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Resumo

WOYANN, Leomar Guilherme. Analise do transcriptoma de gendtipos de arroz
sob estresse por frio. 2014. 107f.

Dissertacéo (Mestrado em Agronomia — Area de Concentracdo: Fitomelhoramento) -
Programa de Pdés-Graduagcdo em Agronomia, Faculdade de Agronomia Eliseu
Maciel, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2014.

O estresse por frio pode trazer prejuizos econdmicos significativos em
diversas fases do ciclo da cultura do arroz. Em arroz (Oryza sativa L.), ha grande
variabilidade genética para tolerancia ao frio sendo a subespécie japonica
considerada tolerante e a subespécie indica considerada sensivel. Foi realizado
sequenciamento de RNA (RNA-Seq) visando identificar genes diferencialmente
expressos entre 0s genodtipos BRS Atalanta (indica) (A), Nipponbare (japonica) (N) e
bulks formados por RILs (Linhas endogamicas recombinantes) provenientes do
cruzamento entre elas. Bulks (B) com as 15 RILs mais proximas a cada genitor (BAe
BN) foram formados com base em dados de genotipagem. As plantulas, tanto da
condicdo tratamento quanto da condi¢cdo controle, permaneceram por 7d a 28°C.
Para andlise do transcritoma, as plantulas da condi¢do tratamento (T) foram
expostas ao frio numa temperatura de 13°C por 24h e as plantas da condicéo
controle (C) permaneceram mais 24h a 28°C. ApOs este periodo foi realizada a
coleta das plantulas, extracdo de RNA total, sintese de cDNA e preparo das
bibliotecas para sequenciamento (RNA-Seq). Este foi realizado em sequenciador
HiSeq 2000, sendo as reads de 100b single-end. Diversas combinac¢des foram
analisadas para obter o numero de genes diferencialmente expressos envolvendo as
condicBes BRS Atalanta (controle e tratamento), Nipponbare (controle e tratamento),
bulk de RILs mais proximos a cultivar BRS Atalanta (controle e tratamento) e bulk de
RILs mais proximos ao genoétipo Nipponbare (controle e tratamento). Um namero
significativo de genes mostra-se diferencialmente expressos em cada condicéo,
sendo de modo geral mais genes estdo subexpressos do que superexpressos,
exceto para as condicbes AC x BAC, AT x BAT e NT x BNT. Um dendrograma
usando as distancias de Jensen-Shannon mostra a formacdo de dois ramos sendo
que num deles esté a cultivar BRS Atalanta e os bulks formados por sua semelhanca
genotipica com esta cultivar. No outro ramo estdo o genotipo Nipponbare e os bulks
formados pela semelhanca com o genitor. Genes pertencentes a diversas familias
de fatores de transcricdo estdo diferencialmente expressos nas diferentes
combinacgdes, sendo que para grande parte destas familias ja foi demonstrada sua
participacdo na resposta ao estresse por frio. As conclusdes deste trabalho indicam
gue o numero de genes diferencialmente expressos (log2-fold-change = |1.5|) varia
grandemente entre as combinacdes, apresentando como limite superior 1481 genes
subexpressos na combinagdo BNC x BAC e 1017 genes superexpressos em NT X
AT, e seis genes subexpressos na combinacdo NT x BNT e cinco genes



superexpressos na combinacdo NC x BNC. As combinacfes analisadas mostram a
expressao diferencial de um grande numero de familias de fatores de transcrigéo,
muitas delas ja descritas como responsivas ao estresse por frio, que apresentam um
padrao difuso de expressao entre as subespécies indica e japonica.

Palavras-chave: arroz; frio; plantula; transcriptoma; RNA-Seq; genes
diferencialmente expressos; fatores de transcricdo responsivos ao frio.



Abstract

WOYANN, Leomar Guilherme. Transcriptome analysis of rice genotypes under
cold stress. 2014. 107p.

Dissertation (Master Degree in Agronomy — Concentration's area: Plant Breeding) -
Program of Post-Graduation in Agronomy, Faculty of Agronomy Eliseu Maciel,
Federal University of Pelotas — Brazil, Pelotas, 2014.

