1 GNAT 5'CCCGCTGAACTCTATAAACACG 3’ 61.01 5 GTGGAACTGGGCTTTATGAGC 3’ 61.00 132 74.92
TRINITY_DN34178_c0_g1 SNF2A 5 AGGAAGAAGATGGTTTGTCTGG 3’ 59.62 5'GTTGGTAATCCCTCATCTTTCC 3’ 58.83 87 73.27
TRINITY_DN62351_c0_g1 SNF2B 5'CCTATGCTGGAAGTCTCTGACC 3’ 60.27  5’ACCACCGAGTTCTATTGTTTGC 3’ 60.41 149 71.56
TRINITY_DN41924 c0_g2 Mterf 5'GATCTTGTTGTCTGAGCAATCG 3’ 59.88 5'TAGTCAACCCTCACCAACTTCC 3’ 60.39 88 69.39
Actin* ACT 5" TAATGGTCCCTCTGGATGTG 3’ 5"AGAAAAGAAAAGAAAAAAGCAGC 3 147 60.00
B-tubulin* B-TUB 2:CTCTGCAACTATGAGTGGTGTAACG 5"CACGAGAAGTAAGTGGGGCAAA 3 143 60.00

*Gene de referéncia: Actina (Tang et al., 2016), e B-tubulin (Xu et al., 2016)
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APENDICE B

Apéndice B. Unigenes RNA-Seq potenciais COREGs de J. curcas que foram diferencialmente [p-value
0.0001; FDR 0.005; Log2FC > 1 (UR); Log2FC <-1 (DR)] expressos nas bibliotecas do acesso sensivel
Jcl71 em resposta ao tratamento salino (3h, 150 mM NaCl) e seus genes correspondentes nas
bibliotecas do acesso tolerante Jc183.

Transcrito Familia COREG Expressdo LogoFCJc171 LogoFC Jc183
DN26682_c0_g3 ARID DR -2.22 -0.40
DN38151 c0_g1 ARID DR -2.82 -0.50
DN27450 _c0_g1 ARID DR -6.43 -0.90
DN34126_c1 g1 AUX/IAA UR 2.39 1.00
DN74023 c0_g1 AUX/IAA UR 1.76 1.00
DN35938_c2_g3 AUX/IAA UR 9.83 0.50
DN100242_c0_g1 AUX/IAA UR 2.34 0.90
DN85693_c0_g1 AUX/IAA DR -1.96 -0.80
DN41944 c0_g1 AUX/IAA DR -1.99 -0.60
DN14378_c0_g1 AUX/IAA DR -2.04 -0.90
DN73234 _c0_g1 AUX/IAA DR -2.07 -0.60
DN62157_c0_g1 AUX/IAA DR -2.09 -0.20
DN34610 c0_g1 AUX/IAA DR -2.18 -0.80
DN61241 c0_ g1 AUX/IAA DR -2.19 -0.80
DN43982_c0_g1 AUX/IAA DR -2.34 -1.00
DN43554 _¢c0_g1 AUX/IAA DR -2.36 -0.30
DN9269 c0 g1 AUX/IAA DR -2.36 -0.50
DN39198 c1 g1 AUX/IAA DR -2.45 -0.80
DN24695 c0_g1 AUX/IAA DR -2.49 -0.60
DN28453 c0_g2 AUX/IAA DR -2.49 -1.00
DN42909 c2 g1 AUX/IAA DR -2.57 -0.80
DN49620_c0_g1 AUX/IAA DR -2.6 0.05
DN28734 c0_g2 AUX/IAA DR -2.68 -0.20
DN28119 c0 g1 AUX/IAA DR -2.76 -0.30
DN17650 c0_g1 AUX/IAA DR -2.89 -0.20
DN43460_c0_g1 AUX/IAA DR -3.00 -0.20
DN6428 c0 gl AUX/IAA DR -3.01 -1.00
DN23260_c0_g1 AUX/IAA DR -3.03 -0.80
DN33227_cl1 g2 AUX/IAA DR -3.26 -1.00
DN37861_c3 gl AUX/IAA DR -3.29 -1.00
DN50579 c0 g1 AUX/IAA DR -3.77 -1.00
DN4097_c0_g1 AUX/IAA DR -3.87 -2.00
DN11727 c0_g1 AUX/IAA DR -4.03 -1.00
DN43460_c0_g2 AUX/IAA DR -4.33 -2.00
DN28124 c0 g1 AUX/IAA DR -7.79 -6.00
DN61327_c0_g1 AUX/IAA DR -1.84 -0.30
DN33758 c0 g1 AUX/IAA DR -1.85 -0.80
DN8760_c0_g1 AUX/IAA DR -1.94 -1.00

