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RESUMO

MARTINS, Laura Gongalves Costa, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2020. Regulacio de genes responsivos a estresses abiéticos: toleriancia a aluminio em
sorgo e disturbio fisiolégico em eucalipto. Orientadora: Elizabeth Pacheco Batista Fontes.
Coorientadora: Christiane Eliza Motta Duarte.

As plantas estdo sujeitas frequentemente a variacdes ambientais e para sobreviver as
condicdes estressantes, elas utilizam mecanismos de defesa mediante alteracao dos processos
fisiolégicos e moleculares. Esses estresses sdo em grande parte responsdveis pelo limiar entre
potencial de producdo de determinadas culturas e o seu real efeito de produtividade no campo.
Nesta investiga¢do, foram abordados dois temas de estresses abidticos em plantas, resisténcia
a Al em sorgo e disturbio fisioldgico em eucalipto. Em sorgo, o gene SDMATE codifica um
transportador transmembrana pertencente a familia MATE (Multidrug and Toxic Compound
Extrusion family) que é responsdvel pelo efluxo de citrato ativado por aluminio. Neste estudo,
demonstrou-se que os transfatores SbBWRKY1 e SbZNF1 sdo capazes de interagir com o
promotor do gene SODMATE e promover a ativagao transcricional do gene reporter HIS3 em
leveduras. Para ensaios de transativacdo in planta, diferentes fragmentos do promotor de
SbMATE foram fusionados ao gene repérter GUS, utilizados para transformar Arabidopsis
thaliana, pela técnica do mergulho floral e utilizadas para a obtencdo de protoplastos.
Experimentos complementares, utilizando regides adicionais truncadas do promotor,
possibilitaram o mapeamento do dominio cis-regulatério de ligagdo dos transfatores, o qual
estd contido na regido deletada de 92pb, delimitada pelas posi¢des -2102 a -2010. Andlises
por imunoprecipitacdo da cromatina (ChlP) reforcaram a ideia de que SOWRKY 1 e SbZNF1
atuam no controle da expressao de SODMATE e possibilitaram a identificacdo de ligacao direta
dos transfatores ao promotor SbPMATE in vivo. Embora, 0 mecanismo de tolerancia a aluminio
mediado pelo gene SPMATE tenha sido parcialmente esclarecido, a regulacdo transcricional
desse gene ainda ndo foi elucidada por completo. Em relacdo ao capitulo II, o fendmeno do
disturbio fisioldgico na espécie E. grandis tem sido recorrente em diversas regides de plantio
no sul e leste da Bahia, comprometendo sobremaneira a qualidade da madeira. Nao se sabe
exatamente a causa do aparecimento do “disturbio fisioldgico”, mas a ela tem sido atribuida

a fatores climaticos e fatores genéticos. Os estdgios iniciais do estabelecimento do disturbio



fisiolégico tém sido associados a perda de dominéncia apical e ramificacdo da parte inferior
do caule ou da copa, com morte celular e necrose do caule primdrio, o que o diferencia de
outras anomalias bidticas e abidticas. Os mecanismos moleculares envolvidos no
desenvolvimento dos sintomas e na resposta de defesa da planta ao distirbio sao totalmente
desconhecidos. Foi utilizada a tecnologia RNA-Seq para compreensio das bases moleculares
deste mecanismo associados ao “disturbio fisioldgico”, a partir de amostras de caules do
clone suscetivel 520 e do clone resistente 1404. As amostras de caules dos referidos clones
foram coletadas no campo de plantas crescidas no mesmo talhdo sob as mesmas condicoes
climaticas. Este delineamento experimental permitiu inferir que os genes diferencialmente
expressos pelo contraste 520-S1 vs 520-S3 representavam o transcriptoma induzido pelo
disturbio fisiolégico, enquanto que 520-S2 vs 520-S3 representava o transcriptoma induzido
em recuperacdo do estado de estresse. O contraste 1404-R1 vs 520-S3 representa o
transcriptoma induzido pelo somatério dos efeitos de resisténcia e de gendtipo. O
estabelecimento do distdrbio fisiol6gico nas amostras 520-S1 provocou uma reprogramagao
massiva na expressdo génica, resultando em 4286 genes diferencialmente expressos
comparados com 530-S3. Entre os genes regulados positivamente houve um enriquecimento
de genes na categoria morte celular, sistema imune inato, sistema antioxidativo, e
metabolismo secundério ligados a resposta a estresses abidticos. Além disso, um estudo de
metagenOmica ndo identificou patégenos principais nas amostras analisadas. Estes resultados
eliminam a possibilidade de que os sinais bidticos sejam o principal estimulo ao distirbio
fisiolégico. Entre as categorias bioldogicas enriquecidas para os genes regulados
negativamente, particularmente relevantes, foram a repressao extensiva em genes envolvidos
na sintese de 4cido graxo e no sistema de reparo do DNA. Em termos de diagndstico
molecular, repressao na sintese de dcidos graxos de cadeia longa pode explicar a maioria dos
sintomas observados nos caules acometidos pelo distirbio fisiolégico, enquanto que
repressao do sistema de reparo do DNA pode ser considerado como o disparo para ativagao
de vias de morte celular programada. Analisando o contraste 520-S2 vs 520-S3, apenas 1311
genes foram diferencialmente expressos, indicando um nivel de estresse atenuado e estado de
recuperagdo desses caules emergentes em relagdo a amostra suscetivel assintomatica S3. Com
relac@o ao contraste 1404-R1 vs 520-S3, observou-se um enriquecimento de genes regulados

positivamente na categoria traducdo, com uma super-representacdo de genes de proteinas



ribossomais e da maquinaria de sintese de proteinas, € na categoria sistema de reparo do
DNA. Enquanto a indu¢@o massiva de genes de proteinas ribossomais deve refletir diferencas
em gendtipos, ja que ndo se observaram mudangas significativas no contraste 520-S1 vs 520-
S3, aregulacdo positiva de genes do sistema de reparo do DNA pode representar, pelo menos
em parte, o efeito da resisténcia. Entre os genes down regulados, destacam-se genes
envolvidos no sistema inato de plantas, tanto ETI como PTI. Além desses, um subconjunto
de genes de resisténcia do tipo TIR-NBS-LRR foram extensivamente down regulados,
substanciando o argumento de que sinais bidticos ndo correspondem ao principal ativador do
distdrbio fisioldgico. Enquanto a andlise de expressdo por qRT-PCR de um conjunto
selecionado de genes diferencialmente expressos confirmou os resultados das andlises de
RNA-Seq, ndo foi possivel demonstrar que folhas sintométicas mimetizam o transcriptoma
induzido pelo disturbio fisioldgico determinado em caules sintomaticos. Estudos posteriores
com base em andlises de possiveis SNPs (single nucleotide polymorphism) associados ao
distdrbio, deverdo ser realizadas para definicdo de marcadores moleculares ligados ao

disturbio fisiolégico.

Palavras-chave: Estresse abiotico. Sorgo. Eucalipto. Expressdo génica. RNA-Seq.



ABSTRACT

MARTINS, Laura Gongalves Costa, D Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2020.
Regulation of genes responsive to abiotic stresses: aluminum tolerance in sorghum and
physiological disturbance in eucalyptus. Adviser: Elizabeth Pacheco Batista Fontes. Co-
adviser: Christiane Eliza Motta Duarte.

Plants are often subject to environmental variations and to survive stressful conditions, they
use defense mechanisms by altering physiological and molecular processes, in order to
maintain their growth and reproduction. These stresses are largely responsible for the
threshold between the production potential of certain crops and their real productivity effect
in the field. In this investigation, two themes of abiotic stresses in plants were addressed,
resistance to Al in sorghum and physiological disturbance in eucalyptus. In sorghum, the
SPMATE gene encodes a transmembrane transporter belonging to the MATE family
(Multidrug and Toxic Compound Extrusion family) which is responsible for the aluminum-
activated citrate efflux. In this study, it was demonstrated that the SbBWRKY 1 and SbZNF1
transfactors are capable of interacting with the SbMATE gene promoter and promoting the
transcriptional activation of the HIS3 reporter gene in yeasts. For in-plant transactivation
assays, different fragments of the SODMATE promoter were fused to the GUS reporter gene,
used to transform Arabidopsis thaliana, by the technique of floral diving and used to obtain
protoplasts. Complementary experiments, using additional truncated regions of the
promoter, enabled the mapping of the cis-regulatory domain of binding of the transfactors,
which is contained in the deleted region of 92bp, delimited by the positions -2102 to -2010.
Chromatin immunoprecipitation (ChIP) analyzes reinforced the idea that SbBWRKY'1 and
SbZNFI1 act in the control of SbPMATE expression and made it possible to identify the direct
link between transfactors and the SODMATE promoter in vivo. Although the mechanism of
aluminum tolerance mediated by the SOMATE gene has been partially clarified, the
transcriptional regulation of this gene has not yet been fully elucidated. Concerning Chapter
I1, the phenomenon of physiological disturbance in the species E. grandis has been recurrent
in several planting regions in the south and east of Bahia, greatly compromising the quality
of the wood. It is not known exactly the cause of the appearance of the “physiological
disturbance”, but it has been attributed to climatic factors and genetic factors. The initial

stages of the establishment of the physiological disorder have been associated with loss of



apical dominance and branching of the lower part of the stem or canopy, with cell death and
necrosis of the primary stem, which differentiates it from other biotic and abiotic anomalies.
The molecular mechanisms involved in the development of symptoms and in the plant's
defense response to the disorder are totally unknown. RNA-Seq technology was used to
understand the molecular bases of this mechanism associated with “physiological
disturbance”, from stem samples from susceptible clone 520 and resistant clone 1404. The
stem samples from the said clones were collected in the plant field grown in the same plot
under the same climatic conditions. This experimental design made it possible to infer that
the genes differentially expressed by the 520-S1 vs 520-S3 contrast represented the
transcriptome induced by the physiological disorder, while 520-S2 vs 520-S3 represented
the transcriptome induced in recovery from the state of stress. The contrast 1404-R1 vs 520-
S3 represents the transcriptome induced by the sum of the effects of resistance and genotype.
The establishment of the physiological disturbance in the 520-S1 samples caused a massive
reprogramming of gene expression, resulting in 4286 differentially expressed genes
compared to 530-S3. Among the up-regulated genes, there was an enrichment of genes in
the category cell death, innate immune system, antioxidative system, and secondary
metabolism linked to the response to abiotic stresses. In addition, a metagenomics study did
not identify major pathogens in the analyzed samples. These results eliminate the possibility
that the biotic signals are the main stimulus to the physiological disorder. Among the
biological categories enriched for the negatively regulated genes, particularly relevant, were
the extensive repression in genes involved in the fatty acid synthesis and the DNA repair
system. In terms of molecular diagnosis, repression in the synthesis of long-chain fatty acids
can explain most of the symptoms observed in the stems affected by the physiological
disorder, while repression of the DNA repair system can be considered as the trigger for
activation of death pathways. programmed cell phone. Analyzing the 520-S2 vs 520-S3
contrast, only 1311 genes were differentially expressed, indicating an attenuated stress level
and recovery status of these emerging stems in relation to the asymptomatic susceptible
sample S3. Regarding contrast 1404-R1 vs 520-S3, there was an enrichment of positively
regulated genes in the translation category, with an over-representation of ribosomal protein
genes and protein synthesis machinery, and in the DNA repair system category. While the

massive induction of ribosomal protein genes should reflect differences in genotypes, since



no significant changes were observed in the 520-S1 vs 520-S3 contrast, positive regulation
of genes in the DNA repair system may represent, at least in part, the effect of resistance.
Among the down-regulated genes, there are genes involved in the innate plant system, both
ETI and PTI. In addition to these, a subset of TIR-NBS-LRR-like resistance genes has been
extensively down-regulated, substantiating the argument that biotic signals do not
correspond to the main activator of the physiological disorder. While qRT-PCR expression
analysis of a selected set of differentially expressed genes confirmed the results of RNA-Seq
analyzes, it was not possible to demonstrate that symptomatic leaves mimic the
transcriptome induced by the physiological disorder determined in symptomatic stems.
Further studies based on analyzes of possible SNPs (single nucleotide polymorphism)
associated with the disorder, should be carried out to define molecular markers linked to the

physiological disorder.

Keywords: Abiotic stress. Sorghum. Eucalyptus. Gene expression. RNA-Seq.
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INTRODUCAO GERAL

As plantas estdo constantemente expostas a condi¢des ambientais adversas. Dentre
os principais grupos de estresses abidticos que limitam produtividade vegetal, destacam-se o
déficit hidrico, estresse nutricional, caracterizado pela relagdo de absor¢do de nutrientes das
plantas com as propriedades quimico-fisicas dos solos - pH, mineralogia, presenca de toxidez,
metais pesados e salinidade, além de estresse causado pela temperatura, caracterizada pela
variacdo térmica (Souza & Ribeiro, 2015). As plantas apresentam sistemas bioldgicos
complexos abrangendo milhares de genes, proteinas, moléculas reguladoras, agentes de
sinalizacdo e compostos quimicos diferentes, que estabelecem centenas de rotas e redes
interligadas. Sob condi¢des de estresse, diferentes rotas bioquimicas e redes de sinalizagdo
ajustam-se homeostaticamente para minimizar os impactos negativos do estresse € manter o
equilibrio metabdlico (Taiz et al., 2017).

Merecem destaques como maiores restri¢des a produtividade agricola, os solos dcidos
associados a metais toxicos, uma vez que afetam 50% das terras araveis, sendo especialmente
comum em regides tropicais € subtropicais devido a maior pluviosidade (Von Uexkull and
Mutert, 1995). Entre os metais, o Al, caracterizado por ser o metal mais abundante e o terceiro
elemento mais comum na crosta terrestre, destaca-se como um dos maiores problemas em
solos com pH < 5,0. Em solugdes 4cidas (pH < 5.0), o Al solubiliza-se passando a forma de
octaedro hexahidratado [Al (H20)s]**, também conhecido por AI**; trata-se de um elemento
anfétero que pode atuar como cdtion em meio dcido e como anion em meio basico, sendo o
pH o principal fator de controle de sua disponibilidade no solo (Malavolta, 1980). O aumento
do pH causa desprotonacdes sucessivas formando Al(OH),*e AI(OH) *2. Em pH neutro, o
aluminio apresenta-se na forma de Al(OH); (gibsita), composto que ndo € toxico as raizes
das plantas, sendo esta a base quimica da neutralizagio do efeito fitotéxico do AI**
(Magalhdes, 2007). A medida que o pH aumenta para os valores comumente encontrados no
citoplasma, (pH=7.4), o fon aluminato AI(OH)4 domina a especiacdo (Kochian et al., 1995).

O processo natural de acidificagdo do solo € muitas vezes intensificado por préticas
agricolas, a lixiviacdo retira elementos quimicos do solo, em especial cdlcio e magnésio

através da dgua de percolagdo, que substitui as bases por hidrogénio e aluminio,
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intensificando assim, a acidificacdo (Malavolta, 1980; Fageria, 1989; Maria et al., 1993;
Fernandes, 2006). Tais problemas podem ser resolvidos pela etapa de calagem, num processo
que se aplica calcdrio com o objetivo de elevar teores de cédlcio e magnésio, neutralizando os
fons H" e AI** e corrigindo o pH do solo, para um desenvolvimento satisfatério das culturas
(Lopes et al., 1991).

Espécies Al** sdo fitotéxicas para as plantas, mesmo em concentragdes micromolares
e sdo responsaveis por afetar o crescimento e o desenvolvimento das raizes (Delhaize et al.,
2012; Sade et al., 2016), além de diminuir a absor¢ao de nutrientes, o que € desfavoravel para

o desenvolvimento de plantas sensiveis a esse elemento. A carga elétrica Al**

permite que o
Al reaja com numerosos sitios nas células, alvos potenciais de injuria, incluindo a parede
celular, citoesqueleto e membrana plasmaética (Kochian, 2004). Na parede celular, o Al pode
ligar-se aos grupos carboxilicos das pectinas e das proteinas diminuindo a extensibilidade
(Delhaize, 1995). A membrana plasmadtica parece ser o alvo primdrio dos danos provocados
pelo Al (Wagatsuma, 1995), possui a superficie carregada negativamente, representando um
alvo sensivel a fitotoxicidade do Al (Ma, 2007. Panda et al., 2009). O Al liga-se fortemente
aos fosfolipidios, modificando sua composi¢do (Jones, 1997; Delhaize, 1995; Peixoto et al.,
2001; Khan et al., 2009) reduzindo assim, a fluidez das membranas e aumentando a densidade
de empacotamento dos lipidios (Chen et al.,1991). Uma vez no citoplasma celular, pode
interromper a dindmica do citoesqueleto, interagindo com os microtibulos e filamentos de
actina (Kochian, 2004), além de poder afetar as funcdes da respiracao mitocondrial (Panda,
2008) e induzir o estresse oxidativo (Richards, 1998).

O AIP** caracteriza-se como principal impedimento na produg¢do, reduzindo o
rendimento das culturas em solos nesta condicdo (Delhaize & Ryan, 1995) e inibindo o
crescimento radicular, resultando em um sistema radicular pouco desenvolvido e incapaz de
explorar camadas mais profundas de solo (Kochian, 1995; Sade et al., 2016). O aluminio,
também provoca a diminuicao da permeabilidade da membrana plasmatica (Ahn, 2001), por
meio da interagdo com fosfolipidios de membrana (Jones, 1997), peroxidag¢do de lipideos
(Peixoto, 2001; Yamoto, 2001), além da disfun¢cdo mitocondrial, aumento de espécies
reativas do oxigénio (ROS) (Yamamoto, 2002), além da deposicao de calose e danos ao DNA

(Sade et al., 2016).
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Apesar da toxidez causada por AI**, algumas espécies possuem a capacidade de
tolerar altas concentragdes desse metal, devido a sua complexacdo com dcidos organicos
exsudados pelo sistema radicular e ao genétipo vegetal que pode promover a capacidade de
adequar as condic¢des fisico-quimicas adversas, minimizando os problemas causados pela
baixa produtividade em solos dcidos (Freitas et al., 2006; Nolla et al., 2007). O melhoramento
genético para tolerancia ao aluminio é considerado uma alternativa vidvel para aumentar o
desempenho de plantas economicamente importantes cultivadas em solos dcidos ricos nesse
metal. Deste modo, muitos laboratérios ao redor do mundo tém concentrado seus esforcos
em identificar e caracterizar a tolerancia das plantas a niveis toxicos de Al em solos dcidos e
na busca por genétipos tolerantes (Ma, 2001; Panda, 2009).

Em sorgo, a heranca da tolerancia ao Al foi estudada em uma populacio derivada do
cruzamento das linhagens de sorgo SC283 (tolerante) e BROO7 (sensivel). Os resultados
mostraram tratar-se de uma heran¢ca monogénica, sendo o gene de tolerancia ao Al, localizado
no loco Altsg (Magalhdes et al., 2004). Posteriormente, o gene SDMATE foi isolado pela
técnica de clonagem posicional (Magalhaes et al., 2007). Estes autores mostraram que o gene
SbMATE possui maior expressao no apice radicular e codifica um transportador de membrana
pertencente a familia multigénica MATE. Na linhagem tolerante, os niveis de expressdo do
gene SDMATE aumentam ao longo do tempo de exposicdo ao Al. O citrato liberado em
resposta ao Al forma um complexo estdvel e insolivel com os ions Al (at6xico), prevenindo
assim a sua absorcdo pela planta (Magalhaes et al., 2007). O gene SbMATE codifica um
transportador transmembrana pertencente a familia MATE (Multidrug and Toxic Compound
Extrusion family) que é responsdvel pelo efluxo de citrato ativado por aluminio. A
identificacdo de elementos cis-regulatérios no promotor do gene SPMATE e de fatores
transcricionais que controlam a expressao do referido gene, constituem etapas fundamentais
para o entendimento do mecanismo de resisténcia a Al mediado por SODMATE. Desta forma,
estudos com base na regulacdo da expressao deste gene sdo relevantes como estratégia para
desenvolvimento de cultivares de sorgo tolerantes ao Al.

Um problema adicional no Brasil, provavelmente resultante de mudangas em
condi¢des climdticas em dreas de plantio de eucalipto, refere-se ao “disturbio fisiologico”,
que se caracteriza por um conjunto de sintomas que resultam em perda de dominancia apical

associado a necrose do caule principal, que afetam diretamente a qualidade da madeira e
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geram prejuizo para a cultura. O conjunto de sintomas responsdveis pelo distirbio diferencia
de outras anomalias causadas por fatores bidticos e abidticos. A incidéncia deste fendmeno
no eucalipto tem sido recorrente em algumas regides do Brasil.

A perda de dominancia apical é responsavel pela bifurcacao em eucalipto e pode ser
causada por uma série de fatores, dentre eles, os genéticos, ambientais e pela interagdao dos
fatores genéticos com os ambientais. Nos casos onde ocorre essa interagdo, sdo estimados a
herdabilidade do caracter em questao.

O denominador comum de todos os sintomas, parece ser a ativagao descontrolada de
vias de sinalizacao de morte celular programada (PCD; programmed cell death). PCD € uma
denominacdo geral referente & morte geneticamente regulada de células individuais. E um
aspecto essencial do desenvolvimento normal da planta, mas também pode ser induzida em
resposta ao estresse (Taiz et al., 2007). A morte celular programada € responsdvel por uma
sequéncia de eventos que levam a destruicao controlada e organizada das células, o conjunto
de mecanismos com caracteristicas morfolégicas sdo bem definidos: degradacdo nuclear e
condensacdo da cromatina seguida da perda do DNA, degradacdo dos cloroplastos e o
rompimento do vactolo o qual libera enzimas (nucleases e proteases) que causam
acidificacdo do meio, contribuindo para o rompimento do nicleo e do vactiolo (Gunawardena
et al., 2004). Embora este fendmeno afete consideravelmente a producdo da cultura, os
agentes abidticos indutores, bem como os genes da planta envolvidos nesta resposta ainda
nao foram elucidados.

Consequentemente, ao contrario de mecanismos de toxidez e de resisténcia de plantas
ao Al, cujas bases moleculares sdo mais bem compreendidas, o “disturbio fisiologico” em
eucalipto € um fendmeno bioldgico, cujas bases moleculares e inducdo do estado de estresse
sdo absolutamente desconhecidos. Assim sendo, os objetivos desse trabalho se concentraram
em dois focos principais de profundidade cientifica diferenciada. No primeiro capitulo,
intitulado “Repeat variants for the SPMATE transporter protect sorghum roots from
aluminum toxicity by transcriptional interplay in cis and trans”, foram abordados aspectos
moleculares de controle da expressdao do gene SbMATE que confere resisténcia ao Al em
sorgo, resultando em avancgos significativos de conhecimento na drea molecular. Por outro
lado, os objetivos do segundo capitulo se restringiram em analisar a variacdo global de

expressdo génica induzidas pelo estado de distirbio fisiolégico em eucalipto além da
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identificacio de genes diferencialmente expressos em gendtipos contrastantes para
resisténcia e suscetibilidade ao estado de estresse. Os resultados permitiram diagnosticar

molecularmente o estado de disturbio fisioldgico.
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Repeat variants for the SbPMATE transporter protect sorghum roots from
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Acidic soils, where aluminum (Al) toxicity is a major agricultural
constraint, are globally widespread and are prevalent in developing
countries. In sorghum, the root citrate transporter SbMATE confers
Al tolerance by protecting root apices from toxic Al**, but can ex-
hibit reduced expression when introgressed into different lines. We
show that allele-specific SDMATE transactivation occurs and is
caused by factors located away from SbMATE. Using expression- QTL
mapping and expression genome-wide association mapping, we
establish that SbMATE transcription is controlled in a bipartite
fashion, primarily in cis but also in trans. Multiallelic promoter trans-
activation and ChIP analyses demonstrated that intermolecular ef-
fects on SOMATE expression arise from a WRKY and a zinc finger-
DHHC transcription factor (TF) that bind to and trans-activate the
SbMATE promoter. A haplotype analysis in sorghum RILs indicates
that the TFs influence SbMATE expression and Al tolerance. Varia-
tion in SbBMATE expression likely results from changes in tandemly
repeated cis sequences flanking a transposable element (a minia-
ture inverted repeat transposable element) insertion in the SODMATE
promoter, which are recognized by the Al**-responsive TFs.
According to our model, repeat expansion in Al-tolerant geno- types
increases TF recruitment and, hence, SODMATE expression, which is,
in turn, lower in Al-sensitive genetic backgrounds as a result of lower
TF expression and fewer binding sites. We thus show that even
dominant cis regulation of an agronomically im- portant gene can be
subjected to precise intermolecular fine- tuning. These concerted
cis/ trans interactions, which allow the plant to sense and respond to
environmental cues, such as AL* toxicity, can now be used to
increase yields and food security on acidic soils.

transcriptional regulationl abiotic stressl transporters expression QTL

| MITE transposon

D ecisions in plant breeding often reflect the complex in-
terplay between noncoding DNA sequences, actinglocally
in chromatin, and rrans-regulatory elements driving gene expres-
sion via intermolecular interactions. Studies in Drosophila have
shown that cis elements are evolutionarily important (1), whereas
trans factors play pivotal roles in regulating plant stress responses
in Arabidopsis (2). However, the manner in which cis and srans
factors interact to control phenotypic expression is less clear.
Half the world'’s agricultural soils are highly acidic (3), which sol-
ubilizes Al3*into the soil solution, damaging plant roots and reducing
yields. The Al-activated root citrate transporter SbMATE, which un-
derlies Altolerancevia formation of nontoxic Al—citrate complexesin
therhizosphere(4),increased grainyieldby 0.6 ton-haforsorghum
grown on acidic soil (5). SbMATE SNPs were associated to sorghum
grain yield production in West Africa (6), where sorghum is a staple
food. This makes SbMATE important for global food security.
SbMATE expression is up-regulated by Al3* in a time-dependent
fashion (4) and ishighly correlated with Al tolerance (7). A Tourist-

www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas. 1808400115

like miniature inverted repeat transposable element (MITE) (8)
and its flanking sequences, which are repeated in tandem, were
found 2 kb upstream of SOMATE. Variation in the number of
these tandem repeats in different sorghum lines was positively
correlated with Al tolerance. Nevertheless, introgression of the
Altsg locus, where SPMATE resides (9), into Al-sensitive re-
current parents resulted in reduced SbMATE expression and Al
tolerance; this suggested involvement of accessory loci acting in
trans (7). The current study focuses on the elucidation of the role
of the MITE repeats in SbMATE transcriptional regulation, and
on the dissection of the genetic background effects that can
reduce SbMATE expression.

Significance

Aluminum (Al*) on acidic soils, which represent half of the
world’s agricultural lands, damages plant roots. In Africa, where
sorghum is a staple food, 20% of the agricultural soils are acidic,
significantly reducing yields. SDMATE confers sorghum Al toler-
ance via root citrate exudation into the soil, where citrate binds
and detoxifies A*, but shows reduced expression in some ge-
netic backgrounds. This phenomenon results from the action of a
variable tandem repeat flanking a transposon in the SbMATE
promoter working in concert with WRKY and zinc finger-DHHC
proteins, which bind to the SbMATE promoter and regulate ex-
pression in response to A**. We can now select for superior al-
leles of these transcription factors to maximize SbMATE expres-
sion, thereby contributing to global food security.
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Results

SbMATE Expression Is Influenced by the Genetic Background. We
studied global (i.e., joint expression of SODMATE alleles) and
allele-specific expression of SbMATE (Fig. 1) to distinguish be-
tween cis and rrans regulatory effects. This was done by using
stocks derived from the low SbMATE-expressing Al-sensitive line
BRo12 crossed with SC566, a very Al-tolerant line with high
SOMATE expression (7). We generated a homozygous stock in
which the SODMATE allele from SC566 was introgressed into the
BRo12 genetic background [SC566-near isogenic line (NIL)].
BRo12 x SC566 and BRo12 x SC566-NIL both have SbMATE in
heterozygosity, but they have different genetic backgrounds. Al-
though BRo12 x SC566 has a hybrid background, BRo12 x SC566-
NIL has the homozygous background of BRo12. Compared with
SC566, there was a consistent reduction of global SbMATE ex-
pression (Fig. 1A) in the SC566-NIL. SbMATE expression was
higher in the hybrid background (BRo12 x SC566) than in the
BRo12 background in the BRo12 x SCs566-NIL. Therefore,
SOMATE expression is reduced in the Al-sensitive background.

SbMATE allele-specific expression was quantified relative to
expression in the Al-tolerant and Al-sensitive parents, SC566 and
BRo12(Fig.1Band C).Here,allele-specificexpressionwasbased
onaT/Asingle nucleotide polymorphism (SNP) in the first exon
of SbMATE, with the A allele present in SC566 and the T allele
presentin BRo12 (7). Amarked, 210-fold up-regulation ofthe Al-
sensitive allele (T) was observed in the BRo12 x SC566 hybrid
(Fig. 1B). Expression of the Al-sensitive allele of SbMATE was
greatly reduced when present in the BRo12 genome (BR0O12 x
SC566-NIL) compared with the hybrid genome (BRo12 x SC566;
Fig. 1B). Expression changes for the Al-tolerant allele (A) were
relatively subtle (Fig. 1C), but expression was reduced in all stocks
harboring the BRo12 genome compared with SC566.

These findings indicate that SbMATE expression is influenced by
trans-acting factors whose favorable alleles are donated by the Al-
tolerant line SC566. These factors are unlinked to Alfss, as allele-
specific expression was higher in hybrids (BRo12 x SC566) com-
pared with the NIL hybrid (BRo12 x SC566-NIL), where the Alzsz
locus is heterozygous but within a fully Al-sensitive background.

Trans-Acting Loci Influencing SDMATE Expression Are Present Within
an SbMATE Expression/Al Tolerance QTL on Chromosome 9. Next, we
undertook QTL mapping in a BRoo7 x SC283 recombinant in-
bred line (RIL) population. SC283 is highly tolerant to Al tox-
icity, whereas BR0oo07 is highly Al-sensitive (Fig. 24), and this
RIL population was previously used to positionally clone SOMATE
(4)- The availability of a large population size for this highly con-
trasting cross (9) justified its choice for QTL mapping. Major QTL
for both Al tolerance (Fig. 2B) and SbMATE expression (Fig. 2C)

Fig. 1. Global and allele-specific expression of SbMATE A
assessed with TagMan probes. The global assay assesses
the joint expression of SDMATE alleles, and allele-specific

were colocated with Sb(MATE on chromosome 3. This indicates
that higher SbMATE expression and Al tolerance in SC283 (7) is
achieved predominantly in cis. A comparatively smaller Al toler-
ance and SbMATE expression QTL (eQTL) was detected at ~51 to
~54 Mb [2 < -logio(p) < 8 for the eQTL] on chromosome 9
(zoomed in; Fig. 2 B and C). Although other loci with similar P
values are found elsewhere, the chromosome 9 QTL was chosen
because of its clear joint effect on both Al tolerance and SbMATE
expression. Multilocus mapping was also undertaken and revealed a
possible interaction between the QTL on chromosomes 3 and 9 (S/
Appendix, Table S1).

Genome-wide association mapping (GWAS) identified SNPs
associated both with Altolerance and SbMATE expression in the
Altolerance/eQTLregion on chromosome 9 (Fig. 2 D and E). In
that region, SNP loci in linkage disequilibrium were detected
across distances exceeding 2 Mb (SI Appendix, Fig. S1). Next, we
identified SNPs associated with both Al tolerance and SbMATE
expression, with —log(p) between 3 and 9. We overlapped the
resulting hys1cal interval with that of the QTL identified in the
RIL population, and defined an extended region between ~45
and ~59 Mb (Fig. 2F) as a search region to identify candidate
genes with regulatory signatures (https://phytozome.jgi.doe.gov/
pz/portal.html, v1.4).

SbMATE Promoter. The structure of the Sb(MATE promoter region
that contains the MITE insertion is shown in SI Appendix, Fig. S2 A
and B. The MITE element (unit “b”) is flanked by 100-bp (unit “a”)
and 20-bp (unit “c”) sequences. This MITE-containing a-b-c triplet
(designated hereafter simply as “MITE repeats”) is followed by a
single terminal (unrepeated) 100-bp “a” unit with either an 8-bp
deletion (presentin SC283 and Tx430) or a 12-bp deletion (present
in BRo12; SI Appendix, Fig. S2B). Henceforth, the 100-bp “a” se-
quence within the MITE repeats will be designated as the 100-bp
repeat and the terminal, unrepeated units, as the 88- or 92-bp
terminal. Natural, allelic variation at the SbMATE promoter ari-
ses from tandem variations in the number of identical a-b-c units,
which are present either as a singlet or as repeated unitsin different
sorghum lines, with Al-tolerant lines showing in general more
repeats compared with Al-sensitive lines (4). For example, the
parents of the RIL population, BRO07 (Al-sensitive) and SC283
(tolerant), have three and five repeats, respectively. For trans-
activation assays, we synthesized SOMATE promoters containing
one MITE repeat (promoter from the Al-sensitive line Tx430,
designated as Tx430p), four repeats (BRo12p, from BRo12, which
is Al-sensitive), and five repeats (SC283p, from SC283, Al-
tolerant), with the flanking, 1,749-bp and 2,010-bp sequences
from the sorghum BAC where SbMATE resides (4). Promoter
truncations were amplified from SC283.

2 B e °C e 0
ﬁm___m_m

expression was based on an SNP (T, present in Al-
sensitive BRO12; A, present in Al-tolerant SC566) within
SbMATE. Colored schematics indicate the genetic back-
grounds (genome, rectangles) and the SbMATE alleles
(squares): SC566 (red) and BRO12 (green). (A) Global
expression, allele-specific expression of the (B) Al-
sensitive (T, green) allele and (C) Al-tolerant (A, red)
allele, with the probes depicted on Top. The red/green
gradient in A shows the joint expression of both the A
and T alleles in stocks heterozygous for SbMATE.
Global relative expression values are fold changes rel-
ative to the Al-sensitive line. Expression of the T and
A alleles are fold changes relative to expression in
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the parents, BR012 and SC566, which are homozygous for the T and A alleles, respectively. The sorghum genotypes were grown with {27} yM A+ in nutrient
solution at pH 4.0 for 5 d, and the root apex (1 cm) was collected for RNA isolation. Values are mean * SD; n = 3. Least significant difference (Fisher’s LSD, a =

0.05) bars (in red) are drawn to scale (Top of the y axis).
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Transcription Factors on the Chromosome 9 QTL Transactivate the
SbMATE Promoter in Yeast. A qualitative analysis based on the
yeast one-hybrid assay indicated that, in the Al tolerance/eQTL
region, a WRKY-like transcription factor (TF), $h09g023500
(SbWRKYI) at 53.14 Mb, and Sb09g021530, a gene encoding a
zinc finger DHHC (zf-DHHC) domain-containing protein (SbZNF1)
at 50.98 Mb (S Appendix, Fig. S3 A and B), were both capable of
trans-activating SbMATE promoter alleles harboring one, four,
and five copies of the MITE repeats (SI Appendix, Fig. S2 C and
D). In contrast, SbDNFY1, a NFY-like TF (56092022810) located
within the same QTL, did not activate the SbMATE promoter,
confirming the specificity of SO WRKY1 and SbZNF1 transcrip-
tional activation of SbMATE.

Qualitative promoter deletion analysis (S Appendix, Fig. S2 C

and D) showed that a proximal SC28I';1 promoter fr?‘gment,
extending to position —2102 relative to the SbMATE start codon
%—2102p C283, where E stands for promoter), was sufficient

or trans-activation by both TFs, but rrans-activation was lost
when the 92-bp terminal was deleted (—2010pSC283).

SbZNF1 and SbWRKY1 Bind Both to the 100-bp Repeat and to theg2-
bp Terminal. Leaf protoplasts from transgenic Arabidopsis trans-
formed with constructs containing the first 2,010 bp of the
SObMATEpromoterincludingeitherthe 92-bp terminal (—2102p,

from the SC283 promoter) or the MITE repeats in BRo12

(-5299p; Fig. 3A and B) were transformed along with constructs
encoding35S-driven YFP::TF ¢cDNA. The immunoprecipitated

chromatin (ChIP) fragments obtained with anti-GFP antibody
were analyzed by PCR and qPCR. For both SbWRKY-expressing
and ShZNF 1-expressing protoplasts, PCR with IP DNA showed
that a fragment within the 92-bp terminal, amplified with primers
F1/R4 and F1/R5, was significantly enriched over the input (control)
DNA, confirming binding to the 92-bp terminal (Fig. 34). In con-
trast, no enrichment was observed with primers annealing either to
the 2,010-bp fragment (F2/R3), which lacks both the 100-bp repeat
and the 92-bp terminal, or the actin gene (endogenouscontrol).
ChIPwasalsoundertakenwiththe—5299promoterfrom BRo12,
which has four MITE repeats followed by the terminal 88-bp frag-
ment (Fig. 3B). Amplification of IP DNA with primers F1/R1, which
arespecifictothe 100-bp repeat, was significantly enriched overthe
input DNA (Fig. 3B). Collectively, the results in Fig. 3 A and B show
that SDWRKY1 and SbZNF1 bind both to the 100-bp “a” unit
within the MITE repeats and to the 92-bp terminal. The amplifi-
cation profiles of IP DNA (SI Appendix, Fig. S4) with primers
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Fig. 2. Trans-factor positional cloning based on ex-
pression GWAS. (A) Contrasting phenotypes in BR0O07
(Al-sensitive) and SC283 (Al-tolerant) based on root
damage and relative net root growth (%RNRG) assessed in
nutrient solution with {27} uM AB*, in the context of the
BROO7 x SC283 RILs. QTL mapping was carried out for (B)
Al-tolerance and (C) SbMATE expression (eQTL) in the
BROO7 x SC283 RILs. The chromosome 9 region, where
a colocated Al-tolerance/eQTL was detected, is
expanded. GWAS with (D) Al tolerance and (E) SODMATE
expression. SNPs near or within SbMATE previously as-
sociated with Al tolerance (20) are depicted as black
diamonds. Blue and black dashed lines indicate the
SbMATE region (chr 3) and the region harboring sig-
nificant SNPs on chromosome 9, respectively, which
overlap in the RIL QTL map (B and C) and in the GWAS
plots (D and E). (F) Details of the chromosome 9 region
showing physical positions for SNPs with the strongest
association signals with Al tolerance (black dots).
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flanking (F3 and F4) and within (R1) the 100—bﬁ> repeat (lanes1 and
3 1n —5299p) confirm such binding. Because the R1 primer in Fig.
3B does not anneal to the 88-bp terminal in —5299p, we cannot

rule out that the TFs do not bind to that fragment because of its
additional 4-bp deletion compared with the 92-bp terminal fragment
in —2102p (see SI Appendix, Fig. S2B for “a” unit alignments).

The Number of MITE Repeats Correlates With Enhanced SbWRKY1 and
SbZNF1 Transactivation Activity. Because transactivation assays in
yeast are qualitative, we quantified transactivation activity in Ara-

bidopsis. Protoplasts were isolated from Arabidopsis transformed
with the truncated —2102 promoter from Al-tolerant SC283 con-
taining the 92-bp terminal (Fig. 3C). In addition, promoter alleles
containing one (Tx430p) and four (BRo12p) copies of the MITE
repeats followed by the 92-bp and 88-bp terminal (Fig. 3D), re-
spectively, were tested. Reporter gene-specific activity was higher
with protoplasts isolated from Arabidopsis cotransformed with the
92-bp terminal and with SOWRKY1 and SbZNF1 compared with
thenegative controls (Fig. 3C). In addition, elimination of the 92-bp
terminal abolished reporter gene activity (SI Appendix, Fig. S5 A—H),
which is consistent with the transactivation results in yeast.

Reporter gene activity was significantly higher with promoter al-
leles containing four (BRo12p) compared with one (Tx430p) copies
of the MITE repeats (Fig. 3D). For both promoter constructs, a
cotransactivation assay indicated a synergistic mode of action, with a
greater effect on SbMATE promoter activity when both TFs are
present (SbBWRKY1 + SbZNF1) compared with their individual
effects (Fig. 3D). These two promoter alleles vary both for the
number of MITE repeats and for the presence of an additional 4-bp
deletion specifically in the 88-bp unique terminal of the four-repeat
promoter. However, we established previously that both TFsbind to
the 100-bp “a” repeat and to the unrepeated 92-bp “a” terminal
(Fig. 3 A and B). In view of that, even if both TFs did not bind to the
terminal “a” 88-bp fragment of the four MITE-repeat promoter, this
promoter would still harbor four binding sites for the TFs within its
MITE region, in contrast to only two binding sites in the one MITE-
repeat promoter (within its single 100-bp sequence and in the 92-bp
terminal). Itisthusunlikely thattheadditional 4-bp deletionwasthe
cause of the higher transactivation in the 4 MITE-repeat (BRo12p)
promoter compared with the 1 MITE-repeat promoter (Tx430p).
These results strongly suggest that increased binding site abundance
in promoters where the number of MITE repeats has expanded
leads to enhanced TF recruitment.
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Fig.3. SbDWRKY1andSbZNF1bindtoandtransactivatethe SODMATE promoter. Forboth (AandB)ChIP-gPCRand (CandD)transactivationassays, protoplasts
from Arabidopsis stably transformed with promoter constructs were transfected with pEarleyGate104 containing the indicated TFs or with the empty vector
(minussign). Schematics of the SDMATE promoter constructs are shown: the generalstructure MITEregionis depictedin B: the 243-bp MITE element (unit
“b”) is flanked by 100-bp (unit “a”, 100-bp repeat) and 20-bp (unit “c”) sequences, and the number of identical a-b-c triplets varies in different promoter
alleles. The MITE-containing a-b-c triplets (MITE repeats) is terminated by a single 100-bp “a” unit with either an 8-bp deletion (depicted by aninverted
black triangle, present in SC283 and Tx430) or a 12-bp deletion (inverted white triangle, present in BR012), which results in the 88- or 92-bp terminal

fragments. ChIP-gPCR with 5ALa truncated SbMATE promoter from the SC283 line extendm% to position —2,102 bp [-2102promoter(p)] and (B) from BR012
extending to position —5,299 bp [-5299promoter(p)] and containing four copies of the MITE repeats (4x), followe by the 88-bp terminal. Arrows rep-

resent primer (SI Appendix, Table S2) positions. Data were normalized to the input (control) for each sample and are expressed as the fold-enrichment vs.
preimmune 1gG serum controls. Error bars indicate SEM (n = 3), and asterisks indicate significant differences (P < 0.05). (C and D) Transactivation in
Arabidopsis protoplasts. Protoplasts stably transformed with (C) —2102pSC283::GUS and transfected with pEarleyGate104 with or without [pEarley(-)]
the sorghum TFs. Results are the mean * SD of three independent experiments. *P < 0.05; Scott—Knott test. (D) Transactivation with the promoter region of
Tx430 (—4214pTx430::GUS) and BRO12 (-5299pBR012::GUS), with one and four MITE repeats (n), respectively. The error bars represent the limits of the non-

parametric bootstrap confidence interval of 95% with n = 4.

SbZNF1 and SbWRKY1 Alleles from Al-Tolerant and Al-Sensitive Lines
Are Differentially Regulated by A3*. For clarity, alleles are desig-
nated in the text with the gene names (TF is used when refer-
ring to both SOWRKY1 and ShZNF1) subscribed with numbers
indicatingtheallele donors. Welooked at the expression profiles
of SSWRKYI and SbZNF 1 alleles derived from unrelated Al-tolerant
(SC566 and SC283) and Al-sensitive (BRoo7 and BRo12) lines (10)
(Fig. 4A). Genetic backgrounds are depicted by the colored rect-
angles beneath Fig. 44. The SC566- and SC283-NILs carry there-
spective SDJMATE allele (SbMATEj5gs/283, depicted by squares) in the
BRo12 genetic background, and as such, their TF alleles (green
ovals) are the same as the ones in BRo12 (TFo:2).

In the presence of Al3*, both SOWRKYI and SOZNFI were
more highly expressed in Al-tolerant (SC283 and SC566) com-
pared with Al-sensitive (BRo12 and BR007; Fig. 4A) lines. In
NILs in which tolerant SbMATE alleles (SbMATE-283/566) Were
introgressed into the Al-sensitive BR0o12 background (SC283- and
SC566-NILs), TF expression was reduced compared with their
respective Al-tolerant donors (SC283 and SC566). These re-
sponses are similar to their transcriptional target SbMATE, which
also showed reduced expressionin the SC566-and SC283-NILs
compared with the Al-tolerant parents (S Appendix, Fig. S6,5 d,
and ref. 7). Strikingly, the SbWRKY]1 allele derived from the Al-
tolerantline SC566, SbWRKY 1566, was markedly up-regulated by

316 | www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.1808400115

Al3* (SPWRKYI2s3 also shows a consistent tendency for Al3+ up-
regulation, but slighter). In contrast, the Al-sensitive alleles in BRoo7
(SbWRKY1wy7), BR012, and NILs (SbWRKY1012) were strongly down-
regulated by Al3* (Fig. 44). SbWRKI and SbZNF1 exhibited
different transcriptional responses to Al3* in different Al-tolerant
lines, as Al-induced SbWRKY1 expression was greater in SC566
compared with SC283, whereas SbZNF1 Al3* up-regulation and
expression was higher in SC283.