DN39780_c0_g1 AUX/IAA DR -2.04 -0.20
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Transcrito Familia COREG Expressao LogoFCJcl71 Log.FC Jc183
DN39043_c1 g1 AUX/IAA DR -2.07 -0.20
DN38613_c0_g2 AUX/IAA DR -2.18 0.50
DN43568_c0_g1 AUX/IAA DR -2.24 -0.50
DN43546_c0_g1 AUX/IAA DR -2.27 -0.01
DN14416_c0_g1 AUX/IAA DR -2.28 -0.30
DN32868_c0_g1 AUX/IAA DR -2.34 -0.90
DN25111 c0_g1 AUX/IAA DR -2.38 -0.70
DN43651_c0_g1 AUX/IAA DR -2.54 0.20
DN8770_c0_g1 AUX/IAA DR -2.55 -0.60
DN14473 c0 g1 AUX/IAA DR -2.56 -2.00
DN37861_c1 gl AUX/IAA DR -2.58 -0.80
DN38174_c2_g1 AUX/IAA DR -2.58 -0.60
DN41780_c0_g1 AUX/IAA DR -2.59 -1.00
DN43509_c0_g1 AUX/IAA DR -2.62 -1.00
DN43283_c2_g3 AUX/IAA DR -2.66 -0.90
DN50382_c0_g1 AUX/IAA DR -2.68 -0.10
DN43384_c2_g2 AUX/IAA DR -2.81 -0.40
DN43418 c0_g2 AUX/IAA DR -2.86 1.00
DN30995 c0_g1 AUX/IAA DR -2.92 -1.00
DN49720 c0_g1 AUX/IAA DR -2.95 -1.00
DN25971 c0_g1 AUX/IAA DR -2.99 -0.30
DN38902_c0_g1 AUX/IAA DR -3.03 0.20
DN32987_c0_g1 AUX/IAA DR -3.06 -0.30
DN37861_c2_g1 AUX/IAA DR -3.06 -0.80
DN41598 c0_g1 AUX/IAA DR -3.1 -1.00
DN42816_c0_g1 AUX/IAA DR -3.19 -1.00
DN42915 c1 g2 AUX/IAA DR -3.53 -0.80
DN43578 c1_g1 AUX/IAA DR -3.68 0.60
DN11351 cO_g3 AUX/IAA DR -4.27 0.01
DN43384_c3_g1 AUX/IAA DR -4.85 0.50
DN42482_c0_g1 AUX/IAA DR -5.05 -2.00
DN11145 c0_g2 AUX/IAA DR -8.61 -0.60
DN85164_c0_g5 AUX/IAA DR -8.96 -0.90
DN25853_c0_g1 AUX/IAA DR -9.32 0.50
DN34126_c1_g6 AUX/IAA DR -11.47 -10.00
DN14473_c0_g2 AUX/IAA DR -11.76 -2.00
DN27263_c0_g1 DDT DR -2.88 -0.40
DN41315 c0_g1 GNAT UR 1.51 1.00
DN6455 c0_g1 GNAT DR -2.2 -0.10
DN43631_c0_g1 GNAT DR -3.25 -0.60
DN40018_c0_g1 IWS1 DR -2.22 -0.04
DN43464 c4 g1 IWS1 DR -1.84 -0.20
DN26119 c0 g1 IWS1 DR -3.27 -0.80
DN98280_c0_g1 Jumoniji UR 2.42 0.10
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Transcrito Familia COREG Expressao LogoFCJcl71 Log.FC Jc183
DN43558_c0_g1 Jumoniji DR -2.75 -0.10
DN32843 c0_g1 Jumoniji DR -2.8 -0.50
DN41234_c0_g2 Jumoniji DR -3.04 -0.10
DN38633_c1_g2 Jumoniji DR -3.12 -0.40
DN36764_c0_g2 Jumoniji DR -3.19 -0.30
DN40616_c0_g1 Jumoniji DR -3.21 -0.20
DN43138_c0_g1 Jumoniji DR -3.38 0.10
DN42406_cl1_g1 Jumoniji DR -3.99 -0.06
DN27416_c0_g2 Jumoniji UR 7.16 6.00
DN41972_c0_g1 Jumoniji UR 4.82 1.00
DN12540_c0_g1 Jumoniji UR 2.54 0.60
DN43103_c2_g1 Jumoniji DR -2.09 -0.80
DN43429_c1_g1 Jumoniji DR -2.4 0.10
DN41771_c0_g1 Jumoniji DR -2.52 0.01
DN42484_c0_g1 Jumoniji DR -2.54 -0.30
DN41834 c0_g1 Jumoniji DR -2.6 -0.30
DN33207_c0_g2 Jumoniji DR -2.67 0.30
DN39021_c0_g2 Jumoniji DR -2.68 -0.40
DN43141_c0_g1 Jumoniji DR -2.68 -0.20
DN42406_c2_g1 Jumoniji DR -2.7 -0.50
DN42921_c0_g2 Jumoniji DR -2.7 -0.30
DN74634_c0_g1 Jumoniji DR -2.71 -0.40
DN23662_c0_g2 Jumoniji DR -2.73 -0.20
DN43329 c0_g1 Jumoniji DR -2.75 -0.09
DN43550_c1_g1 Jumoniji DR -2.75 0.01
DN43288_c0_g1 Jumoniji DR -2.79 -0.50
DN40546_c3_g4 Jumoniji DR -2.94 -0.50
DN85482_c0_g1 Jumoniji DR -3 0.50
DN40162_c0_g1 Jumoniji DR -3.06 -0.10
DN36390_c0_g2 Jumoniji DR -3.09 -0.50
DN37202_c0_g1 Jumoniji DR -3.19 -0.40
DN26132_c0_g1 Jumoniji DR -3.26 -0.30
DN39172_c0_g1 Jumoniji DR -3.36 0.04
DN15239 c0_g2 Jumoniji DR -3.38 -0.20
DN8929 c0_g1 Jumoniji DR -3.39 -0.20
DN36766_c0_g1 Jumoniji DR -3.4 1.00
DN37558_c0_g1 Jumoniji DR -3.46 -0.20
DN40716_c0_g1 Jumoniji DR -3.54 -1.00
DN50702_c0_g1 Jumoniji DR -3.63 -0.80
DN42166_c0_g1 Jumoniji DR -3.79 -0.50
DN42522_c0_g1 Jumoniji DR -3.97 0.01
DN42445 c0_g1 Jumoniji DR -4.13 -0.70
DN37276_c0_g2 Jumoniji DR -4.24 0.40
DN29733_c0_g3 Jumoniji DR -4.34 1.00
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Transcrito Familia COREG Expressao LogoFCJcl71 Log.FC Jc183
DN36849_c0_g1 Jumoniji DR -4.6 -0.30
DN38510_c0_g1 Jumoniji DR -5.17 -1.00
DN9364_c0_g1 Jumoniji DR -7.43 -0.60
DN27262_c0_g1 Jumoniji DR -7.66 0.50