In Sorghum, SbWRK1 and SbZNF1 Alleles Derived from SC283 (Al-
Tolerant) Increase SOMATE Expression. A genetic analysis in the
BR007 x SC283 RIL population was conducted using SbWRKY 1
(W) and SbZNFI1 (Z) gene-specific markers, which were
designed based on polymorphisms that differentiate the 7F2s;
and TFoo7 alleles (Fig. 4B). This was done to select RILs with
different combinations between parental alleles of SbZNF1 and
SbWRKYI (i.e., TF haplotypes). For this analysis, wecompared
SbMATE expression and Al tolerance of RILs selected to con-
tain both TF alleles from the Al- tolerant arent 8 Fs3, Z*/W?
from the Al-sensitive parent (TF007 A / ), and one TF alle
from each parent (Z+/€V

Alinearregression model 1t to all haplotype classesindicated
that both TFs enhanced SODMATE expression (Fig. 4C and SI Ap-

pendix, Fig. S7). Sb(MATE expression for the double homozygous
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Fig. 4. Transcription factor expression profile and effect on SbMATE expression and Al tolerance. (A) SOWRKY 1 and SbZNF1 expression in Al-tolerant (SC283
and SC566) and Al-sensitive (BR007 and BR012) lines, and in the SC566-NIL and SC283-NIL (SC566/SC283 SbMATE in the BR0O12 background). Colored sche-
matics indicate the genetic backgrounds (genome, rectangles), the SODMATE alleles (squares), and TF alleles (ovals), along with the Al tolerance phenotype (7).
Plants were grown on +{27} uM AL+ for 5 d in nutrient solution at pH 4.0 (brackets denote free Al3* activity estimated with GEOCHEM; see SI Appendix,
Supplementary Methods), and the root apices (1 cm) were collected. Values are mean SD (n = 2). Least significant difference (Fisher’s LSD, a = 0.10) bars (in
red) are drawn to scale (Top of the y axis). This experiment was repeated with similar results (S Appendix, Fig. S6, 5 d; n = 3). (B) SOWRKY1 and SbZNF1
polymorphisms in the RIL parents, BR007 (007, Al-sensitive) and SC283 (283, Al-tolerant), which were used toselect RILs with all combinations of TF alleles (i.e.,
TF haplotypes). (C) SbDWRKY1and SbZNF 1 effect on SODMATE expression estimated based on RILs homozygous for the SC283 (Al-tolerant) alleles at both TF loci
(Z*/W+), for the BROO7 (Al-sensitive) allele (Z'/ W™ ), or showing alternate TF alleles (Z*/W~ and Z/W*). Significant differences based on 5% (**) and 12% (*)

confidence intervals. A linear regression model fit to haplotype SbMATE expression was highly significant (***a = 0.01). Physical (Mb) and genetic (cM)

distances between TFs are depicted at the Top. (D) Effect of SbDWRKY1 and SbZNF1 on Al tolerance as measured by relative net root growth (%RNRG).

Different

letters indicate statistical differences (Fisher’s least significant difference, a = 0.08).

haplotypic class containing the Al-tolerant SC283 allele at both
loci (Z*/W+) produced the largest increase in SbDMATE expres-
sion compared with the other haplotype classes, and was more

than 2.3-fold hl%’ler than the class contalmng Al-sensitive alleles
from BR007 at both loci (Z-/W-; C%]
SbZNF1 exerted a stronger effect on ' both SbMATE expression

(Fig.4C) and Al tolerance (Fig. 4D) compared with SbBWRKY1,the
individual effect of which on Al tolerance was below the statistical
power of our haplotype-based approach. This result is likely
population-specific, resulting from stronger Al3+up-regulation of
SbZNF1 expression compared with SbWKRY1 specifically in the
Al-tolerant parent of the RIL population, SC283 (Fig. 4A).

Time-Dependent Expression in Root Apices Exposed to Al3*
for SOBWRKY1 and SbZNF1 Is Similar to SODMATE. Al-induced
expression of both SbBWRKY1 and SbZNF1 was higher in root
apices of Al- tolerant lines compared with the rest of the root
system and shoots (ST Appendix, Fig. S8). This response favoring
preferential expres- sion in root apices was larger for SbWRKY1in
SC566 compared with SbZNF1 in SC283, which are the genotypes
that display the highest expression of each TF gene under Al3* (Fig.
4A). A time-course analysis indicated a general trend for time-
dependentincreasein TF expression in Al-tolerant lines between 1
and 5 d of Al exposure, which was higher for SO WRKY1 (4.2—4.8-
fold) compared with SbZNF1 (1.1-1.6-fold). In general,
preferential, time-dependent expression in root apices exposed to
Al* for SDZNF1 and SbWRKY1 parallels the SbBMATE expression
measured under the same period in Al. For the Al-sensitive lines,
BRo07 and BRo12, SbBWRKY1 and SbZNF1 expression in the
presence of Al3* decreased over the same 1-, 3-, and 5-d periods (ST
Appendix, Fig. S6).

Discussion

We discovered that SbMATE expression is influenced by a cis-
acting tandemly repeated sequence flanking a MITE insertion
upstream of SOMATE, which provides sites in which SbOWRKY1
and SbZNF1 bind and transcriptionally regulate SbMATE.

Melo et al.

Possible binding motifs in the binding fragment are the recog-
nition core for Dof1i/MNB1a zf-TFs (11,12) and a motif similar to
the WT-box, where a WRKY TF has been shown to bind (13) (see
SI Appendix, Table S3 for cis elements identified in silico).
Our results indicate that SbMATE and SbWRKY are coregulated
(r = 0.3; P = 0.08; SI Appendix, Fig. S6). This suggests that
SbWRKYI functionally evolved to regulate SbPMATE expression in
response to Al3*, which is consistent with the active and adaptable
nature of Group III C2H-type zfs (14). SbZNF1 is a DHHC-like S-
acyltransferase zf, and such proteinshave been implicated in abiotic
stress tolerance (15). ShZNF 1 is preferentially expressed in roots of
Al-tolerant lines, but its expression is localized to the root tip to a
lesser extent than ShWRKYI. This pattern may reflect the more
general physiological role of DHHC proteins, stemming from the
DHHC cognate function in increasing protein hydrophobicity (16).
Our quantitative analysis of transactivation in Arabidopsis proto-
plasts positively associated SOWRKY1 and SbZNF1 transactivation
activity and the number of MITE repeats in the SOMATE promoter,
suggesting a dosage dependency. Hence, we propose that the singular
(17), tandemly repeated structure of the MITE repeats has led to
differential TF recruitment (SI Appendix, Fig. S9 A and B), resulting
inthepreviously observed positive correlationbetween the size of the
MITE insertion region and the Al tolerance phenotype (4).
Synergistic transactivation in Arabidopsis protoplasts, in con-
junction with our haplotype analysis of SbWRKY! and ShZNF1
in RILs derived from parents harboring different TF alleles,
suggest that, in sorghum, these TFs cooperate to increase SOMATE
expression. The cDNA sequences of SPWRKY! and SbZNF alleles
in Al-tolerant and Al-sensitive lines were found to be identical.
Therefore, differential, time-dependent regulation by Al3* of TF
alleles appears to be a critical step in the cis/trans interactions
that control SOMATE expression. Although the SC283 (Al-tolerant)
allele of both TFs is up-regulated by Al3+, the alternative, BRoo7
(Al-sensitive allele), is down-regulated (Fig. 44), which helps to
explain why RILs fixed for the SC283 alleles of both SOWRKYI and
SbZNF1 show a 2.3-fold increase in SbMATE expression compared
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with RILs fixed for the BR007 alleles (Fig. 6(:% The estimated TF
effect on Al tolerance (18% increase; Fig. 4D: Z*/W+*vs. Z-/W-) is
equal to the decrease in Al tolerance when the SC283 allele’ of
SbMATE was 1ntr(}gyessed into the background of the Al-sensitive
line, BRO12 (~18% in SC283 vs. SC283-NIL; figure 2 in refi&),
which we show here has low-expressing alleles for both SBWRKY1

and SbZNF1 (Fig. 4A). This suggests that allelic variation at the TF
loci is responsible for our previously observed genetic background
effects, which lead to reduced expression of Al-tolerant alleles of
SbMATE when introgressed into Al-sensitive backgrounds (7).
Our cis/trans interaction model (SI Appendix, Fig. S9) depicts a
possible compensatory mode of action for cis and trans effects in
highly Al-tolerant lines. Accordingly, the loss of one MITE repeat in
SC566 compared with SC283 would be expected to reduce TF oc-
cupancy and, hence, reduce SODMATE expression in SC566. However,
the loss of one binding unit appears to be compensated for by higher
Al3+up-regulation of SOWRKY1 expression in SC566, resultingin
higher SODMATE expression in the presence of Al3*. Conversely, in the
absence of Al3*, high expression of SbBWRKY1 and SbZNF1 in Al-
sensitive lines (BRoo7 and BRo12, with three and four MITE
repeats, respectively; SI Appendix, Fig. S9) does not lead to enhanced
SbMATE expression (Fig. 44 and ST Appendix, Fig. S6). This suggests
the occurrence of independent cis-acting repressor components act-
ing upstream of the MITE repeats in their role of providing TF
binding sites. Although these components likely control extreme Al
tolerance and sensitive phenotypes, SbBWRKY1 and SbZNF1 appear
to act to regulate SD(MATE in Al-tolerant lines.

Compensatory cis/trans effects (2, 18), which appear to be a
rather widespread mechanism that cells use to stabilize gene ex-
pression (19), are implicated in coevolution between cis and trans
mutations. Although cis variants may provide a more stable con-
trol of gene expression under stress, trans regulation is important
for environmental responses (2). In the absence of Al3*, both
SbWRKY1 and SbZNF1 are down-regulated in Al-tolerant geno-
types (SC283 and SC566), reducing SODMATE expression precisely
when root citrate release, which can be costly to the plant, is not
needed because of the lack of Al toxicity. Therefore, the interplay
between cis-acting elements and TFs that are responsive to Al3*
stress may be advantageous, as a result of a balancing effect on
SbMATE expression, which would otherwise be more inflexibly
controlled in cis, resulting in genetic load related to the loss of
carbon during unnecessary root citrate release.

In light of the molecular nature of cis and trans variants that
modulate SDMATE expression, we can now both predict and
circumvent genetic background effects that reduce SbMATE
expression to increase grain yield production on acidic, Al toxic
soils across the world.
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Materials and Methods

Genetic Stocks. Development of NILs, RILs, and hybrid stocks, and the association
panel used for GWAS (20), are described in SI Appendix, Supplementary Methods.

Al Tolerance in Hydroponics. Al tolerance was assessed based on root growth
inhibition, relative net root growth (RNRG), in nutrient solution with and
without {27} uM A3+ at pH 4.0 (20) (brackets denote free Al3* activityesti-
mated with GEOCHEM; see SI Appendix, Supplementary Methods).

Gene Expression via Quantitative RT-PCR. Sorghum plants were grown in
nutrient solution +{27} yM AL>* for 1 and/or 3 and 5 d, depending on the
experiment. Gene expression was assessed either with the TagMan Gene
Expression or SYBR Green assay (Applied Biosystems). Allele-specific ex-
pression was assessed (TagMan) based on an A/T SNP in the first exon of
SbMATE (7), with the A allele present in SC566 and the T allele present in all
other lines. See SI Appendix, Supplementary Methods.

QTL Mapping in a RIL Population. Al tolerance and SDMATE expression data
were obtained in nutrient solution with {27} uM Al3* at pH 4.0 for 5 d, and
QTL mapping with SNP markers was undertaken with TASSEL (GLM) and by
multiple regression.

Genomewide Association Mapping. Genomewide association mapping was
undertaken based on a mixed linear model (Q + K) with TASSEL. SNP markers
were tested for associations with Al tolerance [RNRG; S/ Appendix, Table S4
(20)] and SbMATE expression (AACt) at 5 d of Al exposure.

Transactivation Assays. Full-length promoter fragments and trans-factor cDNA
(v1.4 of the sorghum genome) sequences were commercially synthe- sized, and
transactivation assays were conducted as described in SI Appen- dix,
Supplementary Methods. The experiments were repeated four times with
similar results.

Transcription Factor Effects on SbBMATE Expression and Al Tolerance via
Haplotype Analysis in an RIL Population. SbBWRKY1 and SbZNF1 genotyping
was based on an indel and a SNP polymorphism, respectively, as described in
the SI Appendix, Supplementary Methods.

Chromatin Immunoprecipitation Assay. Leaf protoplasts were isolated from
transgenic Arabidopsis thaliana plants transformed with different SbMATE
promoter fragments and then transformed with the 35S::YFP::SbWRKY1 and
35S:YFP::SbZNF1 vectors. See SI Appendix, Supplementary Methods.
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Fig. S1. Linkage disequilibrium (LD) at the end region of chromosome 9. The physical
region where SNPs associated with Al tolerance and SOMATE expression were found
(Fig. 2F) was assessed for LD. The squared allele-frequency correlations (21) (r?) is
shown as a function of physical distance between pairs of loci.
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Fig. S2. SbWRKY1 and SbZNF1 activate SODMATE promoter alleles in yeast.

(A) Structure of the SOMATE promoter region. The 243-bp MITE element (unit “b”) is
flanked by 100-bp (unit “a@”, 100-bp repeat) and 20-bp (unit “c”) sequences. This MITE-
containing a-b-c triplet (designated MITE repeats) is followed by a single copy of the
100-bp “a” unit with either an 8-bp deletion (depicted by an inverted black triangle,
present in SC283 and Tx430) or a 12-bp deletion (inverted white triangle, present in
BR012), which are the terminal 88- or 92-bp fragments depicted in (B). The number of
identical a-b-c units (n), varies from 1 to 5 in different sorghum lines. (C) SBMATE
promoter alleles (SC283p, BR012p and Tx430p) with 5, 4 and 1 repeats, respectively,
and SC283 truncated constructs containing (-2102pSC283) or lacking (-2010pSC283)
the 92-bp terminal were cloned into pHIS2.1. (D) Transactivation assays in yeast. The
vector pGADT7 contained (+) either the nuclear transcription factor Y (SbNFY1, as a
negative TF control), SOWRKY1 or SbZNF1 TFs (0 GADT7-TF). Strains carrying empty
plasmids (pGADT7(-) and pHIS(-)) are negative controls. Growth of co-transformed
yeast in synthetic drop-out medium lacking leucine and tryptophan (SD-L-T) confirm
the presence of both constructs. Transactivation (Y1H) was monitored on SD-L-T-H
(H, histidine) with 10mM 3-AT. Transformant dilutions are shown at the top.
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Fig. S3. In silico analysis of SbWRKY1 and SbZNF1. (A) Physical positions of SbZNF1
(Sb09g023500) and SbWRK1 (Sb09g021530) in the context of the SbMATE
expression QTL on chromosome 9 (Fig. 2B) and gene models based on Sorghum
bicolor v3.1 (https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html). This version predicts an
isoform of SbZNF1 (SbZNF1.2) in addition to SbZNF1.1, which is common to both v1.4
and v3.1 of the sorghum genome. Protein domains were predicted with Pfam
(http://pfam.xfam.org/). The positions of the transmembrane (TM), Zn-DHHC and
WRKY domains are shown. (B) Multiple alignment of the Zn-DHHC and WRKY
domains was undertaken with Clustal Omega
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msal/clustalo/) and domain architectures of related proteins
in maize (GRMZM), rice (LOC_Os) and Arabidopsis (AT) are shown. Expected values
(e-values) were obtained based on a sequence similarity analysis using as query the
complete protein sequences of SOWRKY1 and SbZNF1 in Phytozome. Alignment of
the WRKY domain indicated that SbWRKY1, AtWRKY46 (AT2G46400) and the
remaining proteins possess a single C2H-type zinc-finger motif, typical of WRKY Group
[l (22). The WRKY (22) and the Zn-DHHC consensus (Pfam, PFM01529) are shown.
Identical (*) amino acid residues and conservation between groups of strongly (:) or
weakly (.) similar properties are shown in the ClustalO output.
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Fig. S4. Chromatin Immunoprecipitation (ChiP) assays show that SOWRKY1 and
SbZNF1 bind to the 100-bp a repeat (within the MITE repeats). Schematic
representation of the SOMATE promoters used in the ChIP assays: (A) promoter
fragment from the BR012 line extending to position -5,299-bp [-5299promoter(p)]
relative to the SbMATE start codon, and (B) SC283 promoter fragment extending to
position -2,102-bp relative to the SbMATE start codon [-2102promoter(p)]. White and
black trlangles on the terminal “a” unit in BR012 and SC283 depict a 12-bp deletion in
BR012 and 8-bp deletion in SC283, compared to the full 100-bp a unit within the MITE.
Arrows represent primer positions whose sequences are in Table S2. The forward
primers, F3 and F4, anneal to the unique 1749-bp fragment upstream of the 100-bp
repeat whereas the R1 primer anneals within this 100-bp repeat. The expected sizes
of each PCR-amplified fragments are shown as numbers in front of thick red and gray
lines. (C) PCR analysis of immunoprecipitated (IP) DNA from Arabidopsis protoplasts
transfected with vector pEarleyGate104 containing SOWRKY1 or SbZNF1 inserts, or
the empty vector (minus sign). Genomic DNA from A. thaliana plants transformed with
the promoter constructs was used as positive control.
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Fig. S5. Transactivation analysis of different truncated fragments of the SbMATE
promoter by SOWRKY1 and SbZNF1. (A) Structure of the MITE repeats as described
in Fig. 3. Protoplasts obtained from Arabidopsis were stably transformed with the GUS-
fused promoter constructs and then electroporated with plasmids containing SbNFY1,
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control of the S35 promoter. (B) Schematic representation of the transactivation results
with a construct containing the terminal 92-bp fragment (data in Fig. 3C) or in truncated
constructs excluding this terminal fragment (C — H). After 36 hours, B-glucuronidase
activity was determined from protein extracts isolated from the transfected cells. The
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Fig. S6. Temporal expression of SODMATE and interacting transcription factors. (A)
SbMATE, (B) SbWRKY1 and (C) SbZNF1 expression in SC566 (Al-tolerant), BR012
(Al-sensitive), SC566 - NIL (BR012 genetic background) and the hybrids BR012 x
SC566-NIL and BR012 x SC566. All these genotypes possess 4 MITE repeats. The
parents of our RIL population, SC283 (Al-tolerant) and BR007 (Al-sensitive), with 5 and
3 MITE copies, respectively, are included. The sorghum genotypes were grown without
(-Al) or with {27} uM AI*+ (+Al) in nutrient solution at pH 4.0 for 1, 3 and 5 days and root
apices (1 cm) were collected for RNA isolation. Error bars depicting standard deviation
(n=3) are shown and least significant difference (Fisher’s LSD, o = 0.05) bars (in red)
are drawn to scale for each gene (top of the Y-axis). A Pearson correlation analysis
was undertaken with gene expression excluding SC283 and BR007, so that only
genotypes with 4 MITE copies were used. SODWRKY1 expression was significantly
correlated with SODMATE expression (r = 0.32, p = 0.08).
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Fig. S7. Full linear regression model fit to SbMATE expression data for all
SbWRKY1/SbZNF1 haplotypes, which is shown as a linear trend-line in Fig. 4C.
SbWRKY1 and SbZNF1 effect on SDMATE expression was estimated based on RILs
homozygous for the SC283 (Al-tolerant) alleles at both TF loci (Z+/W+), for the BR0O07
(Al-sensitive) allele (Z-/W-), or showing alternate TF alleles (Z+/W- and Z-/W+). The
regression model was highly significant (o = 0.01). The intercept (2.96), the slope
(|0.4|) and the coefficient of determination (R?) are shown on top. The high R? value
(0.98) indicates that haplotype variation for the TFs largely explain the variation in
SbMATE expression. 90% confidence intervals for haplotype means are also shown.
RQ: relative quantification using the AACt method (see methods).
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Fig. S8. Tissue-specific expression of SbMATE and the interacting transcription
factors. (A) SDMATE, (B) SbWRKY1 and (C) SbZNF1 expression in SC566 and SC283
(Al-tolerant) and the Al-sensitive lines, BRO07 and BR012. The sorghum genotypes
were grown without (-Al) or with {27} uM AR+ (+Al) in nutrient solution at pH 4.0 for 5
days. The root tip (1 cm), a composite sample of the rest of the root system excluding
the root apex, and shoots were collected for RNA isolation. Standard deviation bars of
three replicates are shown and least significant difference (Fisher’s LSD, a = 0.05)
bars (in red) are drawn to scale for each gene (top of the Y-axis).
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Fig. S9. SODMATE is regulated by cis/trans interactions. (A) The general structure MITE
region is depicted: the 243-bp MITE element (unit “b”) is flanked by 100-bp (unit “a”,
100-bp repeat) and 20-bp (unit “c”) sequences, and the number of identical a-b-c
triplets varies in different promoter alleles. The MITE-containing a-b-c triplets (MITE
repeats) is terminated by a single 100-bp “a” unit with either an 8-bp deletion (depicted
by an inverted black triangle, present in SC283 and Tx430) or a 12-bp deletion
(inverted white triangle, present in BR012), which results in the 88- or 92-bp terminal
fragments. SbWRKY1 and SbZNF1 protein binding is represented by black
(SbWRKY1) and gray (SbZNF1) ovals above the binding fragment (red). The size of
the arrows above genes is proportional to relative expression values following a 5 day
Al exposure for SOBWRKY1 and SbZNF1 in Fig. 4A and SbMATE in Fig. S6. (B)
Amplification profile of the MITE repeats in Al-tolerant and Al-sensitive lines (20). Our
model depicts enhanced recruitment of SbWRKY1 and SbZNF1 to the SbMATE
promoter region in Al-tolerant compared to Al-sensitive lines due to increased binding
site abundance in the Al-tolerant lines, as well as reduced TF expression in Al-sensitive
backgrounds, reducing SbMATE expression.
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CAPITULO 11

DIAGNOSTICO MOLECULAR DO DISTURBIO FISIOLOGICO EM EUCALIPTO
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RESUMO

O termo “distarbio fisiologico” foi cunhado para descrever um estado fisiolégico de
estresse em eucalipto que tem sido relativamente frequente nas regides sul e leste da Bahia.
Este evento estd diretamente relacionado com a perda de dominancia apical, levando a necrose
do tronco principal, comprometendo deste modo, a produ¢do da cultura e principalmente a
qualidade da madeira. Paralelamente, ocorre emergéncia de um tronco secunddrio associado a
um fendmeno de necrose do caule principal que se torna quebradi¢o e os sintomas sao também
associados com perda de turgor, encarquilhamento e amarelecimento das folhas. Os
mecanismos moleculares envolvidos no desenvolvimento dos sintomas e na resposta de defesa
da planta ao distdrbio sdo totalmente desconhecidos. Para compreender os pontos-chave deste
mecanismo e diagnosticar os eventos moleculares associados ao “disturbio fisioldgico, foi
utilizado a tecnologia RNA-Seq para o sequenciamento do transcriptoma a partir de amostras
de caules do clone suscetivel 520 e do clone resistente 1404. As amostras de caules dos referidos
clones foram coletadas no campo, a partir de plantas crescidas no mesmo talhdo sob as mesmas
condi¢cOes climdticas e foram assim designadas: 520-S1, que corresponde ao caule principal
necrosado ou sintomatico, 520-S2, ao caule secundério emergentes, 520-S3 caule assintomético
do clone suscetivel e 1404-R1, caule do clone resistente e, portanto, assintomético. Este
delineamento experimental permitiu inferir que os genes diferencialmente expressos pelo
contraste 520-S1 vs 520-S3 representavam o transcriptoma induzido pelo distdrbio fisiol6gico
enquanto que 520-S2 vs 520-S3 representava o transcriptoma induzido em recuperacdo do
estado de estresse e 1404-R1 vs 520-S3 permitiria avaliar um somatorio do efeito de resisténcia
e de genotipo. O estabelecimento do disturbio fisioldgico provocou uma reprogramagao
massiva na expressdo génica, resultando em 4286 genes diferencialmente expressos. Entre os
genes regulados positivamente houve um enriquecimento de genes na categoria morte celular e
metabolismo secundario ligados a resposta a estresse abidtico.

Diferentemente das amostras S2 vs S3, onde apenas 1311 genes foram
diferencialmente expressos, esta diferenca nos valores de genes DE faz referéncia a transicao
de estado da amostra S2, entre o estado de distirbio fisioldgico e o estado de recuperagdo, com
a emergéncia de um novo tronco. Por meio de Diagramas de Venn, foi possivel analisar as
relacOes entre os conjuntos de genes expressos diferencialmente entre os clones contrastados
ao clone controle, e revelaram um total de 60 genes expressos diferencialmente down regulados
no contraste S1 vs S3 e simultaneamente up regulados em R1 vs S3. Em contraposi¢do, foram

anotados 26 genes na intersecdo entre S1 vs S3 e R1 vs S3, up regulados no primeiro e down



37

regulados no segundo. Resultados da classificagdo por Gene Ontology (GO) enriquecidos em
relacdo aos processos biologicos demonstraram ativacdo dos genes envolvidos em vias de
sinalizagdao de morte celular, ativagdo de processos que envolvem principalmente resposta ao
estresse. Em contrapartida, encontraram-se reprimidos genes relacionados a processos de
desenvolvimento, replicacio do DNA e metabolismo. Juntos, estes dados sugerem que a causa
do disturbio fisiolégico provavelmente esta relacionada a uma ativacao descontrolada da via de
morte celular. A presenca de genes marcadores selecionados com base em andlises de qRT-
PCR para validar os dados de RNA-Seq, constituirio a base para desenvolvimento de
diagnodsticos moleculares em eucalipto, ainda na fase de muda. Posteriormente, andlise de
possiveis SNPs (single nucleotide polymorphism) associados ao distirbio serd realizada com
base nos genes marcadores selecionados, a fim de um conhecimento mais apurado sobre as

causas moleculares do disturbio.
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1. INTRODUCAO

O género Eucalyptus é origindrio da Austrdlia, pertence a familia Myrtaceae,
composto por mais de 700 espécies. Dentro do género Eucalyptus, sdo descritos dez subgéneros,
sendo Symphyomyrtus considerado como principal, com mais de 470 espécies. Entre estas
espécies, as mais plantadas para fins comerciais sdo E. grandis, E. globulus, E. urophylla, E.
calmadulensis, E. saligna e E. tereticornis (Eldridge et al., 1994; Brooker, 2000; Poke et al.,
2005). A espécie E. grandis tem o cultivo localizado em regides tropicais e subtropicais,
enquanto que E. globulus concentra-se em regides temperadas, sendo que seus hibridos sdao
amplamente utilizados para plantagdes industriais devido a capacidade de adaptacdo e
crescimento rdpido (Paiva et al., 2011). As darvores sdo hermafroditas e protindricas,
apresentando fecundacdo preferencialmente alégama, podendo também se reproduzir por
autofecundac¢do, embora haja forte depressao por endogamia (Williams e Woinarski, 1997).

O genoma do eucalipto € diploide, variando entre 600 e 700 milhdes de pares de bases,
distribuidos em 22 cromossomos (2n=2x=22) (Grattapaglia et al., 2012). O sequenciamento
completo do genoma do eucalipto (Myburg et al., 2014), iniciado em 2008 pela rede
internacional EUCAGEN (Eucalyptus Genome Network), foi liderado por cientistas de trés
pafses: Universidade de Pretéria (Africa do Sul); Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
(Brasil), e Joint Genome Institute — JGI do Departamento de Energia dos Estados Unidos
(DOE). O sequenciamento do eucalipto, cujo genoma representa atualmente o chamado
"genoma de referéncia", € da espécie E. grandis, o eucalipto tropical mais plantado no Brasil.
O estudo analisou 640 milhdes de pares de bases do genoma do eucalipto, a decodificacio da
sequéncia completa resultou na identificagdo de todos os 36 mil genes. Desta forma, a
compreensdo da base molecular da plasticidade do eucalipto representa um elemento chave para
a sustentabilidade da industria de base florestal frente as mudancas climdticas que tendem a
aumentar a incidéncia de secas, geadas e grandes flutuacdes de temperatura (Grattapaglia et al.,
2012).

As espécies do género Eucalyptus apresentam propriedades fisicas e quimicas muito
diversas, sendo destinadas principalmente a producdo de carvao, energia, celulose, estacas,
medicamentos, entre outros (Grattapaglia et al., 2012). Assim, este género caracteriza-se por
apresentar rapido crescimento, elevada produtividade, ampla diversidade de espécies, grande
capacidade de adaptacdo, e pelo seu uso destinado a diferentes finalidades, tem sido
amplamente utilizado em plantagdes florestais (Silveira et al., 2007). Tais motivos, fornecem a

base para programas de melhoramento de espécies adaptadas a um amplo espectro de
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ambientes, inclusive no Brasil. Vale ressaltar, que as espécies de eucalipto, apesar de seu rapido
crescimento, os ciclos de melhoramento geralmente levam de 12 a 16 anos para fornecer
gendtipos elite (Rezende et al., 2014).

Segundo dados do IBGE, em 2018, o Brasil continha 9,85 milhdes de hectares de
florestas plantadas, sendo 75,2% de eucalipto e 20,6% de pinus. Em 2016, o Brasil liderou o
ranking global de produtividade florestal, com média de 35,7 m3 ha/ano no plantio de eucalipto
e 30,5 m3 ha/ano no plantio de pinus, de acordo com os dados da Industria Brasileira de Arvores
(IBA). O Brasil, é o 3° maior exportador de celulose, participando com 13,2% do mercado
mundial de US$ 47,98 bi. Do total da producéo brasileira 69% destina-se a exportacdo (Fonte:
www.agricultura.gov.br). Os principais plantios estdo localizados nos estados de Sao Paulo
27%, Bahia 26%, Minas Gerais 13% e Espirito Santo 10% (Fonte: www.bracelpa.org.br).

A cultura do eucalipto se encontra distribuida por quase todo o territério nacional,
sendo que grande parte da area de cultivo apresenta limitacdes ao desenvolvimento das plantas.
Desta forma, uma maior produtividade no setor florestal tem demandado pesquisas a procura
de materiais genéticos mais produtivos e adaptados as diferentes condigdes ambientais. As
plantas se encontram frequentemente sob condicdes desfavordveis ao seu desenvolvimento
(Cambraia, 2005), e estdo aptas a sofrer estresses reversiveis ou irreversiveis (Larcher, 2000)
causados por fatores bidticos ou abidticos (Taiz e Zeiger, 2004). Fatores ambientais podem
ocasionar estresse em uma planta, tais como radiacdo solar, solo, disponibilidade hidrica e
temperatura (Souza et al., 2006).

Em plantacdes de eucalipto, a disponibilidade de dgua € um fator limitante para o
crescimento e produtividade. O estresse hidrico por escassez de dgua ocorre quando a baixa
disponibilidade de 4gua afeta os processos fisiologicos (Silva, 1998), como transpiracdo,
fotossintese, abertura estomaética (Flexas et al., 2002; Chaves et al., 2003; Wright et al., 2004),
producdo de 4cido abscisico (Taylor et al., 2000; Seki et al., 2007) e ajuste osmoético (Bray,
1997; Callister et al., 2006). Como resposta a deficiéncia hidrica, as plantas passam por
mudancas fundamentais na relacdo da célula com a dgua e nos seus processos fisiol6gicos
(Pimentel, 2005) e morfolégicos (Chaves et al., 2004), influenciando a sua capacidade de tolerar
as condi¢des adversas do meio. Por conseguinte, ha restricio ao acimulo de massa (Silva,
1998), prejudicando tanto no crescimento inicial das plantas como nos estddios mais tardios,
limitando a dimensdo das folhas individuais, o ndmero de folhas, o numero e taxas de
crescimento dos ramos e o crescimento do caule (Osério et al., 1998).

Outro fator limitante para o desenvolvimento da cultura, sdo os solos pobres, muito

intemperizados e lixiviados, onde os nutrientes ocorrem em niveis limitantes para o
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desenvolvimento das plantas. A aplicacdo de fertilizantes é necessdria para corrigir as
deficiéncias nutricionais desses solos, permitindo dessa forma a obtencdo de maior
produtividade. No Brasil, o boro € o micronutriente que apresenta niveis mais limitantes nos
solos florestais (Silveira et al., 2007). Os fatores que afetam a disponibilidade de boro no solo
sdo caracterizados por pH, textura, umidade, temperatura, matéria organica, quantidade e tipos
de argila. Os primeiros sintomas de deficiéncia de boro em eucalipto foram verificados por Vail
et al. (1957) e Savory (1962). Esses autores relataram que o principal sintoma € a seca de
ponteiro (“dieback™), sendo que as manifestagcdes ocorrem, principalmente, durante as estagdes
secas. Em eucalipto caracterizam-se por folhas novas cloréticas, pequenas e mal formadas, com
aspecto de “falta de pedacgos”; encarquilhadas e coridceas; presenca de nervuras extremamente
salientes com posterior necrose, dando aspecto de “costelamento”; morte da gema apical e seca
de ponteiro seguida de brotacdes das gemas axilares, com posterior bifurcacio do tronco; caules
e ramos retorcidos devido a falta de lignina; rachaduras da casca com exudac¢do de goma e
necrose dos tecidos; morte descendente dos ramos e achatamento do caule devido a morte do
cambio (Tokeshi et al., 1976; Rocha filho et al., 1978; Dell & Malajaczuk, 1994; Silveira et al.,
1996). No campo, a deficiéncia severa leva a mortalidade das é4rvores, enquanto que a
deficiéncia leve pode proporcionar apenas danos nos galhos e troncos (necrose dos tecidos e
gomose) e baixa qualidade da madeira. Entretanto deve-se ressaltar que a exigéncia de boro e
os danos causados pela caréncia diferem entre espécies e gendtipos (Stone, 1990). Igualmente
ao que ocorre na parte aérea do eucalipto, os sintomas de deficiéncia de boro manifestam-se
também nas raizes.

Além dos efeitos ja citados, deve-se ressaltar que a baixa temperatura, também ¢é
considerado como um fator abiético de importancia, uma vez que restringe a produtividade e
limita 4reas de cultivo de plantas. A aclimatacdo ao frio € um processo que induz mudancgas na
expressao génica, resultando em alteracdes fisiologicas e bioquimicas, podendo inclusive
causar alteragdes no teor de lignina das plantas (Moura et al., 2010). Em plantas de Populus,
observou-se aumento na deposi¢do de lignina apds tratamento em temperatura de 10°C
(Hausman et al., 2000).

A indugdo da sintese de lignina, segundo os autores, estaria relacionada ao refor¢co da
parede celular contra estresse mecanico ou por desidratacdo. Estudos evidenciam, aumento do
teor de lignina em Eucalyptus globulus, quando submetidos a estresses hidrico e por baixa
temperatura (Souza, 2013). A parede celular constituida por celulose, hemicelulose, pectinas,
proteinas e lignina, atua na defesa da planta contra-ataques de patdégenos e estresses abioticos,

define o formato da célula, regula o seu crescimento e proporciona suporte mecanico e
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estrutural as plantas (Zhong and Ye, 2007). A deposi¢do da lignina na parede celular secundaria,
apos a finalizacdo do alongamento celular € regulado por uma cascata de fatores de transcri¢ao
(FTs). Estudos realizados em Arabidopsis thaliana t€m demonstrado a existéncia de varios FT's
envolvidos na biossintese de parede celular secunddria (McCarthy et al., 2009). Algumas
familias de FTs relacionadas a deposi¢do da lignina sao: Familia Homeobox (Mele et al., 2003),
a familia génica NAC (Nam Ataf CUC2) (Wang et al., 2011; Zhong et al., 2008; Yamaguchi et
al., 2011), membros da familia LIM (Patzlaff et al., 2003; Kawaoka and Ebinuma, 2001;
Kawaoka et al., 2006) e por fim, familia MYB (Legay et al., 2007; Jin et al., 2000; Wang and
Dixon, 2012; Zhong and Ye, 2009).

Os fatores abidticos ndo s@o os Unicos responsdveis pela perda da producdo do
eucalipto, com a expansao da cultura, t€ém sido relatados um aumento no registro de doengas
em viveiros e em plantagdes florestais. Algumas doencas sem expressdo econdmica sao
conhecidas desde a década de 1980, como o cancro e a ferrugem do eucalipto (Krugner, 1980;
Ferreira, 1989). O agente causal do cancro do eucalipto é o fungo Crysoporthe cubensis. Esta
doenga foi registrada nas espécies E. grandis. E. oreades e E. viminalis, por Auer (1996). O
agente causal da ferrugem € o fungo Puccinia psidii Winter, sendo que a doenca foi registrada
somente em E. grandis e E. dunnii (Auer et al., 2010). Os principais danos da ferrugem sdo a
reducdo da drea fotossintética e o impedimento do crescimento nos dois primeiros anos de idade
das arvores altamente suscetiveis (Ferreira, 1989). Apds esta idade, a doenca ndo causa danos.
O 1mpacto pode ser verificado na redugdo da produtividade da floresta nos primeiros anos de
crescimento, com consequente queda no seu volume final. Além dos fungos, existe um grupo
de fitopatégenos da cultura do eucalipto, fitobactérias Ralstonia solanacearum, Erwinia psidii
e Xanthomonas axonopodis, também foram relatadas como importantes agentes causais de
doengas do eucalipto no Brasil (Alfenas et al., 2009).

Recentemente foi identificado um estado de comprometimento fisiolégico no
eucalipto, designado “disturbio fisioldgico” associado a um conjunto de sintomas. Entre eles,
incluem murcha das folhas, amarelecimento das folhas, seca do ponteiro, multiplicacdo de
ramos na copa devido a perda de dominancia apical, necrose do tronco principal na parte
inferior devido ou levando a perda de dominancia apical, multiplicacdo de ramos ao longo do
tronco e formacdo de cascas necrdticas, enrugadas e secas, ao longo do tronco em arvores
adultas. Embora alguns desses sintomas também estejam associados a resposta por patégenos
ou resposta a seca, tipicamente, os estdgios iniciais do estabelecimento do ‘“disturbio
fisiologico” tém sido associados a perda de dominancia apical e ramificagdo da parte inferior

do caule ou da copa, com morte celular e necrose do caule primdrio, o que o diferencia de outras
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anomalias bidticas e abidticas. Assim sendo, torna-se possivel delimitar um conjunto de
sintomas que resultam nas anomalias de desenvolvimento tipicas do “distirbio fisioldgico” e
diagnosticar corretamente as plantas acometidas. Claramente, o denominador comum de todos
os sintomas, durante a evolugao do distirbio, parece ser a ativagdo descontrolada de vias de
sinalizacdo de morte celular, levando a necrose ou senescéncia induzida por fatores climaticos.

Morte celular programada (PCD) é uma via de sinalizacdo em plantas ativada por
vdrios estimulos endégenos (como sinais de desenvolvimento) e exdgenos (como estresses),
sendo um processo altamente dindmico e regulado, capaz de perceber estresse intracelular
dentro de minutos e rapidamente montar uma resposta apropriada para lidar com o dano celular
(Batoko et al., 2017). Isto somente € possivel porque uma gama de vias de sinalizacdo celulares
nio relacionadas convergem para ativacdo da maquinaria de morte celular programada
sinalizando para uma diversidade de condi¢des (Reis et al., 2011; Pimenta et al., 2016). De uma
forma geral, PCD permite que organismos sésseis como as plantas se protejam contra estresses
bidticos e abidticos (Costa et al., 2008; Mendes et al., 2013). Acredita-se que vdrias vias de
sinalizagdo celular de adaptagdo das plantas ao meio ambiente sdo, de alguma forma, integradas
com a sinaliza¢do de morte celular programada (Batoko et al., 2017).

Este conjunto de informagdes, associados aos sintomas tipicos do “distirbio
fisiologico”, ¢ um indicativo forte de que provavelmente vias de sinalizacdo de morte celular e
integradas com estresses que permitem as plantas a se adaptarem com o meio ambiente estao
sendo inibidas ou ativadas irregularmente nos genotipos suscetiveis em resposta a fatores
climéticas. Neste caso, os fendtipos observados sdo provavelmente resultantes de um somatorio
dos efeitos genéticos, ambientais e da interacdo gendtipo x ambiente.

Embora tenham sido identificados gendtipos resistentes e suscetiveis, as causas da
ocorréncia do disturbio fisiolégico e os genes associados as respostas moleculares alteradas sao
totalmente desconhecidos. A elucidacio desse fendmeno requererd um conhecimento pleno das
vias de sinalizacdo de morte celular ativadas, sua integracdo com respostas a estresses abioticos,
além dos genes e proteinas envolvidas na regulacdo dessas vias. Devido a abrangéncia prevista
da resposta molecular, este conhecimento somente serd possivel por meio de estudos
moleculares de amplitude gendmica. Determinar o transcriptoma induzido pelo distirbio
fisiol6gico em gendtipos suscetiveis e contrastid-lo com gendtipos resistentes fornecerd
informacdes valiosas sobre os mecanismos moleculares que levam ao aparecimento da
anomalia. O custo e a facilidade em relag@o ao sequenciamento do genoma tém se tornado uma
alternativa economicamente mais vidvel para a realizacdo do sequenciamento do transcritoma

(Chapelev et al., 2009).
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Desta forma, faz-se necessdrio a interacdo entre as técnicas biotecnoldgicas de
gendmica, transcriptomica, protedmica e bioinformaética para permitir a descoberta de novos
genes, surgimento de novas perspectivas sobre a estrutura e fun¢do de genes e proteinas e a
formulacdo de novas hipéteses sobre o funcionamento de respostas multigénicas complexas
(Grattapaglia et al., 2009 e Grattapaglia et al., 2012). O método de estudo do transcritoma
através de plataformas de sequenciamento de nova geracdo € conhecido como RNA-Seq
(Wang, et al., 2009). Os fragmentos de RNA sdo geralmente convertidos em cDNA e, em
seguida, se ligam a adaptadores em ambas as extremidades. Cada molécula de cDNA ¢é
amplificada para ser, entdo, sequenciada em uma extremidade (single-end) ou em ambas as
extremidades (paired-end). O alinhamento das sequéncias em um genoma de referéncia permite
0 mapeamento da estrutura e estimativa dos niveis de expressdo de cada gene (Holt & Jones,
2008).

Assim sendo, o objetivo primordial dessa investigacdo consistiu em determinar e
analisar a variacdo de expressdo génica em gendtipos contrastantes para resisténcia e
suscetibilidade ao disturbio fisiolégico. As andlises de expressdo génica a partir de RNASeq
certamente permitird a identificacdo de genes chaves que poderdo constituir a base para
desenvolvimento de diagndsticos moleculares precoces do distirbio fisiol6gico em eucalipto

na fase de muda.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta do Material vegetal

Foram utilizados quatro clones de Eucalyptus grandis, 0520, 2361, 1404 e 1407 como
material contrastante para andlise de sequenciamento de RNA. Os clones 0520 e 2361 sao
classificados como susceptiveis - identificados no campo com sintomas tipicos de distirbio
fisiologico, enquanto os clones 1404 e 1407 sdo resistentes ao distirbio. Quinze mudas de cada
clone, sem sintomas, foram transplantadas para vasos de 2 L. de capacidade, com substrato
MecPlant® e mantidas em de casa de vegetacgao.

Para coleta dos clones em condicdes de campo, foram definidas regides de amostragem
no tronco e folhas, assim denominadas: S1- tronco necrosado do clone 0520 e 2361, S2- tronco
emergente, S3-controle, oriundo de plantas susceptiveis (mesmo gendtipo susceptivel) sem
sintomas, S4- folhas de plantas susceptiveis com sintomas e S5- folhas de plantas susceptiveis
sem sintomas. Quanto aos clones resistentes 1404 e 1407, foram coletadas duas amostras, R1 e
R2, similar as amostras S3 e S5, porém referente a um genétipo resistente (Figura 1).

A coleta do material foi feita no campo pertencente a empresa BRASSEL,
(Alagoinhas—BA) por técnicos especializados. Foram coletadas trés repeti¢des bioldgicas de
cada amostra, plantadas na mesma drea de cultivo e sujeitas as mesmas condi¢des climéticas,
sob o estdgio de desenvolvimento de 4 a 7 meses. Imediatamente apds a coleta, ainda em campo,
as amostras foram congeladas em nitrogénio liquido, e posterior acondicionadas em gelo seco,
para seguir viagem a Vicosa-MG até seu processamento no Laboratorio de Biologia Molecular

de Plantas/Bioagro/UFV.

2.2 Extracao de RNA total das amostras de eucalipto

A extragdo de RNA total dos clones 0520 e€1404 foi realizada conforme descrito por
Chang, Puryear e Cairney (1993) com algumas modificacdes. Foi utilizado 0,2 g de cada
amostra armazenada em -80°C e entdo macerada em nitrogénio liquido com auxilio de almofariz
e pistilo.

Ao material macerado foi adicionado 1 mL do tampao de extra¢do, contento 2%(w/v)
CTAB (cethyltrimethylammonium bromide), 2%(w/v) PVP, 100 mM Tris-HCL, 25 mM
EDTA, 20mM NaCl, and 2% B-mercaptoethanol. As amostras foram incubadas por 20 minutos

a 65 °C. A esse material adicionou-se 1 mL de cloroférmio, seguida de centrifugacdo a 15.000 x g,
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por 10 minutos, a 4°C. Apds uma segunda extracdo do sobrenadante com igual volume de
cloroférmio, RNA total foi precipitado do sobrenadante com igual volume de isopropanol
(aproximadamente 400 pL), por 10 minutos a temperatura ambiente e, posteriormente, por
centrifugacdo por 10 minutos a 4 ° C (12.000 x g). Apds a centrifugacio, o sobrenadante foi
descartado, o sedimento foi lavado com 1 mL de etanol a 80% preparado com agua DEPC, e os
microtubos foram conduzidos para outra centrifugacio por 1 minuto a4 ° C (12.000 x g). O liquido

residual foi removido do tubo com uma pipeta e seco sobre papel absorvente, antes de ser

ressuspendido em 20 pl de dgua tratada com DEPC.

Plant 1 Plant 2 Plant 3
Susceptible genotype with symptoms Susceptible genotype without symptoms Resistent genotype

Figura 1. Representacdo esquematica das amostras de eucalipto.