DN27416_c0_g1 Jumoniji DR -7.86 -1.00
DN14177_c0_g1 Jumoniji DR -8.38 1.00
DN267_c0_g1 Jumoniji DR -11.18 -0.70
DN42993_c0_g1 LUG UR 3.64 3.00
DN37406_c0_g1 LUG DR -2 -0.60
DN8711_c0_g1 LUG DR -2.12 NA
DN42878_c0_g1 LUG DR -2.36 -0.30
DN39981_c0 g1 LUG DR -2.51 -0.50
DN62740_c0_g1 LUG DR -2.78 0.30
DN36197_c0_g1 LUG DR -3.37 -1.00
DN52256_c0_g1 LUG DR -4.9 -1.00
DN53612_c0_g1 MBF1 UR 6.11 0.60
DN97713_c0_g1 mBF1 UR 4.06 0.60
DN85308_c0_g1 MBF1 UR 1.69 0.40
DN43954_c0_g1 MTERF DR -2.19 -0.70
DN41924 cO g2 mTERF DR -2.38 -0.10
DN43507_c1_g1 MTERF DR -2.83 -0.90
DN8742_c0 g1 mTERF DR -2.85 -0.80
DN35083_c1_g1 MTERF DR -2.93 -0.40
DN40814 cO_g2 mTERF DR -4.28 -0.07
DN10241_c0_g1 MTERF DR -4.48 -2.00
DN16475 c0_g1 Others UR 7.76 -0.30
DN9185_c0_g1 Others UR 6.55 2.00
DN61057_c1_g1 Others UR 1.65 0.09
DN49875_c0_g1 Others DR -2.68 -0.60
DN25072_c0_g1 Others DR -2.95 -0.30
DN33300_c0_g1 Others DR -2.35 -0.70
DN8990 c0_g1 Others DR -2.35 -0.02
DN37295_c0_g1 Others DR -2.49 0.00
DN36253_c0_g1 Others DR -2.67 -1.00
DN32791_c0_g1 Others DR -2.68 -0.30
DN38834_c0_g1 Others DR -2.9 -0.30
DN34181_c0_g2 Others DR -3.11 -0.70
DN37792_cl1_g1 Others DR -3.33 -0.80
DN6442_c0_gl Others DR -3.42 -1.00
DN17175_c0_g1 Others UR 6.74 0.10
DN100970_c0_g1 Others UR 2.72 0.30
DN1101_cO g1 Others UR 25 1.00
DN61235_c0_g1 Others UR 2.25 -0.09
DN33043_c1_g3 Others UR 1.87 0.40
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Transcrito Familia COREG Expressao LogoFCJcl71 Log.FC Jc183
DN35570_c0_g1 PHD DR -2.16 -0.40
DN25851 c0 g1 PHD DR -2.23 -0.30
DN35870_c0_g1 PHD DR -2.32 -0.40
DN42396 _c0 g1 PHD DR -2.39 -0.40
DN24918_c0_g1 PHD DR -2.45 -0.10
DN37912 c0 g1 PHD DR -2.49 -0.04
DN41870_c0_g1 PHD DR -2.59 -0.40
DN40865 c1 gl PHD DR -2.65 -0.10
DN6525 c0_g1 PHD DR -2.7 -0.70
DN36436_c0_g1 PHD DR -2.72 -0.30
DN38001_c1_g1l PHD DR -2.77 -0.20
DN43335_c0_g1 PHD DR -2.77 -0.10
DN35033_c0_g1 PHD DR -2.82 -0.70
DN36416_c1_g1 PHD DR -2.82 -0.40
DN26519_c0_g1 PHD DR -2.85 -0.20
DN40275_c0_g1 PHD DR -2.87 -0.90
DN74365_c0_g1 PHD DR -2.88 -0.10
DN42530_c0_g1 PHD DR -2.91 -0.70
DN38412_c0_g1 PHD DR -2.93 -0.30
DN38534_c0_g1 PHD DR -2.96 -0.03
DN40251_c0_g1 PHD DR -3.15 -1.00
DN33798_c0_g1 PHD DR -3.21 -0.50
DN41921 c0_g1 PHD DR -3.22 -0.20
DN36397_c0_g1 PHD DR -3.26 -0.90
DN40865_c0_g1 PHD DR -3.69 -1.00
DN43335_c0_g2 PHD DR -4.96 0.80
DN41339_c0_g1 PHD DR -6.64 0.60
DN6345_c0_g1 PHD DR -7.34 -0.60
DN86030_c0_g1 Pseudo ARR-B DR -4.42 -0.50
DN43355_c1_g1 RB DR -2.63 -0.50
DN27469_c0_g1 SET UR 1.48 -0.08
DN30645_c0_g2 SET DR -2.23 -0.20
DN12076_c0_g2 SET DR -2.46 -0.01
DN26419 c0_g1 SET DR -2.63 -0.60
DN27423_c0_g2 SET DR -5.43 -0.30
DN50086_c0_g1 SNF2 DR -2.06 -0.30
DN36373_c0_g1 SNF2 DR -2.38 -0.30
DN43259 c0 g2 SNF2 DR -2.5 -0.50
DN27418_c0_g1 SNF2 DR -2.57 -0.60
DN38606_c0_g1 SNF2 DR 2.7 -0.60
DN40579_c0_g2 SNF2 DR -2.75 -0.60
DN43635_c1_g1 SNF2 DR -2.76 -0.60
DN62351_c0_g1 SNF2 DR -2.79 -0.40
DN34178 c0_g1 SNF2 DR -2.93 -0.30
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Transcrito Familia COREG Expressao LogoFCJcl71 Log.FC Jc183
DN61267_c0_g2 SNF2 DR -3.01 -0.60
DN28188 c0_g1 SNF2 DR -3.73 -0.30
DN34357_c0_g2 SNF2 DR -10.72 -0.60
DN31255 c0_g2 SNF2 DR -11.62 -2.00
DN38574_c0_g1 SWI/SNF-BAF60b UR 2.44 0.08
DN23170_c0_g1 SWI/SNF-BAF60b UR 1.99 0.30
DN8859 _c0_g1 SWI/SNF-BAF60b DR -2.4 -0.30
DN32942 c0 g1 SWI/SNF-BAF60b DR -2.59 -0.20
DN25832_c0_g1 SWI/SNF-SWI3 DR -2.37 -1.00
DN41946 c0 g1 SWI/SNF-SWI3 DR -3.02 -0.70
DN73525_c0_g1 TAZ DR -2.53 -0.50
DN38623 c0 gl TAZ DR -3.1 -0.60
DN61294 c0_g1 TRAF UR 2.19 0.30
DN97665_c0_g1 TRAF DR -1.81 -0.50
DN39096_c0_g1 TRAF DR -2.2 -0.10
DN40414 c0_g1 TRAF DR -2.46 -0.20
DN49388_c0_g1 TRAF DR -2.49 -0.80
DN37234_c0_g1 TRAF DR -2.54 -0.60
DN9067_c0_g1 TRAF DR -2.59 -0.70
DN40414 c3 g1 TRAF DR -4.07 -0.80