A planta 1 é representada pelo gendtipo suscetivel com sintomas, a planta 2 pelo mesmo genétipo, porém
(ainda) sem sintomas, ao passo que a planta 3, apresenta genétipo resistente. As amostras S1, S2 e S3
indicam o caule primério necrosado, o caule secunddrio eminente de plantas sintomaticas e o caule
primdrio, na mesma altura dos nds, de plantas assintomaticas, respectivamente. As amostras S4 e S5
indicam as folhas de plantas sintomaticas e assintomaticas, respectivamente. As amostras R1 e R2, sdo
caules e folhas de plantas resistentes. Estas amostras foram coletadas na mesma area de plantio.

2.3 Integridade e preparo das amostras de RNA para envio ao sequenciamento

A quantificacdo do RNA foi monitorada por espectrofotometria, pela relagdo de
absorvancia 260/280 e a integridade destes RNAs foi verificada por eletroforese em gel de
agarose desnaturante 1,5 %, e também pelo equipamento 2100 Bioanalyser (Agilent

Technologies), observando-se a pureza e o tamanho das amostras.
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O RNA total de cada uma das amostras foi diluido para 5000 pg/uL para a visualizacao
da sua integridade no instrumento 2100 Bioanalyser (Agilent). Para isso, foi seguido o
protocolo Agilent RNA 6000 pico Assay, de acordo com os procedimentos recomendados com
relacdo a utilizacao do equipamento e a corrida das amostras, que foi efetuada usando um chip
especifico de RNA, juntamente com os kits de andlise de RNA.

O resultado das separacdes foi registrado para avaliagcdo através do software 2100
Expert que contém um pacote de ferramentas para correcdes dos eletroferogramas com
alinhamento dos picos, cédlculo de tamanho e de concentracdo dos fragmentos.

Como resultados, sdo fornecidos os valores de RIN (RNA integrity number) de cada
uma das amostras, que estima a integridade do RNA, juntamente com o eletroferograma dos
rRNAs 28S, 18S e 5S, cuja integridade € essencial para a construcio da biblioteca de RNAseq.
A escala do RIN vai de 0 a 10, considerando o RNA com um nimero menor que 6 de baixa
qualidade.

Desta forma, foram selecionadas inicialmente 4 amostras, com base nos valores
obtidos de RIN. As amostras S1.1, S1.2, S1.3; S2.1, S2.2, S2.3; S3.1, S3.2, S3.3 e R1.1, R1.2,
R1.3. com trés replicatas bioldgicas, pertencem aos clones 0520 e 1404 que foram enviadas

para seu sequenciamento na empresa Macrogen Inc. (Korea).

2.4 Sequenciamento de alto desempenho do transcriptoma — RNA (Seq)

Para o sequenciamento do RNA, utilizou-se a tecnologia da plataforma [llumina
HiSeq™ 2500, no modo paired-end. Cada flowcell contém vérias faixas com cada faixa
produzindo 250 milhdes de leituras (ou seja, até 500 GB / flowcell) com o comprimento de cada
sequéncia lida de 35 bp a 250 (3402Bioinformatics). O processo de sequenciamneto no Hiseq,

consiste em etapas: praparo das bibliotecas, geracao de clusters e sequenciamento.

24.1 Construcao da Biblioteca de cDNA.

Antes de proceder a construcao da biblioteca de cDNA, a empresa Macrogen avalia a
qualidade das amostras usando o Bioanalyzer 2100 da Agilent Technologies mediante o0 método
RNA integrity number (RIN). Amostras com um RIN (préximo ou maior do que 7,0), ou razio
perto de 1,5 sd@o recomendas para prosseguir com a constru¢ao da biblioteca.

Para construcdo da biblioteca de cDNA, a partir das amostras de RNAs totais referidas

anteiormente, utilizou-se a metodologia descrita como TruSeq mRNA library construction, de
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acordo com protocolo disponibilizado pela Illumina®. As bibliotecas foram preparadas com
TrueSeqTM RNA Sample Preparations Kitts (ILLUMINA 2011), da qual consiste de cinco
etapas principais: (1) selecdo de RNAs mensageiros (RNAm) pela cauda poli-A na regido
terminal 3} usando sondas de oligonucleotideos de timina (poli-T); (2) formagdo da cadeia dupla
de cDNA; (3) fosforilacdo da extremidade 5 e reparo das extremidades da cadeia dupla de
cDNA; (4) adicdo da base Adenina a extremidade 3} (5) ligacdo dos adaptadores as duas
extremidades dos fragmentos de cDNA. Através de um correspondente nucleotideo T ligado na
extremidade 3’ do adaptador, o que garante a complementariedade das saliéncias. Essa
estratégia permite hibridizacdo de cDNAs de dentro de uma flow cell.

Finalmente os fragmentos que possuem os adaptadores em ambas extremidades sdo

ligados a templates complementares que estio fixos numa superficie s6lida chamada célula de

fluxo (flow cell).

2.4.2 Formacao de clusters paired-end

Para a realizagdo do sequenciamento, os templates fita simples sdo primeiramente
amplificados para formar clusters clonais na flow cell de sequenciamento.

Os adaptadores ligados as extremidades dos fragmentos de cDNA foram hibridizados
a flow cell pela extremidade 5, na flow cell existe uma superficie composta por 6ligos
complementares aos adaptadores das bibliotecas. A extremidade 3’estd livre para servir como
iniciador na rea¢do de sequenciamento, formando pontes para favorecer a amplificacdo, na
presenca da enzima polimerase e de nucleotideos ndo marcados. Este processo consiste numa
reacdo de PCR para obter seletivamente mais fragmentos de cDNAs que contém moléculas de
adaptadores em ambas as suas extremidades, e para aumentar a quantidade de template da
biblioteca. Os ensaios de PCR foram realizados com um coquetel de primers complementares
as bases das extremidades dos adaptadores. Posteriormente, os amplicons sofrem desnaturagao,
onde, as fitas sdo separadas e linearizadas, formando uma nova ponte para permitir a
amplificacdo. Estes passos sdo repetidos sucessivamente, gerando milhdes de clusters de um

determinado fragmento (Carvalho; Silva, 2010).

4.3 - Sequenciamento

A flow cell contendo os clusters ja formados € colocada no equipamento HiSeq 2500,

onde milhdes de clusters sao sequenciados simultaneamente. Uma nova desnaturagdo € feita
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para dar inicio a ciclos automatizados de extensdo e captura de imagem. Neste instante, ocorre
a incorporac¢do dos nucleotideos marcados com fluor6foros e sequenciamento por sintese
base a base em paralelo. Estes nucleotideos t€m propriedades de terminagdo, o que permite
parar a sintese de DNA quando a enzima DNA polimerase integra o nucleotideo correspondente
na fita nascente. Uma vez integrado, os fluor6foros sdao excitados por uma série de lasers. A
luz emitida serd diferencial dependendo do nucleotideo incorporado, e esta informacdo é
captada por cameras.

ApOs a incorporagdo de cada nucleotideo no fragmento em sintese, ocorre uma etapa
de lavagem para remog¢do dos reagentes excedentes e do fluor6foro do nucleotideo incorporado
no ciclo anterior, para a ligacdo de uma préxima base na regido de sequenciamento (Carvalho;
Silva, 2010). O processo se repete por varios ciclos referentes ao sequenciamento da Read 1. A
fita recém sintetizada foi desnaturada ao final do sequenciamento da Read 1 e sua extremidade
3’entdo desbloqueada para sintese da fita molde, permitindo assim, o sequenciamento da Read

2 (paired end ).
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Figura 2. Sequenciamento plataforma illumina HiSeq™ 2000.

Os adaptadores sdo anelados nas extremidades dos fragmentos. Os fragmentos se ligam a flowcell, na
qual a superficie possui oligonucleotideos complementares aos adaptadores ligados. Uma reacdo de PCR
amplifica cada fragmento ligado para produzir aglomerados de fragmentos, e agora ambos os fragmentos
estdo ligados a flowcell. Os amplicons sofrem desnaturacdo, assim, estdo livres para uma nova
amplificacdo. Esta PCR € repetida por vérias vezes, resultando em um clusters de cépias ao redor do
fragmento inicial. Inicia-se entdo o sequenciamento ciclico desses clusters de fragmentos. Em cada ciclo
de sequenciamento, um nucleotideo ligado ao fluoréforo € adicionado a fita crescente. Lasers excitam
os fluoréforos, e um scanner 6ptico capta os sinais de cada clusters de fragmento. Em seguida, o
terminador é removido e o préximo ciclo de sequenciamento € iniciado.

Fonte: disponivel em http://www.3402bioinformaticsgroup.com/service/

2.5 Bioinformatica

Diversas ferramentas de bioinformatica foram recentemente desenvolvidas para
analisar a imensa quantidade de informacao gerada pela técnica de RNA-Seq. Estas ferramentas
diferem entre si quanto a normalizagdo e as tecnicas estatisticas aplicadas com impacto nos

resultados finais (Almeida, 2013).
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O sequenciamento de RNA (RNA-Seq) tornou-se uma tecnologia muito utilizada para
criar perfis de expressdo génica. A técnica € capaz de revelar um repertério completo de
isoformas de splices alternativos no transcriptoma e langa luz sobre os transcritos mais raros e
especificos das células (Trapnell et al., 2012). Com o perfil de RNA-Seq é possivel identificar
genes ou vias moleculares que sdo expressas diferencialmente (DE) entre duas ou mais
condi¢Oes bioldgicas. Assim, faz-se necessario criar um fluxo de trabalho computacional para
a deteccdo dos genes e vias (Chen et al., 2014).

As primeiras etapas apOs o processo de sequenciamento, foram realizadas pela
empresa Macrogen numa etapa de controle de qualidade. Posteriormente, iniciaram-se as

andlises com ferramentas de bioinformatica, conforme esquematizado na Figura 3.

2.5.1 \Verificacao da qualidade das leituras geradas

A empresa Macrogen realizou a primeira etapa de andlises apds o sequenciamento: O
software de conversao Illunima bcl2fastq2 foi utilizado para conversdo dos dados gerados no
sequenciamento para o formato de sequéncia fastq.

Posteriormente, foi realizado o controle de qualidade das reads. As reads representam
sequéncias curtas provenientes do sequenciamento (em nimero de milhdes), para isso utilizou-
se a ferramenta FastQC. Este software analisa parametros como a qualidade da sequéncia por
nucleotideo (Q20 e Q30), por conteudo de GC, por contetido de nucleotideos ndo determinados
(N) e outros. FastQ usa o phred quality score para determinar os Q20 e Q30 score, a partir da
probabilidade de que uma base na leitura tenha sido atribuida de modo errébneo durante o
sequenciamento.

E entdo, foi feita a remocao dos adaptadores Illumina, utilizados para ancoragem dos
primers de sequenciamento. A remocao dos adaptadores € de grande importancia, devido ao
fato que, podem ser incorporadas na montagem dos genes ou no mapeamento do genoma de
referéncia, contribuindo, desta forma, para uma montagem errOonea das sequéncias. As
sequéncias dos adaptadores, foram eliminadas com o software Trimmomatic (Bolger et al.,
2014). Na trimagem dos dados, para remocao das leituras e sequéncias de baixa qualidade, foi
utilizado o FASTX-Toolkit (http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/). A anédlise de qualidade

das sequéncias foi realizada antes e apds a limpeza das reads, pelo programa FastQC.


http://support.illumina.com/downloads/bcl2fastq-conversion-software-v217.html
http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/
http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/
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Figura 3. Representacio esquematica das diferentes ferramentas de bioinformatica envolvidas nas
analises de RNA-Seq.
Fonte: Adaptado de (J. Soewarto et al., 2018).
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2.5.2 Alinhamento das leituras, montagem de transcritos, analises de expressao
diferencial dos genes e mapeamento das redes de co-expressio e modelos de
sinalizacao celular alterados.

O alinhamento das reads no genoma de referéncia de E. grandis (versdo2.0) (Myburg
et al., 2014) disponibilizado no portal Phytozome
(https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html), foi realizado utilizando o software HISAT2
versao 2.05 (Kim et al. 2015). O software € especifico para alinhamento de sequéncias curtas
de grandes genomas, com maior eficiéncia e acurdcia, de uma maneira rdpida e consumindo
pouca memoria devido a forma como este indexa os dados.

Sabendo-se que o ndimero de reads mapeados para cada tipo de RNA € linearmente
correlacionado com a sua abundancia dentro da célula (nimero de reads o nivel de expressao
do gene), a proxima etapa a partir do arquivo resultante do alinhamento, foi reunir as reads
numa unidade com algum significado biolégico. A contagem das reads mapeadas por gene foi
feita pela funcdo featureCounts implementada no pacote Rsubread (Liao et al., 2013),
disponivel no programa R/Bioconductor.

Essas contagens precisam ser normalizadas para a remocdo de viés técnicos
decorrentes dos passos necessdrios para andlise do RNA-Seq, portanto, € preciso equacionar os
dados para uma medida mais correta da taxa de expressao dos RNAs. Para a normalizagcao dos
counts foram utilizados pacotes disponiveis no Bioconductor.

Para anélise de expressao génica diferencial (DGE) utilizou-se o pacote R/Biocondutor
DESeq2 (Love et al, 2014) onde o valor “p” foi corrigido pela taxa de descoberta falsa. O valor
de p significativo foi ajustado para 0,05. A anélise de expressao diferencial, utiliza o ndmero
de reads reportadas para cada gene em cada amostra. Diversos modelos estatisticos baseados
no teste exato da binomial negativa e nos modelos lineares generalizados foram testados com
base nos resultados de contagem das reads, para entdo obter os genes diferencialmente
expressos (Anders et al, 2013).

Posteriormente, novas regides do genoma onde ocorrem expressao foram identificadas
por meio do programa Genome Browser e, portanto, novos genes foram estudados. Andlises de
expressao diferencial de éxons foram estudadas usando o pacote DEXSeq (um pacote do
Bioconductor) para a detecc@o de novas formas alternativas de “splicing” (Anders et al, 2012).
Esses dados foram anotados usando o banco de dados Phytozome 12.1 (Eucalyptus grandis

v2.0) e armazenados em um banco de dados relacional, PostgreSQL 10, e uma interface de


https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html
http://ccb.jhu.edu/software/hisat2
https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/DESeq2.html
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acesso foi implementada em PHP. Este sistema estd disponivel online e presente no servidor do
Laboratério de Biologia Molecular de Plantas, Bioagro/UFV.

Para o refinamento das andlises, primeiramente, foi feita uma andlise de enriquecimento
génico usando o teste da exato de Fisher para categorias da ontologia génica (GO), pelo pacote
GOstats, do R / Bioconductor (Falcon e Gentleman, 2007) e das vias metabdlicas presentes na
base dados “Plant Metabolic Network™ (Sheth et al, 2014). Por meio dos ortélogos
identificados, rede de interagc@o proteina-proteina e de interagdes genéticas foram construidas.
Usando a biblioteca de constru¢do de grafos Boost Graph Library (BGL) em C++ foi construida
in silico uma rede dindmica onde diversas operacdes tais como centralidades, caminhos mais
préximos e caminhos de méxima significancia poderdo serem usados para inferir novas vias de
sinalizagdo e regulacdo.

A expressao diferencial de genes considerados potencialmente relevantes por meio da

andlise de biologia sist€mica foi validada por meio de RT-PCR quantitativo.

2.6 Extracao de RNA dos clones de eucalipto e sintese de cDNA

A extracao de RNA dos clones 0520, 2361, 1404 e 1407 foi realizada pelo método,
CTAB, seguido por precipitacio com isopropanol, conforme descrito no subitem 2.0. A
integridade do RNA foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 1,5%. O RNA foi
quantificado no espectrofotdmetro e a concentra¢io foi expressa em pg x uL'. O RNA total
isolado (4ug) foi tratado com DNase livre de RNAse (Invitrogen) e utilizados para obtengdo
do cDNA, usando a enzima transcriptase reversa M-MLV (Invitrogen) e oligo-dT, de acordo

com determinagdo do fabricante.

2.7 Andlises de transcritos por qRT-PCR

Os primers utilizados para detectar o acimulo de transcritos com RT-PCR em tempo
real, foram projetados usando o Primer Express 3.0 (Life Technologies), com base nos genes
selecionados. A selecdo dos 14 genes de interesse, foi feita a partir dos dados de contrastes entre
clone 1404 R1 vs clone 520 S3, clone 1404 R1 vs clone 520 S1, clone 1404 R1 vs clone 520
S2, clone 520 S1 vs clone 520 S2, clone 520 S1 vs clone 520 S3 e clone 520 S2 vs clone 520
S3 disponivel em http://200.235.143.46/eucaliptus/, com base nos valores de Log> Fold Change

e p valor . Os primers estao listadas na Tabela 1.


https://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/html/GOstats.html
http://200.235.143.46/eucaliptus/
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Anterior as andlises de qRT-PCR, foram realizados testes para verificar a efici€éncia de
amplificacdo dos primers desenhados, sendo utilizadas as condi¢des dos primers com eficiéncia
maior ou igual a 95 %. As reagdes de RT-PCR em tempo real foram realizadas em um
equipamento 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems) utilizando a metodologia
SYBR Green PCR Master Mix (Life Technologies). Como referéncia endégena, foram testados
os genes eEF2 (Eukaryotic translation elongation factor 2), ACT (Actin-related protein 3) e 308
(30Sribosomal protein S5, chloroplastic).

As reacoes de qRT-PCR foram preparadas em um volume final de 10 puL, contendo
template de cDNA, primers especificos (foward e reverse) e corante Fast SYBR Green PCR 2x
Master mix (Applied Biosystems). As condi¢des de termociclagem foram: 95 °C por 10
minutos e 40 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 15 segundos seguido de anelamento e extensao
a 60 °C por 1 minuto. A especificidade dos produtos amplificados foi analisada pelas curvas de
dissociagdo geradas pelo equipamento. A expressao génica foi quantificada utilizando o método

comparativo de Ct: 2 -ACt,



Tabela 1. Lista de primers usados para andlises de qRT- PCR.
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Primer Eucalipto Descricao Sequéncia (5'-->3")
3-Oxoacyl-[acyl-carrier-protein (ACP)]
gRT-EG-KASIII-Fwd Eucgr.E00458 synthase III GCATCGACTGGCTGTTGCTT
gRT-EG-KASIII-Rvs Eucgr.E00458 CTCCCGAGGGATTTCCAAAC
acetyl-CoA carboxylase 1, synthesis of
gRT-EG-ACC1-Fwd Eucgr.F00484 malonyl-CoA CCTCGTGCTGCCATTCGT
qRT-EG-ACCI1-Rvs Eucgr.FO0484 TCAAGTGTCTCGATGAAGCTATCC
3-Oxoacyl-[acyl-carrier-protein (ACP)]
gqRT-EG-KCS1-Fwd Eucgr.H00232 synthase III C Term TTGGCCTTTAAGCATTTTTGC
gRT-EG-KCS1-Rvs Eucgr.H00232 TTGGTGAGCTCGAGGCTCTT
GroES-like zinc-binding dehydrogenase
gqRT-EG-ADH-Fwd Eucgr.K00927 family protein CACGCATTCGAAGTCCATCTC
gqRT-EG-ADH-Rvs Eucgr.K00927 CGCTGCACTCGAAGCAGTAG
NagB/RpiA/CoA transferase-like
qRT-EG-PGL1-Fwd Eucgr.K00013 superfamily protein GGTCATGTGGCGTCTCTGTTC
gRT-EG-PGL1-Rvs Eucgr.K00013 GGCGAGTCCTTGATGAAAGTG
NagB/RpiA/CoA transferase-like
qRT-EG-RSW10-Fwd Eucgr.D01028 superfamily protein GCAAGTGAAGCAGCAAAATCAG
gqRT-EG-RSW10-Rvs Eucgr.D01028 GCAAGTGAAGCAGCAAAATCAG
qRT-EG- Glicosilase- Eucgr.B03112 DNA glycosylase superfamily protein
Fwd CGGATCGTTCAGCAGCTACA
gqRT-EG-Glicosilase- Eucgr.B03112 GGACGTTCCTCGGGTACTTG
Rvs
POL2A,TIL1; DNA polymerase epsilon
qRT-EG-TIL1-Fwd Eucgr.B03882 catalytic subunit CAGACATGAACATCACGGACCTA
qRT-EG-TIL1-Rvs Eucgr.B03882 GTGCTCTTATACCAGCTTTGATTGAC
MSH?2; DNA mismatch repair protein
qRT-EG-MSH2-Fwd Eucgr.B00700 MSH2 ACCGATAGATCGTTGATAATCATTGA
qRT-EG-MSH2-Rvs Eucgr.B00700 ATGGCCCATGCTAAACCAAA
ATBRCA1,BRCAL; breast cancer
gqRT-EG-BARDI1-Fwd Eucgr.D00242 susceptibility CAGCCTTGAGATGCCAGACA
qRT-EG-BARDI-Rvs Eucgr.D00242 CGAGGGCCTCTGCACTAGAC
Galactose oxidase/kelch repeat
qRT-EG-GALACTOSE Eucgr.B03483 Superfamﬂy protein CTGTCGAAGGCCTGTTTTGG
OXIDASE-Fwd
qRT-EG-GALACTOSE Eucgr.B03483 GATCCACCCGCCACTGAATA
OXIDASE-Rvs
qRT-EG-RPT2-Fwd Eucgr.B03325 Root phototropism protein 2 AGTGGGCAGAACCGAATTTG
qRT-EG-RPT2 -Rvs Eucgr.B03325 TGGATCCATGACGCTGCAT
qRT-EG-GAPDH-Fwd Eucgr.J02288 Glyceraldehyde 3-phosphate TTGGCATTGTTGAGGGTCTA
dehydrogenase
qRT-EG-GAPDH -Rvs Eucgr.J02288 AAGCAGCTCTTCCACCTCTC
qRT-EG-UBQ-Fwd Eucgr.K00756 Small ubiquitin-like modifier 2 GAGGGACATCTATCTCTATGAC
qRT-EG-UBQ -Rvs Eucgr.K00756 CAACAGTAAGCACACGAG
qRT-EG-eEF2-Fwd Eucgr.B02912 Eukaryotic translation elongation factor TGAGGTTAATGGGATCGTG
2
qRT-EG- eEF2 -Rvs Eucgr.B02912 CAGATTATCGTCATCGACCA
qRT-EG-Actin-Fwd Eucgr.H02449 Actin-related protein 3 TAAGCATGACAAGGAACCAG
qRT-EG- Actin -Rvs Eucgr.H02449 TCAGGTCCAAGAAATCGT
qRT-EG-30S-Fwd Eucgr.D00609 30S ribosomal protein GGTGTTGAGAATGCTTTGG
qRT-EG-30S -Rvs Eucgr.D00609 TCACTTCCACAATTCTTCC
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3. RESULTADOS

3.1 Qualidade das amostras selecionadas para o sequenciamento

Embora o distdrbio fisiolégico tenha se tornado um desafio para a qualidade da
madeira de Eucalipto, ndo se sabe quais os fatores ambientais que induzem este estado
fisiol6gico anormal e, portanto, ensaios controlados em casas de vegetacdo para inducdo de
sintomas nao sdo possiveis. Com base na existéncia de gendtipos suscetiveis e resistentes ao
disturbio fisiolégico presentes em campo, cultivados em condi¢des climdticas e em estadios
de desenvolvimento similares, foi possivel realizar a anélise do transcriptoma induzido pelo
distarbio fisiolégico, como forma de diagndstico pela identificacdo de possiveis genes
diferencialmente expressos em gendtipos contrastantes (suscetiveis assintomadticas vs
suscetiveis sintomaticas e resistentes vs suscetiveis).

Amostras do clone 520 (suscetivel) de eucalipto, de plantas em estado de
acometimento, designadas S1 (caule necrosado), S4 (folhas sintomdticas) e S2 (caule
emergente), de plantas assintomadticas, caules (S3) e folhas (S5), além de amostras do clone
1404 (resistentes), designadas R1(caule) e R2 (folhas) foram utilizadas para extracio do RNA
total. A qualidade do RNA total foi avaliada, utilizando Bioanalyzer 2100 da Agilent
Technologies, antes de proceder ao envio das amostras para sequenciamento. A qualidade
das amostras foi determinada mediante o método RNA integrity number (RIN) que estima a
integridade do RNA. As amostras que obtiveram um RIN préximo ou maior do que 7,0
seguiram para sequenciamento. Desta forma, apenas S1, S2, S3 e R1(amostras de caule)
prosseguiram, ao passo que, 0 RNA extraido de folhas (S4, S5 e R2) ndo passou no controle
de qualidade do Bioanalyser 2100 e, portanto, ndo foram enviados para o sequenciamento

(Tabela 2).
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Tabela 2. Controle de qualidade do RNA.

Clones Amostras RIN
Clone 520 S1.1 Caule 7.0.
Clone 520 S1.2 Caule 8.1
Clone 520 S1.3 Caule 8.0
Clone 520 s2.1 Caule 8.2
Clone 520 s2.2 Caule 73
Clone 520 S2.3 Caule 7.6
Clone 520 s3.1 Caule 8.6
Clone 520 S3.2 Caule 7.6
Clone 520 S3.3 Caule 7.5
Clone 520 s4.1 Folha 5.0
Clone 520 s4.2 Folha 4.73
Clone 520 s4.3 Folha 5.7
Clone 520 S5.1 Folha 6.5
Clone 520 s5.2 Folha 53
Clone 520 S5.3 Folha 4.1
Clone 1404 R1.1 Caule 7.8
Clone 1404 R1.2 Caule 7.0
Clone 1404 R1.3 Caule 7.8
Clone 1404 R2.1 Folha 6.3
Clone 1404 R2.2 Folha 6.0
Clone 1404 R2.3 Folha 5.7

3.2. Avaliacao de qualidade de leitura geradas pelo sequenciamento, com FastQC,
TRIMAGEM e limpeza das sequéncias de Reads

De acordo com os resultados do sequenciamento, em relagdo a qualidade das leituras
geradas, foram obtidos gréificos através do programa FastQC, por ferramentas de
bioinformatica, indicando os valores de qualidade de cada base no formato FastQ. Trés
parametros sdo mostrados, Q20, Q30 e contetido de GC% (Figura 4A). Q20 nos indica a
porcentagem das leituras com 99% ou mais de acuricia, ou seja, a probabilidade de que uma
vez em 100 vezes uma base seja atribuida de forma errada nos picos do cromatograma durante
o sequenciamento. O resultado de Q30 representa 99.9% ou mais de acurdcia. Quando um
sequenciamento alcanca um phred quality Q30, praticamente todas as leituras serdo perfeitas,
com zero erros € ambiguidades (ILLUMINA, 2011). As cores de fundo representam a

qualidade da amostra, sendo verde muito boa, laranja mediana e vermelho pobre em
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qualidade. Assim, o eixo Y representa o indice de qualidade, enquanto o eixo X indica a
posicdo em read (bp) (Figura 4A).

As figuras correspondentes as amostras S1, S2, S3 (clone 520) e R1 (clone 1404),
demonstram alta qualidade Phred quality score (indice de qualidade por base) (Figura 4A).
Mesmo assim, foi realizado a limpeza dos dados do sequenciamento, devido a presenca de
adaptadores nas sequéncias, de trechos que foram mal sequenciados e que apresentam baixa
qualidade (Figura 4B e 4C). Para isso, foi efetuada a remog¢ado destes adaptadores, trimagem
e limpeza das sequéncias de reads e novos graficos foram gerados Per base quality, tornando
evidente a boa qualidade das amostras conforme Figura 5; o que indica um alto grau de

confianca nas sequéncias geradas.

3.3 Transcriptoma induzido pelo distirbio fisiolégico

A amostra 520-S3, oriunda de plantas suscetiveis (clone 520) sem sintomas (caule
susceptivel assintomdtico — amostra S3), foi utilizada como controle de referéncia, e desta
forma, nos permitiu examinar a variacdo global na expressdo génica dos genotipos
contrastantes (caule necrosado, sintomdtico — amostra S1, caule emergente, sintomético —
amostra S2 e caule resistente — amostra R1) associados ao estabelecimento do distirbio
fisiolégico (Figura 6). Usando um p-valor de 0,05 e log2-fold-change >1,0 para genes up
regulados e valores de log?2 fold-change < -1,0 para genes down regulados, foi observado que,
o estado de disturbio fisiologico (520-S1 vs 520-S3) exibiu 4286 genes diferencialmente
expressos (DE), dos quais 62,2 % (2666) foram down regulados nas amostras S1 em relagdo
a S3, e 37,8% (1620) up regulados, diferentemente do contraste 520-S2 vs 520-S3, que
apresentou apenas 1131 genes expressos diferencialmente, sendo 58% (757) up regulados e
42% (554) down regulados (figura 6). Esta alta divergéncia entre os genes diferencialmente
expressos no clone 520-S1 (tronco necrosado, sintomatico) quando comparado ao clone 520-
S2 (tronco emergente sintomadtico) evidencia que a amostra S2 representa um estigio de
transicdo entre o estado de distirbio fisiolégico (responsdvel por uma expressao génica
massiva no caule necrosado) e o estado de recuperagdo (controle —S3) com a emergéncia de

novo tronco.
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Uma alta porcentagem de genes down regulados presentes nas amostras 520-S1
quando contrastado as amostras controle, 520-S3 (plantas suscetiveis sem sintomas), indica
que o distdrbio fisiolégico induziu uma rede complexa de respostas adaptativas no caule do
clone suscetivel, tal fato corrobora com o fenétipo encontrado no campo. Uma vez que estas
amostras sdo provenientes de clones de mesmo genétipo, em estddio de desenvolvimento
similar, sob as mesmas condi¢des ambientais de crescimento, os genes diferencialmente
expressos nas amostras sintomdticas-S1 em relacdo aos da amostra assintomadticas-S3
provavelmente representam o transcriptoma induzido pelo distirbio fisiolégico.
Consequentemente, os genes diferencialmente expressos pelo contraste S1 vs S3 estdo

relacionados com os sintomas responsaveis pelo disttrbio.
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Figura 6: Variacdo global na expressdao génica induzida pelo distirbio fisiol6gico em eucalipto. O
eixo y, indica o ndmero de genes diferencialmente expressos. O eixo x, indica contrastes entre 0s
clones 520-S1 vs 520-S3, 520-S2 vs 520-S3 e 1404-R1 vs 520-S3. A analise foi realizada em troncos
sintomadticos e assintomaéticos do clone suscetivel 0520 e do clone resistente 1404.

Por outro lado, a variacdo global da expressdo génica observada pelo contraste 104-
R1 vs 520-S3 deve refletir as mudangas no transcriptoma resultante do background genético
dos gendtipos, da resposta diferenciada dos referidos genétipos as condi¢des ambientais de
crescimento e da condi¢do de resisténcia ao distirbio fisiolégico. Uma comparagdo das

mudangas no transcriptoma dos clones 1404-R1 vs 520-S3 identificou 51,36% (1979) de
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genes regulados positivamente (up) e 48,63 % (1874) de genes com regulacdo negativa
(down), totalizando 3853 genes diferencialmente expressos no referido contraste. Estes genes
DE possivelmente compdem o transcriptoma induzido pelo estado de resisténcia ao distirbio
fisiolégico e o transcriptoma diferenciado entre os dois genétipos (1404-gendtipo resistente,
520-gendtipo suscetivel), ou seja, os genes DE devem representar um somatorio entre efeito
da resisténcia + efeito do genétipo.

A principio, o disturbio fisioldgico tem sido associado a morte celular induzida por
fatores climdticos, uma vez que os caules se apresentam com sinais visiveis de necrose,
quebradicos e as folhas, com clorose, amarelecimento e sinais de murcha. A ativacdo
descontrolada de vias de sinalizacdo de morte celular desencadeada por estresses multiplos
provoca uma série de alteracdoes fisiol6gicas, metabdlicas homeostiticas e de
desenvolvimento. Desta forma, para facilitar a interpretacdo dos resultados e andlise dos
genes associados as respostas moleculares alteradas, foram categorizados funcionalmente os
genes diferencialmente expressos via Gene Ontology (GO) (http:geneontology.org),
utilizando os critérios log2-fold-change > 1,0 para genes up regulados, log2 fold-change < -
1,0 para genes down regulados e p-valor de 0,05. Os resultados para classe “processos
biologicos” entdo, representados de forma grafica nas Figuras 7,8 € 9.

O transcriptoma induzido pelo disturbio fisioldgico (520-S1 vs 520-S3) deve
representar a sintomatologia do fendmeno. As categorias bioldgicas mais enriquecidas de
genes DE com expressao diferencial positiva (up regulados), foram processo de oxidagcdo-
redugdo (16.7%), transportadores transmembrana (8%) e regulacdo de transcri¢iao (7.4%)
(Figura 7).

Os genes envolvidos em processos de oxidacdo-reducdo fazem parte do sistema
antioxidativo de defesa da planta, normalmente regulados positivamente em situacdes de
estresses que produzem espécies reativas de oxigénio (ROS) (Sharma et al., 2012). Exemplos
nesta categoria regulados positivamente pelo estado de disturbio incluem os genes da
superfamilia de peroxidases (Eucgr.A01166, Eucgr.A01166, Eucgr.I01176, Eucgr.L.02460);
superoxide dismutase (Eucgr.E00505, Eucgr.FO1775, Eucgr.FO1776, Eucgr.H04426,
Eucgr.l01176, Eucgr.102673); peroxidase (Eucgr.A01166, Eucgr.I01176, Eucgr.102673,
Eucgr.L.02460); catalase (Eucgr.FO1775, Eucgr.FO1776), e desidrogenases (Eucgr.A00387,



Eucgr.A00388, Eucgr.B02479,
Eucgr.C03157, Eucgr.C03857,
Eucgr.DO1088, Eucgr.E00181,
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Eucgr.B03349,  Eucgr.C01003,  Eucgr.C03047,
Eucgr.C03858,  Eucgr.D00468,  Eucgr.D00471,
Eucgr.E01103,  Eucgr.E01104,  Eucgr.E01107,

Eucgr.E01110, Eucgr.E01117, Eucgr.EO1119, Eucgr.E01364, Eucgr.FO02744, Eucgr.F04402,
Eucgr.G02223, Eucgr.H02433, Eucgr.H03936, Eucgr.I00009, Eucgr.101803,Eucgr.J00610,
Eucgr.J02207, Eucgr.K00212, Eucgr.K02121, Eucgr.K02125,Eucgr.K02858,

Eucgr.L01277, Eucgr.LLO1765).

S1-S3 UP-regulated

Oxidation-reduction process

Transmembrane transport

Regulation of biosynthetic process

Regulation of RNAbiosynthetic process

Regulation of transcripcion DNA template

Carbohydrate metabolic process

Regulation of nucleobase-containing compound metabolic process

@ Establishment of localization

microtubule-based movement

carbohydrate metabolic process

cellular component organization or biogenesis
organelle organization

cellular glucan metabolic process

cellular carbohydrate metabolic process

Figura 7: Categoriza¢do funcional de genes diferencialmente expressos baseado em processo
biolégico, a partir do contraste 520-S1 vs 520-S3. A figura ilustra a distribuicio de genes
diferencialmente expressos entre as categorias funcionais conforme definido em Ontologia de Genes
processo bioldgico. Cada processo bioldgico € representado por uma cor e um percentual no grafico.
Sdo demonstrados dois graficos, um para genes diferencialmente expresso up regulados e outro para
genes down regulados e apenas as categorias mais bem representadas sdo apresentadas ao lado da

figura.
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Destacadamente, nesta categoria, foi a super representacdo de genes Cytochrome
P450 monooxigenase (CYP) entre os genes up regulados (Eucgr.A00523, Eucgr.A01644,
Eucgr.A02188,  Eucgr.B00199,  Eucgr.B00200,  Eucgr.B00204,  Eucgr.B01014,
Eucgr.B0O1015,  Eucgr.B02321,  Eucgr.B03132,  Eucgr.B03135,  Eucgr.B032009,
Eucgr.B03265, Eucgr.B03595, Eucgr.B04030, Eucgr.B04037, Eucgr.C00484,
Eucgr.C00666, Eucgr.C04098, Eucgr.C04102, Eucgr.D00203, Eucgr.D00209,
Eucgr.D01952,  Eucgr.D02012,  Eucgr.D02168, Eucgr.D02171,  Eucgr.E01149,
Eucgr.E02618, Eucgr.E03679, Eucgr.E03823, Eucgr.FO0146, Eucgr.FO0147, Eucgr.FOO151,
Eucgr.FO0153, Eucgr.FO0173, Eucgr.FO0225, Eucgr.FO0492, Eucgr.FO1386, Eucgr.FO1387,
Eucgr.FO01492, Eucgr.FO1493, Eucgr.FO1548, Eucgr.F02072, Eucgr.F02396, Eucgr.F02404,
Eucgr.HO1953,  Eucgr.HO1954,  Eucgr.H01958,  Eucgr.H01963, Eucgr.H04841,
Eucgr.H04878, Eucgr.H04879, Eucgr.I00335, Eucgr.100744, Eucgr.I00749, Eucgr.100783,
Eucgr.101215, Eucgr.101217, Eucgr.JO0084, Eucgr.JO0095, Eucgr.J01402, Eucgr.J02384,
Eucgr.K02083,  Eucgr.K02211,  Eucgr.K02212,  Eucgr.K02924,  Eucgr.L01403,
Eucgr..02217, Eucgr.L02324, Eucgr..L03497). Estes genes CYP representam
aproximadamente 12,23% da superfamilia de CYP em eucalipto e tem sido descritos como
componentes relevantes do sistema de detoxicacdo de todos os organismos, sendo que
diversos membros sdo regulados positivamente em diversas condi¢Oes de estresses
fisiolégicos (Kim et al., 2013). Estes resultados sdo consistentes com um estado de estresse
associado ao distdrbio fisiolégico. CYP450 também estd envolvido em diversos processos
metabolicos, relacionados a sintese de esteroides e detoxificagcdo de compostos toxicos,
consistente com a regulacdo positiva das vias de biossintese de brassinosterdides,
diterpendides e flavonoides, que se observa especificamente em caules suscetiveis
sintomaticos (Tabela 3).

Embora nio categorizado em fun¢ao biolégica, um conjunto de genes de morte celular
foram regulados positivamente (Tabela 4). Neste caso, observa-se que a via de morte celular
induzida por multiplos estresses e mediada pelas proteinas NRPs foi especificamente
induzida nos troncos sintomaticos e necréticos com um aumento consideravel na expressao
do componente a jusante, a enzima VPE (“vacuolar processing enzyme’), que age como um

efetor de um tipo de morte celular programada especifica de plantas mediada pelo colapso do
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vaciolo (Nishimura & hatsugai, 2011). Também relevante, foi a inducido robusta do
homoélogo do fator de transcricio ANACO029 (AtNAP), mediador de morte celular
programada induzida por senescéncia foliar natural e em resposta a multiplos estresses,
podendo estar associado ao fenétipo de morte celular dos troncos sintomatico (Rogers, 2015).
Adicionalmente, como gene alvo controlado por ANACO029, destaca-se SAGI113, uma
phosphatase 2C, que regula o0 movimento de estomatos e a perda de dgua nas folhas, um
fenétipo observado em folhas de plantas suscetiveis apresentando os sintomas de distirbio
fisiologico (Zhang & Gan, 2012). Estes resultados indicam que o estabelecimento do estado
de disturbio fisiologico induz o fendmeno de morte celular, culminando em necrose no caule
apical e, provavelmente, levando a murcha das folhas, em plantas acometidas pelo disturbio
fisiolégico.

Devido ao cultivo em campo aberto, levou-se também em consideracdo possiveis
interacOes da planta com o meio bidtico. Nesta categoria bioldgica, alguns genes envolvidos
no sistema imune inato da planta relacionados com PTI (PAMP-triggered immunity),
incluindo o receptor de flagelina FLS2, e o co-receptor de PTI, SERK4, e componentes a
jusante na via, como CDPK1, MEKK1, WRKY?22 e outros foram up-regulados em caules
520 sintomaticos (Figura 8, Tabela 5). Estes resultados sugerem que infec¢des oportunistas
de bactérias podem estar acometendo os caules com os sintomas de distirbio fisiolégico.
Consistente com esta interpretacao, a induc¢do do sistema imune inato foi especifica para o
contraste 520-S1 vs 520-S3, ndo tendo sido observado no contraste 1404 R1 vs 1404-S3.
Consequentemente, o perfil genético que fundamentaliza resisténcia em 1404 ndo deve estar
ligado a imunidade inata de plantas.

Considerando os genes reprimidos (down regulados) nos caules sintomaéticos (520-
S1), predominaram as seguintes categorias bioldgicas, metabolismo de carboidratos (15.5%),
biogéneses e organizacdo de componentes celulares (12.5%), componentes de movimento de
microtibulos (9.2%), organizacdo de organelas (7.1%), metabolismo de polissacarideos

(4.0%), Replicacdo do DNA e reparo (4.7%) (Figura 7).



Tabela 3. Vias de biossintese up-reguladas especificamente no contraste 520-S1 vs 520-S3

Genes da via de biossintese de brassinosterdide

TAIR10 ID basemean |log2foldchange| p-valor labels
AT2G26710  Eucgr.C04102 53.46 2.08 0.00 BASI1
AT2G26710  Eucgr.C04098 25.06 1.92 0.00 BASI1
AT2G26710 Eucgr.L02324 102.88 2.12 0.04 BASI1
AT2G26710  Eucgr.C04098 25.06 1.92 0.00 BAS1
AT3G30180 Eucgr.J01402 6.07 2.68 0.03 BR60X2
AT4G36380 Eucgr.J02384 283.25 1.40 0.00 CYP90D1

Genes da via de biossintese de diterperndides
TAIR10 ID basemean |log2foldchange| p-valor labels

AT1G02400 FEucgr.K03561 71.86 2.37 0.00 GA20X6

AT2G32440 Eucgr.K02924 110.01 2.30 0.00 CYPS8A3

AT2G32440 Eucgr.D02168 174.45 3.01 0.00 CYP88A3

AT2G32440 Eucgr.D02171 5291 3.17 0.00 CYP88A3

AT5G25900 Eucgr.F02396 47.78 1.34 0.03 GA3

Genes da via de biossintese de flavonoides
TAIR10 ID basemean |log2foldchange| p-valor labels

AT2G40890 Eucgr.A02188 1018.30 1.73 0.01 CYP98A3

AT5G07990  Eucgr.100335 266.76 2.66 0.00 TT7

AT5G07990 Eucgr.K02211 162.37 3.36 0.00 TT7

AT5G13930 Eucgr.D01635 927.34 4.65 0.00 TT4
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Tabela 4. Genes envolvidos em morte celular programada

ID log2foldchange Pvalor ajustado Descricao

Eucgr.E02876 3.21 0.000740459030104 AT1G17020.1; ATSRG1,SRG1

Eucgr.100575 1.23 2.77231413391e-05 AT1G17020.1; ATSRG1,SRGI

Eucgr.E02899 2.13 0.0295366968439 AT1G17020.1; ATSRG1,SRG1

Eucgr.100101 2.50 0.029717655 AT1G01720.1; ANAC002,ATAF1; NAC

Eucgr.B03208 13.46 3.26345765586e-16 AT1G69490.1; ANAC029,ATNAP,NAP; NAC-like, activated

by AP3/PI
ucgr.A02070 2.26 5.47828723948e-06 AT3G04070.1; anac047,NAC047; NAC domain containing
protein 47
Eucgr.B00529 2.84 5.23475584447e-09 AT5G61430.1; ANAC100,ATNACS5,NAC100; NAC domain
containing protein 100
Eucgr.B03537 1.40 0.0149575511958 AT5G13180.1; ANAC083,NAC083,VNI2; NAC domain
containing protein 83
Eucgr.D00665 7.20 1.67418011205e-10 AT1G61110.1; anac025,NAC025; NAC domain containing
protein 25
Eucgr.F01091 2.79 1.96476669734e-05 AT3G15510.1; ANACO056,ATNAC2,NAC2,NARS1; NAC
domain containing protein 2
Eucgr.F01449 2.05 0.0474140379725 AT1G56010.2; anac021,ANACO022,NAC1; NAC domain
containing protein 1
Eucgr.F04341 2.26 0.0011360926289 AT1G01720.1; ANAC002,ATAF1; NAC (No Apical
Meristem) domain transcriptional regulator superfamily
protein

Eucgr.G02486 3.69 2.23462350998e-08 AT1G69490.1; ANAC029,ATNAP,NAP; NAC-like, activated

by AP3/PI

Eucgr.H03387 1.60 0.0153873314179 AT5G13180.1; ANAC083,NAC083,VNI2; NAC domain

containing protein 83
Eucgr.102695 4.55 0.000481283704482 AT5G64530.1; ANAC104,XND1; xylem NAC domain 1
Eucgr.K01228 2.63 0.000128129827113 AT2G43000.1; anac042,NAC042; NAC domain containing
protein 42

Eucgr.J03189 2.43 0.0307120188604 AT2G25940.1; ALPHA-VPE,ALPHAVPE; alpha-vacuolar

processing enzyme

Eucgr.B03492 1.84 9.25665064566e-06 PTHR12298 (PCDC2 PROGRAMMED CELL DEATH

PROTEIN 2 -RELATED)

Eucgr.HO4638 2.03 0.000434880968671 PTHR12298 (PCDC2 PROGRAMMED CELL DEATH

PROTEIN 2 -RELATED)

Eucgr.K01055 1.52 0.0196129786515 PTHR12626 (PROGRAMMED CELL DEATH 4),
Eucgr.K02766 1.26 3.53919311225e-06 PTHR12626 (PROGRAMMED CELL DEATH 4),
Eucgr.F03472 3.04 0.0321352755537 PF04520 (Senescence regulator)
Eucgr.101873 2.48 0.00987047893745 AT5G14930.2; SAG101; senescence-associated gene 101
Eucgr.K03248 4.52 0.000234211367753 PF04520 (Senescence regulator)
Eucgr..02488 3.33 0.0204290874677 PF04520 (Senescence regulator
Eucgr.E01896 2.77 0.000217425310007 PTHR10044 (INHIBITOR OF APOPTOSIS),
Eucgr.E01902 2.61 7.67617250547e-05 PTHR10044 (INHIBITOR OF APOPTOSIS),
Eucgr.E01904 247 0.00135323218813 PTHR10044 (INHIBITOR OF APOPTOSIS
Eucgr.102659 1.94 0.00700566734938 PF00656 (Caspase domain) metacaspase 1
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Figura 8: Genes envolvidos em PTI sdo induzidos pelo disttrbio fisiolégico em caules sintomédticos
do clone 520 (amostra 520-S1). Genes em vermelho sdo reprimidos e em verde induzidos, utilizando-

se os critérios de log, fold change =1 e p-valor de 0.05.
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Tabela 5. Indugdo de genes envolvidos em PTI no contraste 520-S1 vs 520-S3.