92



93

APENDICE C

Apéndice C. Termos GO enriquecidos para CoREGs UR, DR e ndo DEs (p-value 0.001) evidenciando os termos comuns e exclusivos de acordo com o diagrama de Venn (Figura 9). Identificadores
dos termos GO presente na primeira coluna da esquerda para direita. Descrigdo dos termos, quantidade de anotagdes nos bancos do PlantRegMap, presenca na em nimero de CoREGs diferentes
e aspecto (P: processo bioldgico; C: Componente celular; F: Fungdo molecular) H&4 quantidades maiores de termos na tabela devido as andlises terem sido feitas trés analises, assim um mesmo
termo GO possue estatisticas diferentes para cada uma das analises. 55 termos GO para o agrupamento “Comum entre todos”, sem duplicatas, resultam em 15 termos GO originais.

GO.ID Agrupamento Termo Anotacbes Presenca  p-value g-value Aspecto
G0:0009755 Comum entre todos  Hormone-mediated signaling pathway 244 4 1.20E-05 1.66E-02 P
G0:0009734 Comum entre todos  Auxin-activated signaling pathway 79 3 1.50E-05 1.66E-02 P
G0:0032870 Comum entre todos  Cellular response to hormone stimulus 279 4 2.00E-05 1.66E-02 P
G0:0071495 Comum entre todos  Cellular response to endogenous stimulus 283 4 2.10E-05 1.66E-02 P
GO0:0071365 Comum entre todos  Cellular response to auxin stimulus 90 3 2.20E-05 1.66E-02 P
G0:0007165 Comum entre todos  Signal transduction 651 5 2.70E-05 1.66E-02 P
G0:0044700 Comum entre todos  Single organism signaling 655 5 2.80E-05 1.66E-02 P
G0:0023052 Comum entre todos  Signaling 656 5 2.80E-05 1.66E-02 P
G0:0071310 Comum entre todos  Cellular response to organic substance 360 4 5.30E-05 2.80E-02 P
G0:0009725 Comum entre todos  Response to hormone 817 5 8.00E-05 3.54E-02 P
G0:0007154 Comum entre todos  Cell communication 820 5 8.20E-05 3.54E-02 P
G0:0070887 Comum entre todos  Cellular response to chemical stimulus 429 4 0.00011 4.02E-02 P
G0:0009719 Comum entre todos  Response to endogenous stimulus 880 5 0.00011 4.02E-02 P
G0:0010033 Comum entre todos  Response to organic substance 1026 5 0.00024 8.14E-02 P
GO0:0051716 Comum entre todos  Cellular response to stimulus 1162 5 0.00043 1.36E-01 P
G0:0009733 Comum entre todos  Response to auxin 264 3 0.00053 1.57E-01 P
G0:0005634 Comum entre todos  Nucleus 2201 8 0.00029 1.97E-01 Cc
G0:0005515 Comum entre todos  Protein binding 4177 11 1.30E-05 1.51E-02 F
G0:0007165 Comum entre todos  Signal transduction 651 23 2.20E-09 2.82E-07 P
G0:0044700 Comum entre todos  Single organism signaling 655 23 2.50E-09 3.12E-07 P
G0:0023052 Comum entre todos  Signaling 656 23 2.60E-09 3.16E-07 P
G0:0051716 Comum entre todos  Cellular response to stimulus 1162 30 9.30E-09 8.49E-07 P
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GO.ID Agrupamento Termo Anotacbes Presenca p-value g-value  Aspecto
G0:0007154 Comum entre todos  Cell communication 820 24 3.70E-08 2.83E-06 P
GO0:0071310 Comum entre todos  Cellular response to organic substance 360 15 2.20E-07 1.32E-05 P
G0:0070887 Comum entre todos  Cellular response to chemical stimulus 429 16 3.80E-07 2.23E-05 P
G0:0032870 Comum entre todos  Cellular response to hormone stimulus 279 13 4.30E-07 2.46E-05 P
G0:0071495 Comum entre todos  Cellular response to endogenous stimulus 283 13 5.00E-07 2.79E-05 P
G0:0009755 Comum entre todos  Hormone-mediated signaling pathway 244 11 4.80E-06 2.11E-04 P
G0:0010033 Comum entre todos  Response to organic substance 1026 21 7.40E-05 2.55E-03 P
G0:0009719 Comum entre todos  Response to endogenous stimulus 880 19 8.50E-05 2.86E-03 P
GO0:0009725 Comum entre todos  Response to hormone 817 18 1.00E-04 3.30E-03 P
G0:0009733 Comum entre todos  Response to auxin 264 9 3.00E-04 8.96E-03 P
G0:0009734 Comum entre todos  Auxin-activated signaling pathway 79 5 0.00045 1.23E-02 P
GO0:0071365 Comum entre todos  Cellular response to auxin stimulus 90 5 0.00082 2.05E-02 P
GO0:0005634 Comum entre todos ~ Nucleus 2201 38 9.30E-05 3.16E-02 Cc
G0:0005515 Comum entre todos  Protein binding 4177 147 1.00E-30 2.32E-27 F
G0:0044700 Comum entre todos  Single organism signaling 655 67 3.30E-21 5.40E-19 P
G0:0023052 Comum entre todos  Signaling 656 67 3.60E-21 5.70E-19 P
G0:0007165 Comum entre todos  Signal transduction 651 66 1.10E-20 1.49E-18 P