AIR10 ID basemean [log2foldchange| p-valor Nomes
AT1G01340 Eucgr.E00062 34.02 1.58 0.01 CNGC10
AT1G01340 Eucgr.E00059 25.36 1.74 0.01 CNGC10
AT1G18210 Eucgr.F00233 387.06 1.92 0.05 AT1G05990
AT2G14610 Eucgr.L01707 445.84 2.81 0.04 AT1G50060
AT2G14610 Eucgr.G01137 399.75 2.92 0.03 ATI1G50060
AT3G07040 Eucgr.D02631 21.59 1.45 0.02 RPM1
AT4G01250 Eucgr.D02324 334.19 2.56 0.00 WRKY?22
AT4G01250 Eucgr.E00098 29.08 3.58 0.02 WRKY?22
AT4G08500 Eucgr.G00627 139.05 1.70 0.00 MEKK1
AT4G33430 Eucgr.K01601 36.21 3.07 0.00 SERK4
AT4G39090 Eucgr.FO1612 5841.68 1.49 0.00 AT2G21430
AT5G46330 Eucgr.D00318 119.00 4.85 0.00 FLS2
AT5G66210 Eucgr.102347 450.18 1.29 0.00 CDPK1

Entre os genes regulados negativamente, na categoria biogénese, destaca-se uma

repressao massiva de genes envolvidos na sintese de 4cidos graxos, incluindo 4cidos graxos
de cadeia longa e ceras (Figura 9, Tabela 6). Estes genes amplamente reprimidos incluem
FATB que codifica FATTY ACYL-ACP THIOESTERASES B, ACCI, que codifica
ACETYL-COA CARBOXYLASE, \LACS2, LATERAL ROOT DEVELOPMENT 2,
também designado LONG-CHAIN ACYL-COA SYNTHETASE 2, FABI, FATTY ACID
BIOSYNTHESIS 1, MODI, MOSAIC DEATH 1, também designado ENOYL-ACP
REDUCTASE 1, EMB3147, EMBRYO DEFECTIVE 3147,
MALONYL COA-ACP MALONYLTRANSFERASE, FATAI que codifica FatA acyl-ACP
thioesterase, ¢ FTMI, FLORAL TRANSITION AT THE MERISTEMI. Estes genes,

também designado,

essenciais para sintese de 4dcidos graxos de cadeia longa, estdo envolvidos em diversas etapas
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de desenvolvimento e crescimento de plantas, como sintese de ceras e cutina nos caules e
folhas, formagdo da raiz lateral, controle de divisdo celular na regido de meristemas
(Bonaventure et al.,2003). Redug¢des ou bloqueios na sintese de dcidos graxos saturados tém
sido associados a declinios na taxa de crescimento de plantas, na sintese de ceras e cutina,
um dos principais componentes da cuticula da planta e inducdo de morte celular. Em plantas
silenciadas para o gene FATB, o carregamento total de ceras na folha € reduzido 20% e, nos
caules, a reducdo chega a 50%, o que implica FATB no suprimento de 4cidos graxos
saturados para biossintese de ceras (Bonaventure et al.,2003). Mutantes em ACCI exibem
divisodes celulares descoordenadas, uma organizagdo aberrante da regido apical do embrido e
desenvolvimento anormal de caules e raizes, sendo deficientes a tolerancia ao congelamento
apo6s aclimatacdo ao frio (Baud et al., 2003). O gene LACS2 catalisa a sintese de omega-
hydroxy fatty acyl-CoA, intermedidrio na via de sintese de cutina, enquanto que MODI
codifica enoyl-ACP reductase, um componente do complex sintase de dcidos graxos (Schnurr
& Shockev, 2004). Redu¢do na expressio de MOD1 causa morte celular prematura, um
fenétipo caracteristico de caules 520-S1. Além disso, plantas mutantes para MOD1 possuem
nivel de lipideo reduzido e defeitos morfoldgicos pleiotrépicos incluindo folhas cloréticas e
com formato anormal, que mimetizam o fenotipo de folhas nas amostras 520-S4.

Embora todas as mutacdes nos genes da biossintese de dcidos graxos tenham sido
geradas e analisadas em Arabidopsis, o fendtipo de plantas de eucalipto exibindo distirbio
fisiolégico pode ser amplamente explicado pela redu¢do na expressao de genes essenciais na

biossintese de dcidos graxos de cadeia longa.
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Figura 9: Repressao da sintese de dcidos graxos de cadeia longa em caules 520 sintomaticos. Genes
em vermelho sdo reprimidos e em verde induzidos, utilizando-se os critérios de log, fold change =
1 e p-valor de 0.05.
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Tabela 6. Repressdo de genes envolvidos na sintese de dcidos graxos no contraste 520-S1 vs 520-S3

TAIR10 ID basemean |log2foldchange| p-velor labels
AT1G08510 Eucgr.C01082 377.56 -2.30 0.00 FATB
ATI1GO08510 Eucgr.C04139 2356.73 -1.20 0.00 FATB
AT1G24360 Eucgr.H04666 130.54 -3.04 0.00 AT1G24360
AT1G36160 Eucgr.FO0484 3036.56 -1.25 0.02 ACCl1
AT1G49430 Eucgr.G00490 665.95 -3.14 0.00 LACS2
AT1G74960 Eucgr.C00778 194.52 -1.39 0.02 FAB1
AT2G05990 Eucgr.A02448 453.80 -1.04 0.01 MODI1
AT2G30200 Eucgr.J01859 363.50 -1.03 0.02 EMB3147
AT2G43710 Eucgr.H00296 5.89 -5.89 0.02 FTM1
AT3G25110 Eucgr.HO0774 952.19 -2.68 0.00 FaTA
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Na categoria Replicacdo do DNA e Reparo, predomina a regulagdo negativa de
genes relacionados ao sistema de reparo do DNA, indicando que falhas no sistema pode ter
sido o estimulo para ativacdo de vias de morte celular nos caules sintomaticos (520-S1)
(Figura 10, Tabela 7). As plantas sdo particularmente vulneréaveis a fatores que danificam
DNA. Desta forma, elas evoluiram uma rede complexa de mecanismos para deteccdo de
danos no DNA e reparos, dedicados a assegurar a estabilidade gendmica por meio de remocao
das lesdes no DNA e reconstitui¢do da informacao genética original (kireva et al., 2013). Se
o sistema de reparo de DNA € comprometido, entdo instabilidade gendmica gera um sinal
para ativar vias de morte celular. O aparato de reparo celular, conta com a presenca de
proteinas que apds reconhecimento do sitio danificado, desencadeiam a interrupg¢ao do ciclo
celular, enquanto enzimas relacionadas diretamente com a correcdo do dano sdo recrutadas
(kireva et al., 2013). Este cendrio € consistente com as variacdes de expressdao génica
observadas nos caules sintomaticos pelo estabelecimento do estado de distdrbio fisioldgico.

Os genes diferencialmente expressos na comparacao entre 520-S2 e 520-S3 deve
representar o transcriptoma induzido pela recuperacdo de sintomas, uma vez que o caule que
emerge pela perda da dominancia apical (amostra S2) em substitui¢do ao caule necrosado
(amostra S1) ndo apresenta sintomas do disturbio fisioldgico. A categorizacdo funcional para
os genes diferencialmente expressos, demonstram uma predomindncia das seguintes
categorias bioldgicas para os genes up regulados: genes relacionados a processo de oxidacao-
reducdo (29.8%), transcricao (16.3%), biossintese de RNA (16.3%). Em relacdo aos genes
down regulados, denota um percentual maior para componentes de organizacdo celular
(15.4%), replicacdo do DNA (5.7%), ciclo celular (7.3%) e metabolismo de carboidrato
(6.5%) (Figura 11). O estado de transi¢do dessas amostras S2 € evidenciado ao se comparar
expressao diferencial de genes especificos do contraste 520-S1 vs 520-S3 com 520-S2 vs
520-S3. Observa-se, por exemplo, que a repressao massiva dos genes da sintese de dcidos
graxos em 520-S1 ja ndo € observada em S2. Assim também, o sistema de reparo de DNA j4
ndo apresenta repressdo acentuada de genes em S2.

A andlise de categorizacdo funcional dos genes DE para o contraste 1404-R1 vs 520-
S3, por meio de Gene Ontology (GO) revelou que os genes regulados positivamente,

apresentam como categorias bioldgicas mais enriquecidas, biossintese celular ( 20.4%),
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biossintese de macromoléculas (16.6%) e tradugdo (7.7%), enquanto os genes regulados
negativamente estio super representados nos processos biolégicos com 0s termos processos
de modificacdo de proteinas (10.3%), regulacdo bioldgica (7.1%), processos metabdlicos
primarios (20.0%) e metabolismo de proteina celular (11.2%) (Figura 12) . Em destaque, estd
a predominancia de genes de proteinas ribossomais e da maquinaria de tradu¢do no
transcriptoma up regulado das amostras R1 (Figura 13). Esta parece ser uma caracteristica
comparativa entre gen6tipos (clones 520 e 1404), porque ndo se observa expressao diferencial
desses genes da maquinaria de traducdo pelo distdrbio fisioldgico (contraste 520-S1 vs 520-
S3). Também significativo foi a up-regulacdo de genes envolvidos no reparo do DNA nas
amostras 1404-R1 em comparacgdo a 520-S3 (Figura 14). Em contraste a expressao diferencial
de genes de proteinas ribossomais, uma melhor eficiéncia de reparo de DNA pode ser
atribuida, pelo menos em parte, a0 mecanismo de resisténcia do clone 1404, uma vez que o
estado de distarbio fisiologico promoveu repressdo de genes de reparo do DNA (Figura 10).
Nos genes regulados negativamente em 1404-R1, destacam-se genes envolvidos
no sistema imune de plantas, tanto em PTI quanto em ETI (effector triggered immunity)
(Figura 15). A Tabela 8 descreve a regulacao diferencial de genes de PTI e ETI em caules
do clone 1404 (amostra R1), ja caracterizados como funcionais do sistema imune de plantas.
Os genes de resisténcia (genes R) down regulados que ativam ETI em reconhecimento
especifico com efetores de bactérias (genes avr) ja caracterizados incluem RIN4, RPMI,
RPS5, SGT1 e EDSI1 (Figura 15). Além desses, foi observado repressdo extensiva na
expressao de genes que codificam proteinas de resisténcias com o dominio TIR (toll-like
domain) na configuracdo estrutural Toll-NBS-LRR (NBS, nucleotide binding site e LRR,
leucine-rich repeats). Estes resultados indicam que o mecanismo de resisténcia ao distirbio
fisiolégico ndo pode ser atribuido a resisténcia basal a patégenos gerais ou especificos e,
portanto, o estimulo ambiental que induz o estado de distirbio fisioldgico nio corresponde
a estress bidtico. Além disso, em termos de metagendmica funcional, ndo se identificou uma
classe de patdgenos predominante que poderia estar causando o distirbio fisioldgico nas

amostras analisadas por RNA-Seq (dados nao mostrados).
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Tabela 7. Genes envolvidos no reparo de DNA diferencialmente expressos em 520-S1 comparado com
520-S3

03430 Mismatch repair

TAIR10 ID basemean log2foldchange p-valor labels
AT1G08260 Eucgr.B03882 81.33 -2.90 0.00 TIL1
AT1G13635 Eucgr.B03112 178.49 -6.07 0.00 AT1G13635
AT2G41460 Eucgr.JO1377 14.40 -2.06 0.04 ARP
AT3G12040 Eucgr.K01848 49.67 -1.07 0.02 AT3G12040
AT3G18630 Eucgr.J00843 176.61 -1.42 0.05 UNG
AT5G63960 Eucgr.I00173 97.14 -1.01 0.01 POLD4

03420 Nucleotide excision repair

TAIR10 ID basemean log2foldchange p-valor labels
AT1G08260 Eucgr.B03882 81.33 -2.90 0.00 TIL1
AT2G24490 Eucgr.C02095 34.23 -2.25 0.00 AT1G03810
AT5G27620 Eucgr.HO1039 44.90 -1.03 0.01 CYCH;1
AT5G63960 Eucgr.100173 97.14 -1.01 0.01 POLD4

03410 Base excision repair

TAIR10 ID basemean log2foldchange p-valor labels
AT1G08260 Eucgr.B03882 81.33 -2.90 0.00 TIL1
AT1G13635 Eucgr.B03112 178.49 -6.07 0.00 AT1G13635
AT2G41460 Eucgr.JO1377 14.40 -2.06 0.04 ARP
AT3G12040 Eucgr.K01848 49.67 -1.07 0.02 AT3G12040
AT3G18630 Eucgr.J00843 176.61 -1.42 0.05 UNG
AT5G63960 Eucgr.100173 97.14 -1.01 0.01 POLD4



76

S2-S3 UP-regulated

@® Oxidation-reduction process
@ Transcription, DNA-template
® RNA biosynthetic process

\\\ ® Heterocycle biosynthetic process

S2-S3 DOWN-regulated

Sp

Cell cycle process

Cellular component organization

DNA replication

Cellular glucan metabolic process
Polysaccharide metabolic process
Cellular carbohydrate metabolic process
Protein modification process

Figura 11: Categorizagcdo funcional de genes diferencialmente expressos baseado em processo
bioldgico, a partir do contraste 520-S2 vs 520-S3. A figura ilustra a distribuicio de genes
diferencialmente expressos entre as categorias funcionais conforme definido em Ontologia de Genes-
processo bioldgico. Cada processo bioldgico é representado por uma cor e um percentual no grafico.
Sao demonstrados dois graficos, um para genes diferencialmente expresso up regulados e outro para
genes down regulados.
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R1-S3 UP-regulated

@® Translation

® Amide biosynthetic process

@ Peptide metabolic process

® Organonitrogen compound biosynthetic process
@® Macromolecule biosynthetic process

@ Cellular biosynthetic process

@ Cellular nitrogen compound metabolic process

R1-S3 DOWN-regulated @ Protein modification process

@ Protein folding

® Protein ubiquitination

@ Biological regulation

@ Protein phosphorylation

@ Cellular protein metabolic process

@® Phosphate-containing compound metabolic process
@ Primary metabolic process

® G-protein coupledreceptor signaling pathway

® Organo nitrogen compound metabolic process

@ Regulation of cellular process

Figura 12: Categorizacdo funcional de genes diferencialmente expressos baseado em processo
bioldgico, a partir do contraste 1404-R1 vs 520-S3. A figura ilustra a distribuicdo de genes
diferencialmente expressos entre as categorias funcionais conforme definido em Ontologia de Genes-
processo bioldgico. Cada processo bioldgico € representado por uma cor e um percentual no grafico.
Sao demonstrados dois graficos, um para genes diferencialmente expresso up regulados e outro para
genes down regulados.
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Tabela 8. Genes envolvidos em PTI e ETI reprimidos em caules do clone 1404 (R1)

TAIR10 ID basemean log2foldchange p-valor labels
AT1G12220 Eucgr.FO1108 26.41 -1.96 0.02 RPS5
AT1G19440 Eucgr.F02683 15.19 -5.18 0.04 KCS1
AT1G21550 Eucgr.E01001 85.37 -3.89 0.00 AT1G05990
AT1G35670 Eucgr.FO0807 935.32 -1.16 0.04 CDPK1
AT2G04030 Eucgr.B03110 2434.18 -1.59 0.00 CRS88
AT2G13790 Eucgr.K01609 112.67 -2.32 0.00 SERK4
AT3G07040 Eucgr.G01440 71.48 -4.30 0.00 RPM1
AT3G21630 Eucgr.A01103 734.46 -1.45 0.00 CERK1
AT3G25070 Eucgr.HO0779 920.57 -3.57 0.00 RIN4
AT3G48090 Eucgr.K02886 1005.06 -1.48 0.04 AT3G48080
AT3G48090 Eucgr.L.03388 162.25 -1.66 0.03 AT3G48080
AT4G08500 Eucgr.E03542 87.73 -5.12 0.00 MEKKI1
AT4G08500 Eucgr.F03743 1631.52 -1.49 0.00 MEKKI1
AT4G11260 Eucgr.D01807 6606.12 -1.53 0.00 SGTI1B
AT4G30360 Eucgr.C02438 1162.75 -1.11 0.02 CNGC10
AT5G46330 Eucgr.C03760 16.50 -4.86 0.00 FLS2

Com a finalidade de delinear genes diferencialmente expressos em RI1 que

pudessem contribuir com o efeito resisténcia, foi utilizado um critério de busca que

identificasse genes diferencialmente regulados (up e down) em oposi¢do entre os contrastes

520-S1 vs 520-S3 e 1404-R1 vs 520-S3. A premissa seria que genes que conferissem

resisténcia ao distirbio fisioldgico deveriam exibir regulacdo oposta entre as amostras

suscetiveis acometidas pelo distirbio e as amostras resistentes sem sintomas. Para isso, foi

construido diagramas de Venn, a partir dos genes diferencialmente expressos identificados

pela comparagdo dos contrastes 520-S1 vs 520-S3 x 1404-R1vs 520-S3, utilizando como

critérios, log2-fold-change = 1, e p-valor de 0,01 e comparando genes up regulados no

contraste 1404-R1 vs 520-S3 com genes down regulados no contraste 520-S1 vs 520-S3
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(Figura 16) e vice-versa (Figura 17). Em um total de de 3070 genes diferencialmente
expressos em dire¢des opostas, 60 genes foram identificados como sendo reprimidos em
520-S1 e induzidos em 1404-R1 em comparacdo com S3 (Figura 16). Consistente com a
sintomatologia do distdrbio fisioldgico, destaca-se o gene Eucgr.FO3178, homodlogo de
AT3G12920.1, um inbidor de apotptose, além de genes envolvidos na regulacdo de
meristemas, reparo do DNA, e em tolerincia a estresses abidticos como genes induzidos por
déficit hidrico e calor.

Conforme os resultados da classificagcdo feita por enriquecimento dos genes DE
em relacdo aos processos biologicos, genes envolvidos em processos como morte celular
(4,1%), desenvolvimento de meristemas (4,1%), biossintese de lipideo (6,2%), regulacao
negativa da recombina¢do do DNA (1,0%), processos metabdlicos secundarios (5,2%),
elementos repetidos de DNA (1,0%), desenvolvimento (11,2%), regulacdo do crescimento
(4,1%), regulacao do crescimento do meristema (4,1%), ou seja, envolvidos em eventos de
desenvolvimento, processos de biossintese e metabolismo celular, além de reparo do DNA,
foram reprimidos nas amostras sintomdticas-S1 e induzidos nas amostras resistentes -R1
(Figura 16). Em contraposi¢do genes envolvidos na resposta a estimulos abiéticos (9,8%),
regulacdo positiva de processo celular (4,9%), resposta ao frio (4,9%), regulagdo de
processos biologicos (14,8%), regulacdo de processos metabdlicos de macromoléculas
(4,9%), regulacao positiva do processo biosintético de RNA (4,9%), regulacdo positiva da
transcricao (4,9%) e resposta a substancias quimicas (11,5%), enquadrados de forma geral
em processos bioldgicos, celular, de regulacdo e de resposta a estimulos, foram up regulados
nas amostras sintomaticas-S1 e down regulados nas amostras resistentes -R1 (Figura 17).
Coletivamente, estes resultados sugerem que o distdrbio fisiolégico no clones 520, gendtipo
suscetivel, estd associado a alteragdo negativa no sistema de reparo do DNA, o que
provavelmente ativa eventos de morte celular programada no clone 520 , desencadeando
processos que envolvem principalmente resposta ao estresse abidtico, sintese de alcaloide,
flavonoides e em contrapartida, diminuicdo de processos relacionados com
desenvolvimento, replicagcao do DNA e metabolismo. Os resultados gerais de vari¢ao global
de expressdo gé€nica também eliminam a possibilidade de que o distirbio fisologico seja

ativado por estimulos bidticos.
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520-S1vs 520-S3

X
1404-R1vs 520-S3 @ regulation of meristem growth
@ cellular water homeostasis
S1vsS3 @ regulation of growth

@ sterol biosynthetic process

@ monoterpenoid biosynthetic process
l1 899 @ cellular response to gravity
@ cytokinin metabolic process
@ developmental growth
@ thigmotropism
@ maintenance of DNA repeat elements
@ secondary metabolic process
@ negative regulation of DNA recombina...
@ anther development
@ meiotic mismatch repair
@ response to molecule of bacterial origin
@ lipid biosynthetic process
@ cell death
@ meristem development
@ steroid metabolic process
@ brassinosteroid biosynthetic process
@ cellular response to sulfate starvation
@ phytosteroid metabolic process
@ sulfate assimilation
@ regulation of secondary cell wall bioge.
@ organic substance metabolic process
) cellular response to heat
@ regulation of developmental process
@ proteolysis
@ meiotic chromosome segregation

Intersection S1-S3 Down vs R1-S3 Up-regulated

Figura 16: Diagramas de Venn mostrando as relacdes entre os diferentes conjuntos de genes
diferencialmente expressos nos clones 520-S1, 520-S3 e 1404-R1. Regides em azul claro representam
o contraste entre os genes DE down regulados em S1 vs S3, regides em amarelo claro, contraste entre
os genes DE up regulados R1 vs S3 e a regido comum a estas duas dreas, representam os genes de
intersecdo. Pela andlise de enriquecimento dos genes DE, em processo bioldgico, € fornecido grafico
indicando o percentual de cada gene correspondente. Foi utilizado log>-fold-change = 1, e p- valor
de 0,01.