G0:0007154 Comum entre todos  Cell communication 820 70 8.70E-18 7.37E-16 P
G0:0009755 Comum entre todos  Hormone-mediated signaling pathway 244 37 1.50E-17 1.25E-15 P
G0:0032870 Comum entre todos  Cellular response to hormone stimulus 279 38 2.10E-16 1.69E-14 P
G0:0070887 Comum entre todos  Cellular response to chemical stimulus 429 a7 3.20E-16 2.49E-14 P
G0:0071495 Comum entre todos  Cellular response to endogenous stimulus 283 38 3.50E-16 2.68E-14 P
G0:0051716 Comum entre todos  Cellular response to stimulus 1162 81 2.40E-15 1.56E-13 P
G0:0071310 Comum entre todos  Cellular response to organic substance 360 41 7.60E-15 4.75E-13 P
G0:0009734 Comum entre todos  Auxin-activated signaling pathway 79 20 2.00E-14 1.20E-12 P
G0:0071365 Comum entre todos  Cellular response to auxin stimulus 90 20 3.00E-13 1.62E-11 P
G0:0009719 Comum entre todos  Response to endogenous stimulus 880 60 4.30E-11 2.10E-09 P
G0:0009725 Comum entre todos  Response to hormone 817 57 5.80E-11 2.78E-09 P
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GO.ID Agrupamento Termo Anotacbes Presenca p-value g-value  Aspecto
G0:0009733 Comum entre todos  Response to auxin 264 24 2.70E-07 1.03E-05 P
G0:0005634 Comum entre todos ~ Nucleus 2201 127 4.60E-09 3.12E-06 C
G0:0005515 Comum entre todos  Protein binding 4177 638 1.00E-30 1.16E-27 F
G0:0080117 Exclusivo DR Secondary growth 6 4 6.10E-08 4.20E-06 P
G0:0080190 Exclusivo DR Lateral growth 6 4 6.10E-08 4.20E-06 P
G0:0048569 Exclusivo DR Post-embryonic organ development 215 12 1.80E-07 1.12E-05 P
G0:0003002 Exclusivo DR Regionalization 117 9 4.50E-07 2.54E-05 P
G0:0009653 Exclusivo DR Anatomical structure morphogenesis 528 17 1.20E-06 5.93E-05 P
G0:0007389 Exclusivo DR Pattern specification process 136 9 1.60E-06 7.67E-05 P
G0:0009888 Exclusivo DR Tissue development 378 14 2.30E-06 1.09E-04 P
G0:0040007 Exclusivo DR Growth 341 13 4.00E-06 1.79E-04 P
G0:0045892 Exclusivo DR Negative regulation of transcription, DNA-templated 115 8 4.30E-06 1.91E-04 P
G0:1902679 Exclusivo DR Negative regulation of RNA biosynthetic process 119 8 5.50E-06 2.37E-04 P
G0:1903507 Exclusivo DR Negative regulation of nucleic acid-templated transcription 119 8 5.50E-06 2.37E-04 P
GO0:0051253 Exclusivo DR Negative regulation of RNA metabolic process 121 8 6.30E-06 2.69E-04 P
G0:0045814 Exclusivo DR Negative regulation of gene expression, epigenetic 33 5 6.40E-06 2.71E-04 P
G0:0045934 Exclusivo DR Negative regulation of nucleobase-containing compound metabolic process 136 8 1.50E-05 6.19E-04 P
G0:0048646 Exclusivo DR Anatomical structure formation involved in morphogenesis 136 8 1.50E-05 6.19E-04 P
GO0:0097306 Exclusivo DR Cellular response to alcohol 100 7 1.70E-05 6.96E-04 P
G0:0009892 Exclusivo DR Negative regulation of metabolic process 396 13 2.00E-05 8.04E-04 P
G0:2000113 Exclusivo DR Negative regulation of cellular macromolecule biosynthetic process 142 8 2.00E-05 8.04E-04 P
G0:0048437 Exclusivo DR Floral organ development 143 8 2.10E-05 8.38E-04 P
G0:0010558 Exclusivo DR Negative regulation of macromolecule biosynthetic process 146 8 2.50E-05 9.89E-04 P
G0:0016458 Exclusivo DR Gene silencing 110 7 3.10E-05 1.22E-03 P
G0:0048645 Exclusivo DR Organ formation 76 6 3.50E-05 1.35E-03 P
G0:0031327 Exclusivo DR Negative regulation of cellular biosynthetic process 154 8 3.60E-05 1.38E-03 P
G0:0009890 Exclusivo DR Negative regulation of biosynthetic process 157 8 4.20E-05 1.58E-03 P
G0:0051172 Exclusivo DR Negative regulation of nitrogen compound metabolic process 157 8 4.20E-05 1.58E-03 P
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GO.ID Agrupamento Termo Anotacbes Presenca p-value g-value  Aspecto
G0:0010271 Exclusivo DR Regulation of chlorophyll catabolic process 2 2 6.50E-05 2.25E-03 P
GO0:0034757 Exclusivo DR Negative regulation of iron ion transport 2 2 6.50E-05 2.25E-03 P
G0:0040010 Exclusivo DR Positive regulation of growth rate 2 2 6.50E-05 2.25E-03 P
G0:1901404 Exclusivo DR Regulation of tetrapyrrole catabolic process 2 2 6.50E-05 2.25E-03 P
G0:0006342 Exclusivo DR Chromatin silencing 29 4 8.40E-05 2.86E-03 P
G0:0031324 Exclusivo DR Negative regulation of cellular metabolic process 223 9 8.50E-05 2.86E-03 P
GO0:0097305 Exclusivo DR Response to alcohol 341 11 1.00E-04 3.30E-03 P
G0:0045927 Exclusivo DR Positive regulation of growth 12 3 0.00011 3.58E-03 P
G0:0071496 Exclusivo DR Cellular response to external stimulus 94 6 0.00011 3.58E-03 P
G0:0048827 Exclusivo DR Phyllome development 298 10 0.00016 5.10E-03 P
G0:0010272 Exclusivo DR Response to silver ion 3 2 0.00019 5.93E-03 P
GO0:0034756 Exclusivo DR Regulation of iron ion transport 3 2 0.00019 5.93E-03 P
G0:0071217 Exclusivo DR Cellular response to external biotic stimulus 3 2 0.00019 5.93E-03 P
G0:0008152 Exclusivo DR Metabolic process 12173 114 0.00026 7.91E-03 P
G0:0016036 Exclusivo DR Cellular response to phosphate starvation 40 4 3.00E-04 8.96E-03 P
G0:0009886 Exclusivo DR Post-embryonic morphogenesis 114 6 0.00033 9.67E-03 P
G0:0042594 Exclusivo DR Response to starvation 74 5 0.00033 9.67E-03 P
G0:0009584 Exclusivo DR Detection of visible light 4 2 0.00039 1.09E-02 P
G0:0040009 Exclusivo DR Regulation of growth rate 4 2 0.00039 1.09E-02 P
G0:0043966 Exclusivo DR Histone H3 acetylation 4 2 0.00039 1.09E-02 P
G0:0046898 Exclusivo DR Response to cycloheximide 4 2 0.00039 1.09E-02 P
G0:0080001 Exclusivo DR Mucilage extrusion from seed coat 4 2 0.00039 1.09E-02 P
G0:1901654 Exclusivo DR Response to ketone 4 2 0.00039 1.09E-02 P
G0:0071215 Exclusivo DR Cellular response to abscisic acid stimulus 79 5 0.00045 1.23E-02 P
GO0:0071229 Exclusivo DR Cellular response to acid chemical 171 7 0.00049 1.33E-02 P
G0:0010087 Exclusivo DR Phloem or xylem histogenesis 47 4 0.00056 1.51E-02 P
G0:0010029 Exclusivo DR Regulation of seed germination 48 4 0.00061 1.63E-02 P
G0:0043271 Exclusivo DR Negative regulation of ion transport 5 2 0.00064 1.65E-02 P
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GO.ID Agrupamento Termo Anotacbes Presenca p-value g-value  Aspecto
G0:1902074 Exclusivo DR Response to salt 5 2 0.00064 1.65E-02 P
G0:2000069 Exclusivo DR Regulation of post-embryonic root development 5 2 0.00064 1.65E-02 P
G0:0051049 Exclusivo DR Regulation of transport 49 4 0.00066 1.68E-02 P
G0:1900140 Exclusivo DR Regulation of seedling development 49 4 0.00066 1.68E-02 P
G0:0010073 Exclusivo DR Meristem maintenance 86 5 0.00067 1.70E-02 P
G0:0060968 Exclusivo DR Regulation of gene silencing 23 3 0.00082 2.05E-02 P
G0:0017006 Exclusivo DR Protein-tetrapyrrole linkage 6 2 0.00096 2.36E-02 P
G0:0032776 Exclusivo DR DNA methylation on cytosine 6 2 0.00096 2.36E-02 P
G0:0031667 Exclusivo DR Response to nutrient levels 94 5 0.001 2.45E-02 P
G0:0005886 Exclusivo DR Plasma membrane 1155 25 7.30E-05 3.16E-02 Cc
GO0:0071944 Exclusivo DR Cell periphery 1488 28 0.00028 6.34E-02 C
G0:0043168 Exclusivo DR Anion binding 2965 67 6.30E-14 7.31E-12 F
G0:0000166 Exclusivo DR Nucleotide binding 3115 67 6.70E-13 6.48E-11 F
G0:1901265 Exclusivo DR Nucleoside phosphate binding 3115 67 6.70E-13 6.48E-11 F
G0:0036094 Exclusivo DR Small molecule binding 3181 67 1.80E-12 1.61E-10 F
G0:0004888 Exclusivo DR Transmembrane signaling receptor activity 24 7 1.20E-09 8.99E-08 F
G0:0005034 Exclusivo DR Osmosensor activity 4 4 6.00E-09 4.22E-07 F
G0:0019199 Exclusivo DR Transmembrane receptor protein kinase activity 4 3 2.70E-06 1.59E-04 F
GO0:0004675 Exclusivo DR Transmembrane receptor protein serine/threonine kinase activity 2 2 7.90E-05 3.99E-03 F
G0:0043424 Exclusivo DR Protein histidine kinase binding 12 3 0.00014 6.50E-03 F
G0:0019900 Exclusivo DR Kinase binding 36 4 0.00028 1.25E-02 F
G0:0042802 Exclusivo DR Identical protein binding 163 7 0.00065 2.69E-02 F
G0:0060090 Exclusivo UR Binding, bridging 6 2 7.30E-06 1.51E-02 F
G0:0003713 Comum UR e ndo DE  Transcription coactivator activity 10 2 2.20E-05 1.70E-02 F
G0:0003712 Comum UR e ndo DE  Transcription cofactor activity 43 2 0.00043 2.09E-01 F
G0:0000989 Comum UR e ndo DE  Transcription factor activity, transcription factor binding 44 2 0.00045 2.09E-01 F
G0:0000988 Comum UR e ndo DE  Transcription factor activity, protein binding 51 2 0.00061 2.09E-01 F
G0:0003712 Comum UR e ndo DE  Transcription cofactor activity 43 9 4.40E-05 2.22E-03 F