84

520-51vs 520-53
X
1404-R1vs 520-S3

@ alkaloid biosynthetic process

@ flavonoid biosynthetic process

0 positive regulation of biosynthetic
process

@ positive regulation of transcription

@ positive regulation of RNA biosynthetic
process

@ positive regulation of nucleobase-
containing compound metabolic process

@ positive regulation of macromolecule
metabolic process

@ regulation of transport

@ regulation of biological process
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@ vesicle docking involved in exocytosis

@ organelle localization by membrane
tethering

O exocytosis

@ positive regulation of cellular process
@ D-xylose metabolic process

@ carpel morphogenesis

@ response to abiotic stimulus

@ phyllome development

@ response to chemical

@ secretion

@ gibberellin biosynthetic process

Intersection S1-S3 Up vs R1-S3 Down-regulated

Figura 17: Diagramas de Venn mostrando as relagdes entre os diferentes conjuntos de genes
diferencialmente expressos nos clones 520-S1, 520-S3 e 1404-R1. Regides em azul claro representam
o contraste entre os genes DE up regulados em S1 vs S3, regides em amarelo claro, contraste entre os
genes DE down regulados R1 vs S3 e a regido comum a estas duas dreas, representam os genes de
intersecdo. Por andlise de enriquecimento dos genes DE, em processos bioldgicos, € fornecido grafico
indicando o percentual de cada gene correspondente. Foi utilizado logz-fold-change = 1, e p- valor

de 0,01.
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3.4 Analise de expressao génica para os genes candidatos

Para validagdo dos resultados de RNA-Seq, confirmando a expressao diferencial de
um subconjunto de genes responsivos ao estresse foi realizado anélises de qRT-PCR das
amostras 520-S1, 520-S3, 1404-R1. Foram selecionados trés genes da via da sintese de dcidos
graxos, trés genes envolvidos no sistema de reparo do DNA, além de alguns genes
diferencialmente expressos em S1 ou RI, escolhidos aleatoriamente (Tabela 9). Como
controle endégeno foram testados os genes eEF2 (Eukaryotic translation elongation factor
2), ACT (Actin-related protein 3) e 30S (30S ribosomal protein S5, chloroplastic).

A especificidade e efici€éncia dos primers especificos do gene, foi determinada por
eletroforese em gel de agarose (RT-PCR) (Figura 18B) e pela andlise da curva de melting.
Cada uma das curvas de melting desses genes evidenciaram um tunico pico em qRT-PCR e
as curvas de amplificacdo das nove repeticdes (trés repeticoes bioldgicas x trés repeticoes
técnicas) para cada gene apresentou excelente repetibilidade. Esses resultados indicam alta
especificidade dos primers para seus respectivos genes-alvo. O célculo da eficiéncia de
amplificacdo da PCR foi feito para os trés genes enddgenos, e variaram de 0,9 a 1,18,
atendendo aos requisitos para analises com PCR quantitativo (Figura 18C).

De uma maneira geral, todos os genes selecionados apresentaram actimulos de
transcritos consistentes com os resultados do RNA-Seq (Figura 19). O nivel de transcritos
dos genes envolvidos na sintese de 4cido graxo, KASIII, ACC1 e KCS1, foi muito inferior
em S1 quando comparados com S3, confirmando a repressao global da sintese de acidos
graxos em caules sintomdticos do clone 520. Nao se observaram variagdes significativas
desses transcritos em 1404-R1, confirmando os resultados do RNA-Seq. Quanto aos genes
envolvidos no reparo de DNA, DNA Glysosilase, TIL1e MSH2, o perfil de expressdo por
qRT-PCR foi similar ao identificado por RNA-Seq. Comparados com 520-S3, os niveis de
transcritos desses genes foram inferiores em 520-S1 e superiores em 1404-R1. Também
consistentes com os resultados do RNA-Seq foram os resultados de expressdo dos genes
envolvidos em resposta a estimulos abidticos, Galactose oxidase e RPT2, cujos niveis de
transcritos, mensurados por qRT-PCR, foram superiores em relagdo a S3. Exceto por PGLI,
cujo nivel de transcrito por qRT-PCR foi inferior em 520-S1 quando comparado com 520-

S3, os demais genes selecionados, BAR1, ADH, RSW10, GAPDH, UBQ, acumularam um
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nivel de transcrito determinado por qRT-PCR, em concordancia com os resultados do RNA-

Seq. Coletivamente, estes resultados validaram os ensaios de RNA-seq.

A Mudas
520 1404 2361 1407 520 2361 1404 1407
S1 s2 S3 54 S5 Rl R2 S1 52 S3 54 S5 Rl R2  caule folha Caule folha Caule folha Caule folha
W e S Se— — —  — T YT mm SEg TS > s — — W— W ot — — ol
T — W — — W — s — = P — — — — N — e —
S e S W - O w— — G G— — — —— — — S — (e
B
100pr—_~—-L'--:?| |_ — —— — — | |—?,—--—-
C - Eficiencia  Coeficiente de
Gene Descri¢ao PCR (%) correlacio(R?)
¢EF2 Eukaryotic translation 0.991
elongation factor 2 100 .
Acr Actin-related protein 3 118 0.969
308 308 ribosomal protein 90 0.995
S5, chloroplastic o

Figura 18: A) Extracdo de RNA total dos clones 520, 1404, 2361, 1407, e das mudas correspondentes
A. Separacio eletroforética de RNA extraido de caules e folhas foi realizada em gel deagarose 1% e
visualizado por coloracdo em Brometo de Etideo. B) Andlise de RT-PCR com base no gene endégeno
eEF2. C) Eficiéncia dos oligonucleotideos utilizados como controle enddgeno para reagdo de qRT-

PCR.
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Tabela 9: Genes diferencialmente expressos avaliados por qRT-PCR

Eucalipto Gene Descricao Log: p-valor Contraste Processo bioldgico
FoldChange
3-Oxoacyl-[acyl-carrier-protein 0.78 0.014302789 R1-S1 Fatty acid biosynthesis
Eucgr.E00458 KAS_lII (ACP)] synthase Il -0.61 0.037650496 S1-S3
acetyl-CoA carboxylase 1, Fatty acid biosynthesis
Eucgr.FO0484 ACC1 synthesis of malonyl-CoA -1.25 0.01830475 $1-S3 process
3-Oxoacyl-[acyl-carrier-protein 4.23 1.52E-05 R1-S1 Fatty acid biosynthesis
Eucgr.H00232 KCS1 (ACP)] synthase Ill C Term -3.68 3.80E-05 S1-S3 elongation
ADH GroES-like zinc-binding 1.88 0.000750402 R1-S1 Fatty acid degradation,
Eucgr.K00927 dehydrogenase family protein -1.48 0.003124045 $1-S3 Glycolysis /
Gluconeogenesis
NagB/RpiA/CoA transferase-like 2.12 6.95E-05 R1-S3 Pentose phosphate
Eucgr.K00013 PGL1 superfamily protein 1.89 0.000688734 R1-S1 pathway
NagB/RpiA/CoA transferase-like -1.1 0.006591108 R1-S1
Eucgr.D01028 RSW10 superfamily protein 0.98 0.006342078 S$1-S3
Eucgr.B03112 | Glycosylase DNA glycosylase superfamily 7.56 1.56E-09 R1-S1 Base excision repair
protein -6.07 1.87E-07 S1-S3
POL2A,TIL1; DNA polymerase 3.42 2.25E-13 R1-S1 DNA replication,
epsilon catalytic subunit -2.9 5.27E-12 $1-S3 Nucleotide excision repair,
Eucgr.B03882 TIL1 -1.6 0.000655981 $2-S3 Base excision repair
MSH2; DNA mismatch repair 0.69 1.25E-18 R1-S3 Mismatch repair
protein MSH2 2.32 1.62E-13 R1-S1
Eucgr.B00700 MSH2 -1.63 6.38E-12 S1-S3
-1.28 9.06E-07 S2-S3
ATBRCA1,BRCA1; breast cancer 3.56 3.29E-07 R1-S1 Homologous
susceptibilityl -3.63 4.45E-09 S1-S3 recombination
Eucgr.D00242 BARD1 -1.64 0.022923577 S2-S3
Galactose oxidase/kelch repeat -5.61 0.036537475 R1-S1
superfamily protein 5.98 6.3766993e-09 S1-S3
Eucgr.B03483 Galactose 3.46 0.006836687 $2-S3
oxidase
-10.91 1.634768e-05 R1-S1 Tropismo metabolic
Root phototropism protein 2 9.57 2.836317e-45 S$1-S3 process,
Eucgr.B03325 RPT2 4.98 4.374303e-11 $2-S3 Response to abiotic
stimulus
Eucgr.J02288 GAPDH glyceraldehyde 3-phosphate 2.63 0.000123073 R1-S1 Carbon fixation in
dehydrogenase -2.260 0.00027011 §1-S3 photosynthetic organisms
small ubiquitin-like modifier 2 -1.00 1.368476e-07 R1-S1 Ubiquitin mediated

Eucgr.K00756 Ubiquitin -0.93 2.114482e-06 R1-S3 proteolysis
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Figura 19: Acimulo de transcritos de genes marcadores em caules sintométicos do clone 0520 e em caules resistentes do clone 1404. O RNA
total foi isolado de amostras S1, amostras S2, amostras S3 (controle) e amostras R1; a expressdo dos genes indicados na figura foi determinada
por qRT-PCR. Sdo evidenciados quatorze genes marcadores representados pelas letras de A a N. Os Gréficos em azul escuro indicam anélises
de expressdo a partir dos clones 0520 e 1404, ao passo que graficos em azul claro indicam andlises com os clones 2361 e 1407. A expressao

. . . -ACT o . o . - Lo
génica foi calculada pelo método do 2 - eEF?2 foi utilizado como controle endégeno. As barras indicam o desvio padrao da média, baseado
em repeti¢des técnicas e replicatas bioldgicas (n=3).
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Com o objetivo de se avaliar se os genes diferencialmente expressos no caule
também teriam o mesmo padrao de expressdao nas folhas assintomaticas e sintomadticas do
clone 520 e 1404, foram feitas andlises de expressdo por qRT-PCR dos genes selecionados
nas amostras 520-S5, 520-S4 e 1404-R2. Os resultados de folhas foram consistentes com os
resultados do caule, para os genes da sintese de dcidos graxos, KASIII e ACC1, para os genes
de reparo do DNA, DNA RSW 10 e Glycosilase, os genes ADH, PGL1, MSH2. Os demais
genes mostraram padrdes de expressao nas folhas diferenciados do caule, indicando um nivel
de tecido-especificidade de expressao que sobrepdem a resposta tipica ao distirbio fisiolégico
(Figura 19).

Foram também analisados o nivel de expressdo dos genes selecionados em amostras
sintomadticas e assintomaéticas de caules e folhas do clone suscetivel 2361 e do clone resistente
1407 (Figura 19). A expressao dos genes envolvidos na sintese de 4cido graxo nas amostras
de caules dos clones 2361 e 1407 foram similares as amostras correspondentes dos clones
520 e 1404, confirmando repressao significativa da sintese de 4cidos graxos em amostras de
clones suscetiveis acometidas pelo distirbio fisiol6gico. Estes resultados nao se confirmaram
para as amostras de folhas dos clones 2361 e 1407. Também ndo houve perfeita concordancia
entre os clones suscetiveis e resistentes com os genes envolvidos no repara do DNA, DNA
Glycosilase, MSH2 e TILL1. Uma melhor correlagdo no nivel de expressdao dos genes dos
diferentes clones foi observada nas amostras de caule, como ADH, RSW10, Galactose
oxidase, GAPDH, UBQ. O gene PGL1 mostrou similar perfil de expressao para as amostras
de folhas e caules dos clones suscetiveis e resistentes (Figura 19).

Estudos posteriores serdo necessdrios para identificacdo de possiveis marcadores
moleculares para resisténcia e suscetibilidade ao “distdrbio fisioldgico™ a partir da andlise de

expressdo de genes marcadores do distirbio em estddio de desenvolvimento de mudas.
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4. DISCUSSAO

Diagnéstico molecular do estado de “distirbio fisiologico”

Nos udltimos anos, tem havido grande expansdo das plantagdes de eucalipto para
suprir a crescente demanda mundial de matéria-prima para as industrias de base florestal, a
preferéncia pela cultura, se explica, devido as caracteristicas que apresentam. Paralelamente
a expansao das dreas plantadas, a ocorréncia de um fendmeno diagnosticado como “disturbio
fisioldgico” no eucalipto, tem sido relativamente frequente nas regides sul e leste da Bahia.
Este evento esta diretamente relacionado com a perda de dominéncia apical levando a necrose
do tronco principal, que se torna quebradi¢o, comprometendo, deste modo, a producdo da
cultura e principalmente a qualidade da madeira. Paralelamente, ocorre emergéncia de um
tronco secunddrio o e os sintomas sdo também associados com perda de turgor,
encarquilhamento e amarelecimento das folhas. Mecanismos epigenéticos tém implicado na
regulacdo da expressdo de genes relacionados ao estresse (Chinnusamy e Zhu 2009), com o
surgimento de um caule emergente logo apds necrose do caule principal, porém, os
mecanismos moleculares envolvidos no desenvolvimento dos sintomas e na resposta de
defesa da planta ao distarbio sao totalmente desconhecidos.

A fim de entender as bases moleculares que fundamentam o estado de distirbio
fisiolégico, foi conduzido um estudo de variacdo global de expressdo génica com amostras
do clone suscetivel 520, correspondentes a caules sintomadticas (S1), caules emergentes (S2)
e caules assintomaticos (S3), obtidos de plantas crescidas no mesmo talhdo, sob as mesmas
condi¢des ambientais. Nestas condicdes, uma comparacao direta entre o transcriptoma de
caules sintomaticos (amostra 520-S1) e do caule suscetivel assintomatico (amostras 520-S3)
resultou na identificagdo de uma intensiva reprogramacdo génica induzida pelo estado de
“distdrbio fisiolégico”, enquanto que nos caules emergentes exibiram um ndmero muito
inferior de genes diferencialmente expressos. Estes resultados indicam que as amostras S2 se
encontram em recuperacdo apresentando um transcriptoma mais proximo das amostras
assintomdticas S3.

O transcriptoma induzido pelo “disttirbio fisioldgico” divergiu consideravelmente das

amostras suscetiveis assintomaticas do clone 520. Nas modifica¢Oes positivas de expressao
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génica induzidas pelo distdrbio fisiol6gico, observou-se um enriquecimento de genes DE nas
categorias bioldgicas do sistema antioxidativo (catdlase, peroxidase, desidrogenases,
superéxido dismutase), morte celular (caspases, VPE, senescence-associated genes) e sintese
de flavonoide. Sistemas de desintoxicacdo foram desenvolvidos pelas plantas como
mecanismo de defesa antioxidante para combater os efeitos deletérios de ROS. Plantas com
niveis mais altos de antioxidantes, apresentam maior resisténcia a diferentes tipos de estresse
ambiental (Hasanuzzaman et al., 2012). Também foram enriquecidos nas modificacdes
positivas de expressdo génica, genes regulatérios, normalmente envolvidos em respostas
tipicas a estresses abidticos, como genes da familia NAC, APE, WRKY de transfatores
transcricionais (Guillaumie et al., 2010). Este conjunto de genes up regulados categorizam as
respostas majoritarias de plantas a estresses abioticos. De fato, estresses abidticos primdrios,
resultante de mudanga de temperatura, salinidade, seca e alagamento, levam a estresse
osmotico secunddrio como efeito comum, que aciona o sistema oxidativo de plantas pelo
acumulo e producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Gill & Tuteja 2010). Condi¢oes
severas de estresse abiodticos rapidamente induzem um conjunto de genes associados com
morte celular programada em plantas, como uma tltima tentativa de sobrevivéncia das células
(Costa et al., 2008; Mendes et al., 2013; Carvalho et al., 2015). Em condi¢des de estresse
prolongados, o estado de PCD pode evoluir para necrose, caracterizado pelos sintomas
observados em caules acometidos pelo “distdrbio fisioldgico™.

Consistente com estas observagdes, genes envolvidos na via de sinalizacdo de morte
celular foram altamente induzidos nos troncos sintomaticos e necréticos (S1) em relagdo ao
controle (S3). As principais proteinas expressas em S1, envolvidas com a morte da célula
incluem N-rich proteins (proteinas NRP), responsdvel por uma regulagado positiva de NACS81,
um efetor da resposta de morte celular, na cultura da soja (Reis & Fontes, 2012), genes NAC,
relacionados a processos de desenvolvimento, sinalizacdo auxina, defesa, respostas ao
estresse abidtico e senescéncia foliar (Olsen, 2005; Guo, 2006), proteinas peptidase (dominio
caspase) (Hatsugai et al., 2009; Lam E, 2000; Rojo E, 2004), que sdo consideradas efetores
centrais de apoptose (Zhaoyu Jin &Wafik & El-Deiry., 2005). Além desses, também se
destaca em S1 a enzima de processamento vacuolar VPE que exibe atividade de caspase-1-
like (Hatsugai et al., 2009; Rojo E, 2004). Deste modo, nossos resultados indicam que, o

denominador comum de todos os sintomas do disttrbio, induzido por elementos climaticos,
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parece ser a ativacdo descontrolada de vias de sinalizagdo de morte celular, levando a necrose
ou senescéncia.

No perfil do transcriptoma reprimido pelo “distirbio fisiol6gico”, genes envolvidos
no sistema de reparo de DNA (DNA glycosylase, TILL1, MSH2) foram extensivamente
reprimidos. As plantas sdo particularmente vulnerdveis a fatores que danificam DNA. Como
defesa, desenvolveram mecanismos sofisticados para deteccao de danos no DNA e reparo,
dedicados a assegurar a estabilidade gendmica por meio de remocao das lesdes no DNA e
reconstituicdo da informacgdo genética original (Kireva et al., 2013). Genes da familia DNA
glycosylase, permitem as plantas o desenvolvimento de um mecanismo Unico de
desmetilacdo ativa do DNA, pela reversao da metilacio do DNA no carbono 5 da citosina (5-
meC), através de uma via de reparo de excisdo de base (BER) (Parrilla-doblas et al., 2019).
A desmetilacdo ativa do DNA neutraliza a metilacdo excessiva, € uma de suas principais
funcdes € evitar que a metilacio se espalhe para genes préximos (Parrilla-doblas et al., 2019).
As proteinas DNA-glycosylases, também estdo envolvidas em respostas das plantas a uma
variedade de estimulos ambientais bidticos e abidticos. Logo, se o sistema de reparo de DNA
¢ comprometido, mecanismo de desmetilagdo se inviabiliza, e instabilidade genomica gera
um sinal para ativagdo de vias de morte celular. Consequentemente, a instabilidade do
genoma causada por um sistema ineficiente de reparo do DNA, em condi¢des de estresses
abidticos, pode ser o sinal de ativacdo das vias de morte celular induzida pelo distirbio
fisiolégico.

Também relevante foi a repressdo expressiva dos genes envolvidos na sintese de
acidos graxos, incluindo dcidos graxos de cadeia longa e ceras, nas amostras 520-S1. Estes
genes, estdo envolvidos em diversas etapas de desenvolvimento e crescimento de plantas,
como sintese de ceras e cutina nos caules e folhas, formagdo da raiz lateral, controle de divisao
celular na regido de meristemas (Bonaventure et al., 2003). Yaeno e colaboradores em 2004,
mostraram que os acidos graxos triendicos (ATs) nas membranas dos cloroplastos, estdo
envolvidos nas respostas de defesa contra patdgenos bacterianos avirulentos. A invasdo de
patogenos em plantas induz uma producdo de ROS, e subsequente morte celular programada.
Desde modo, reducdes ou bloqueios na sintese de 4acidos graxos saturados tém sido
associados a declinios na taxa de crescimento de plantas, na sintese de ceras e cutina, um dos

principais componentes da cuticula da planta e inducdo de morte celular (Bonaventure et
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al.,2003; Baud et al., 2003; Schnurr & Shockev, 2004). Embora todas as mutagcdes nos genes
da biossintese de dcidos graxos tenham sido geradas e analisadas em Arabidopsis, o fen6tipo
de plantas de eucalipto exibindo “distirbio fisiol6gico” pode ser amplamente explicado pela

redugdo na expressdo de genes essenciais na biossintese de dcidos graxos de cadeia longa.

Mecanismo de resisténcia ao distirbio fisiolégico

Para andlise do possivel mecanismo de resisténcia ao distirbio fisioldgico foi
analisado os genotipos contrastantes, clone suscetivel 520 e resistente 1404, crescidos sob
condic¢des climdticas idénticas e no mesmo talhdo. Portanto, os transcriptomas diferenciais
entre as amostras de caules assintomaticas do clone 520 e do clone 1404, refletem um
somatorio do efeito do gendtipo e da resisténcia ao disturbio fisioldgico. Na tentativa de
eliminar o efeito de genétipo foi analisado genes diferencialmente expressos no clone 1404
(1404-R1 vs 530-S3) em direcdes opostas aqueles diferencialmente expressos pelo distirbio
fisiolégico (520-S1 vs 520-S3). Assim sendo, genes altamente reprimidos pelo “distirbio
fisiol6gico”, mas ndo alterados nas amostras R1 foram considerados resultantes do estado de
“distarbio fisiolégico” e explicam os sintomas observados. Nesta classe, incluem os genes
envolvidos na sintese de 4cidos graxos. Genes induzidos nas amostras 1404-R1 mas ndo
alterados pelo distirbio fisiol6gico foram considerados resultantes de variagdes inerentes as
diferencas de background genético dos genétipos contrastantes. Nesta classe, incluem genes
da maquinaria de traducao das células vegetais. Por outro lado, genes down regulados pelo
distdrbio fisioldgico e up regulados nos clones 1404 foram considerados como participantes
do mecanismo de resisténcia. Exemplos nesta categoria incluem os genes envolvidos no
mecanismo de reparo do DNA. Para avaliar a consisténcia dessa interpretacdo, foram
realizados estudos de expressdo génica por qRT-PCR no clone 2361 suscetivel e 1407
resistente. Os trés genes do sistema de reparo do DNA avaliados apresentaram o mesmo perfil
de expressao dos clones 520 e 1404, substanciando o argumento de que a expressdo desses
genes poderia ser avaliada como marcador de resisténcia.

Na anélise dos mecanismos de resisténcia ao disturbio fisioldgico, foi observado que
genes envolvidos no sistema imune inato da planta, relacionados com PTI (PAMP-triggered

immunity) e ETI (effector-triggered immunity), foram extensivamente down regulados nas
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amostras resistentes (R1), sugerindo que imunidade inata de plantas ndo estd positivamente
associada a resisténcia ao “disttirbio fisioldégico” nos clones resistentes (1404). Estes
resultados também demonstram que o estimulo principal associado ao distirbio fisiol6gico
ndo se correlaciona a sinais bidticos. Consistente com esta interpretacdo, estudos de
metagenOmica em todas as amostras analisadas ndo foi capaz de delimitar predominancia de
patégenos nas amostras de caules.

Em resumo, os estudos de variagdo global de expressdo génica aqui descritos,
apresentaram um cendrio consistente com os fenétipos observados (sintomas) pelo
estabelecimento do “distirbio fisiolégico”. Embora os resultados deste trabalho contribuam
para o direcionamento das causas do distirbio, pesquisas adicionais sdo necessdrias para
concretizagdo efetiva dos genes que regulam as vias moleculares que eventualmente levam a
ativacdo da morte celular durante o fendmeno do distirbio. Assim, estudos adicionais sd@o
necessarios para o desenvolvimento de marcadores moleculares como forma de detec¢do da
predisposicao genética de clones ao “disturbio fisiologico”. A identificacio do transcriptoma
induzido pelo “distdrbio filolégico” em folhas sdo requeridos para um diagndstico molecular

completo do distirbio fisioldgico.
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