97



Continuagdo

GO.ID Agrupamento Termo Anotacbes Presenca p-value g-value  Aspecto
G0:0000988 Comum UR e ndo DE  Transcription factor activity, protein binding 51 9 0.00018 8.19E-03 F
G0:0003713 Comum UR e ndo DE  Transcription coactivator activity 10 4 0.00045 1.87E-02 F

98



99

APENDICE D

Apéndice D. Analise com genes modelo associados aos Unigenes UR totais das bibliotecas RNA-Seq para FTs
enriquecidos (88) em conjunto de 1660 alvos pesquisados. p-value 0.001. Background indica a quantidade total de
genes no banco de dados.

FT ID. Background Interacdes previstas Interacdes p_value g_value
Jcr4S00146.190 57437 977 129 9.10E-48 2.75E-45
Jcr4S14409.20 57437 1007 127 7.51E-45 1.13E-42
JcrdS00022.240 57437 1041 124 3.36E-41 3.39E-39
Jcr4S05882.20 57437 964 118 1.89E-40 1.43E-38
Jcr4S03153.40 57437 991 119 6.10E-40 3.68E-38
Jcr4S00909.50 57437 1165 105 5.88E-25 2.96E-23
Jcr4S00969.70 57437 756 77 6.40E-22 2.76E-20
Jcr4S04936.40 57437 974 88 2.97E-21 1.12E-19
Jcr4S13202.30 57437 9095 401 4.39E-19 1.47E-17
JcrdaS00027.270 57437 907 79 2.51E-18 7.59E-17
Jcr4S00945.40 57437 918 79 5.06E-18 1.39E-16
Jcr4S00361.90 57437 964 81 8.07E-18 2.03E-16
Jcr4S01040.60 57437 12026 493 1.24E-17 2.88E-16
Jcr4S09941.10 57437 942 79 2.24E-17 4.83E-16
Jcr4S00524.90 57437 1063 82 7.30E-16 1.47E-14
Jcr4S02641.40 57437 872 72 1.20E-15 2.27E-14
JcrdaS04332.40 57437 594 57 1.43E-15 2.54E-14
Jcr4S00028.40 57437 881 72 2.04E-15 3.42E-14
Jcr4S04809.10 57437 14149 550 2.68E-15 4.26E-14
Jcr4S01086.80 57437 816 68 4.46E-15 6.74E-14
Jcr4S00150.190 57437 1024 76 5.82E-14 8.37E-13
Jcr4S00242.50 57437 999 74 1.34E-13 1.84E-12
Jcr4S01323.60 57437 1132 80 1.79E-13 2.26E-12
Jcr4S28273.10 57437 1132 80 1.79E-13 2.26E-12
JcrdaS01276.40 57437 671 57 2.72E-13 3.29E-12
Jcr4S04680.20 57437 11897 465 5.57E-13 6.47E-12
Jcr4S03743.20 57437 961 68 9.63E-12 1.08E-10
Jcr4S00197.100 57437 473 43 1.85E-11 2.00E-10
Jcr4S00021.40 57437 676 53 3.62E-11 3.77E-10
JcrdaS22404.10 57437 784 57 1.39E-10 1.40E-09
Jcr4S00197.90 57437 926 63 2.57E-10 2.51E-09
Jcr4S05150.10 57437 721 53 3.83E-10 3.61E-09
Jcr4S00783.40 57437 677 49 2.69E-09 2.46E-08
Jcr4S00433.80 57437 7830 309 5.59E-09 4.97E-08
Jcr4S00253.40 57437 620 44 2.75E-08 2.38E-07
Jcr4S02081.30 57437 738 48 1.07E-07 8.95E-07
Jcr4S05308.30 57437 4474 188 1.35E-07 1.10E-06
Jcr4S11123.10 57437 4912 200 4.85E-07 3.85E-06
Jcr4S05725.30 57437 4402 182 6.18E-07 4.78E-06
Jcr4S05837.30 57437 5316 213 6.34E-07 4.79E-06
JcrdS00717.70 57437 739 46 6.51E-07 4.80E-06

Jcr4S11652.10 57437 525 36 9.23E-07 6.64E-06
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FT ID. Background Interacdes previstas Interacdes p_value g_value
Jcr4S00700.20 57437 9865 360 1.02E-06 6.98E-06
Jcr4S13035.30 57437 10464 379 1.02E-06 6.98E-06
JcrdS05114.10 57437 10022 362 2.50E-06 1.68E-05
Jcr4S08087.10 57437 490 33 3.51E-06 2.31E-05
JcrdS01332.10 57437 494 33 4.18E-06 2.69E-05
Jcr4S00344.40 57437 5450 212 5.00E-06 3.14E-05
Jcr4S00911.80 57437 235 20 6.09E-06 3.75E-05
Jcr4S01477.90 57437 505 33 6.69E-06 4.04E-05
Jcr4S00420.40 57437 3857 157 8.54E-06 5.05E-05
Jcr4S00002.200 57437 222 19 8.90E-06 5.17E-05
Jcr4S03542.40 57437 7438 275 9.67E-06 5.51E-05
Jcr4S05581.10 57437 10112 360 9.99E-06 5.59E-05
Jcr4S02384.70 57437 518 33 1.14E-05 6.25E-05
Jcr4S09760.20 57437 4640 182 1.49E-05 8.04E-05
JcrdaS01064.30 57437 1211 61 1.56E-05 8.27E-05
Jcr4S02861.50 57437 1011 53 1.74E-05 8.84E-05
JcrdaS00137.180 57437 6446 241 1.76E-05 8.84E-05
Jcr4S01985.20 57437 6446 241 1.76E-05 8.84E-05
Jcr4S03169.20 57437 4005 160 1.90E-05 9.41E-05
Jcr4S00037.60 57437 5002 193 2.17E-05 1.06E-04
Jcr4S01276.110 57437 3752 151 2.24E-05 1.07E-04
Jcr4S03656.30 57437 1293 63 3.16E-05 1.48E-04
Jcr4S05684.30 57437 345 24 3.22E-05 1.48E-04
Jcr4S02864.30 57437 3310 135 3.23E-05 1.48E-04
JcrdaS00044.40 57437 4527 175 4.74E-05 2.14E-04
Jcr4S00968.20 57437 6057 225 5.07E-05 2.25E-04
JcrdaS00001.70 57437 5741 214 6.37E-05 2.79E-04
Jcr4S00053.270 57437 4584 175 9.07E-05 3.91E-04
Jcr4S00401.40 57437 673 37 9.55E-05 4.06E-04
Jcr4S00118.70 57437 1816 79 1.76E-04 7.38E-04
Jcr4S11106.10 57437 673 36 1.98E-04 8.18E-04
Jcr4S06462.20 57437 652 35 2.21E-04 9.00E-04
Jcr4S04046.10 57437 9441 327 2.23E-04 9.00E-04
Jcr4S01288.20 57437 3680 142 2.55E-04 1.01E-03
Jcr4S00009.60 57437 5550 202 3.65E-04 1.43E-03
Jcr4S00112.130 57437 474 27 3.69E-04 1.43E-03
JcrdaS00117.150 57437 187 14 4.01E-04 1.53E-03
Jcr4S01308.20 57437 2682 107 4.30E-04 1.62E-03
Jcr4S00244.90 57437 460 26 5.12E-04 1.91E-03
Jcr4S13209.20 57437 440 25 5.83E-04 2.15E-03
Jcr4S00012.190 57437 872 42 6.32E-04 2.30E-03
Jcr4S07369.20 57437 646 33 7.51E-04 2.70E-03
Jcr4S01221.80 57437 378 22 7.94E-04 2.82E-03
Jcr4S00335.50 57437 1601 68 8.46E-04 2.93E-03
Jcr4S01955.50 57437 201 14 8.49E-04 2.93E-03
Jcr4S00483.40 57437 1630 69 8.55E-04 2.93E-03
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Apéndice E. Analise com genes modelo associados aos Unigenes DR para FTs enriquecidos
(21) em conjunto de 1283 alvos pesquisados. p-value 0.001. Background indica a quantidade

total de genes no banco de dados.

FT ID. Background InteracBes previstas Interagbes p_value g_value
Jcr4S01040.60 57437 12026 475 2.11E-34 6.38E-32
Jcr4S04680.20 57437 11897 458 3.11E-30 4.69E-28
Jcr4S13202.30 57437 9095 376 7.58E-30 7.63E-28
Jcr4S04809.10 57437 14149 500 1.19E-24 9.00E-23
Jcr4S13035.30 57437 10464 358 1.71E-14  1.03E-12
Jcr4S04046.10 57437 9441 327 7.65E-14  3.85E-12
Jcr4S00433.80 57437 7830 280 2.30E-13  9.93E-12
Jcr4S00700.20 57437 9865 336 2.82E-13 1.06E-11
Jcr4S03542.40 57437 7438 267 6.38E-13  2.14E-11
Jcr4S05114.10 57437 10022 338 8.44E-13  2.55E-11
Jcr4S05581.10 57437 10112 336 6.71E-12  1.84E-10
Jcr4S00044.40 57437 4527 174 7.69E-11 1.94E-09
JcrdS00778.70 57437 3407 138 2.82E-10  6.55E-09
Jcr4S06393.50 57437 849 46 9.70E-08 2.09E-06
Jcr4S01308.20 57437 2682 103 6.26E-07  1.26E-05
Jcr4S01525.20 57437 1132 48 4.58E-05 8.65E-04
JcrdS01107.10 57437 976 42 8.86E-05 1.49E-03
Jcr4S11783.10 57437 976 42 8.86E-05 1.49E-03
Jcr4S01270.90 57437 2096 76 1.05E-04 1.66E-03
Jcr4S00823.40 57437 658 30 2.64E-04  3.99E-03
JcrdS02818.20 57437 712 31 4.78E-04 6.87E-03
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APENDICE F

Apéndice AF. Analise de genes modelo associados aos Unigenes CoREGs DR para FTs
enriquecidos (13) em conjunto de 196 alvos pesquisados. p-value 0.001. Background indica a
quantidade total de genes no banco de dados.

FT ID. Background InteracOes previstas Interacdes p value q value
JcrdS04680.20 57437 11897 80 4.68E-10 1.22E-07
Jcr4S01040.60 57437 12026 77 1.19E-08 1.55E-06
JcrdS13202.30 57437 9095 60 3.31E-07 2.87E-05
Jcr4S04046.10 57437 9441 61 5.34E-07 3.47E-05
JcrdS13035.30 57437 10464 65 8.43E-07 4.39E-05
Jcr4S04809.10 57437 14149 80 1.41E-06 6.09E-05
JcrdS00433.80 57437 7830 48 4.52E-05 1.68E-03
Jcr4S03542.40 57437 7438 45 1.10E-04 3.56E-03
JerdS05114.10 57437 10022 56 1.34E-04 3.86E-03
Jcr4S00700.20 57437 9865 55 1.65E-04 4.29E-03
JcrdS00778.70 57437 3407 25 2.04E-04 4.83E-03
Jcr4S05581.10 57437 10112 54 5.72E-04 1.24E-02

Jer4aS06393.50 57437 849 9 9.99E-04 2.00E-02
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Apéndice G. Analise de genes modelo associados aos Unigenes COREGs nédo-DEs para FTs
enriquecidos (20) em conjunto de 906 alvos pesquisados. p-value 0.001. Background indica a
guantidade total de genes no banco de dados.

FT ID. Background InteracBes previstas Interacbes p value g value
Jcr4S01040.60 57437 12026 305 2.03E-15 6.14E-13
Jcr4S13202.30 57437 9095 245 5.54E-15 8.37E-13
Jcr4S06393.50 57437 849 48 1.36E-13 1.37E-11
Jcr4S04680.20 57437 11897 280 2.81E-10 2.12E-08
Jcr4S00433.80 57437 7830 199 6.66E-10 4.02E-08
Jcr4S05581.10 57437 10112 235 4.08E-08 2.05E-06
Jcr4S03542.40 57437 7438 179 2.68E-07 1.16E-05
Jcr4S00700.20 57437 9865 220 2.74E-06 1.03E-04
Jcr4S04809.10 57437 14149 297 5.42E-06 1.82E-04
JcrdaS02818.20 57437 712 27 3.87E-05 1.17E-03
Jcr4S04651.20 57437 801 28 1.20E-04 3.25E-03
Jcr4S01308.20 57437 2682 70 1.29E-04 3.25E-03
Jcr4S00911.80 57437 235 12 1.97E-04 4.29E-03
Jcr4S03153.40 57437 991 32 1.99E-04 4.29E-03
Jcr4S00030.120 57437 1517 44 2.14E-04 4.31E-03
Jcr4S13035.30 57437 10464 217 3.14E-04 5.92E-03
Jcr4S00700.100 57437 186 10 3.40E-04 6.04E-03
Jcr4S01086.80 57437 816 27 3.67E-04 6.16E-03
Jcr4S03589.10 57437 190 10 4.07E-04 6.47E-03
JcrdS01852.10 57437 276 12 9.00E-04 1.36E-02