Chilling stress can cause significant economic losses in different phases of the
cycle of rice. There are a wide of genetic variability for cold tolerance in rice (Oryza
sativa L.), japonica subspecies is considered tolerant and subspecies indica is
considered sensitive. RNA sequencing (RNA-Seq) was performed to identify
differentially expressed genes among the cultivar BRS Atalanta (indica) (A),
Nipponbare (japonica) (N) and bulks composed by RILs from crosses between them.
Bulks (B) with the 15 closest RILs to each parent (BA and BN) RILs were composed
based on SNPs-genotyping data. To analyze the transcriptome, plants of the
treatment condition (T), 7d after imbibition were exposed to a chilling temperature of
13°C per 24h and plants of the control condition (C) remained 24h more at 28°C.
After this time was performed the collection of seedlings, total RNA extraction, cDNA
synthesis and preparation of libraries for sequencing (RNA-Seq) in a HiSeq 2000
sequencer, with 100bp single-end reads. Several combinations were analyzed to
obtain the number of differentially expressed genes involving BRS Atalanta
conditions (control and treatment), Nipponbare (control and treatment), bulk of RILs
closest to BRS Atalanta — BA (control and treatment) and bulks of RILs closest to the
cultivar Nipponbare - BN (control and treatment). A significant number of differentially
expressed genes are shown in each condition, being generally founded more down-
regulated than up-regulated genes, except for the combinations AC x AT x NT x BAT
and BAC x BNT. A dendrogram using the Jensen-Shannon distance shows the
formation of two branches of which one is composed by BRS Atlanta cultivar and the
bulks composed by the genotypic similarity with this cultivar. In the other branch is
the cultivar Nipponbare and the bulks composed by similarity with the parent. Several
differentially expressed genes from transcription factors families are present in
different combinations, and for many of these families has been demonstrated its
involvement in the response to chilling stress. The conclusions of this study indicate
that the number of differentially expressed genes (log2 fold-change = [1.5|) greatly
changed between combinations, with an upper limit of 1481 down-regulated genes in
the combination BAC x BNC and 1017 up-regulated genes in the combination NT x
AT, six genes are up-regulate in the combination NT x BNT and five genes are up-
regulated in NC x BNC combination. The combinations analyzed showed differential
expression of a large number of families of transcription factors, many of which have
been described as responsive to cold stress, showing a diffuse pattern of expression
between indica and japonica groups.

Key-words: rice; chilling; seedling; transcriptome; RNA-Seq; differentially expressed
genes, chilling responsive transcription factors.
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Visdo geral de processamento do mRNA em eucariotos. Pouco
tempo depois da RNA polimerase Il iniciar a transcricdo do primeiro
nucleotideo, do primeiro éxon de um gene, a extremidade 5' do
RNA nascente recebe um CAP formado por com 7-metilguanilato. A
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transcricbes primarias curtas com alguns introns, a poliadenilacéo,
clivagem e splicing geralmente segue-se a terminacdo, como
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cada divisdo principal e o somatdrio de genes subexpressos e
superexpressos € mostrado ao lado de cada GO e as barras
horizontais mostram a porcentagem relativa entre os genes sub e
superexpressos. Ontologia génica nivel 2. Sub: genes
subexpressos. Super: genes superexpressos na combinacdo AT X
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1. Introducéo

1.1 A cultura do arroz

O arroz (Oryza sativa L.) é uma das espécies mais importantes para a
humanidade uma vez que alimenta, diariamente, mais de 3,5 bilhdes de pessoas,
sendo que estas dependem do arroz para suprir mais de 20% de sua ingestao diaria
de calorias (IRRI, 2010). Mais de 90% do arroz produzido no mundo é oriundo da
Asia, sendo que a China e a india representam quase a metade desse total. No ano
de 2012, a producdo mundial do cereal foi de 718 milhdes de toneladas em uma
area de aproximadamente 163 milhdes de hectares. Os maiores produtores
mundiais sd0: China (206 milhdes de toneladas), india (152 milhdes de t), Indonésia
(69 milhdes de t), Vietna (43 milhdes de t), Tailandia (38 milhdes de t), Bangladesh
(34 milhdes de t), Mianmar (33 milhdes de t), Filipinas (18 milhdes de t), Brasil (11,3
milhdes de t) (FAO, 2013). O Brasil € o nono maior produtor mundial e coloca-se
como o maior produtor fora do continente asiatico. No Brasil, na safra 2012/2013
foram colhidas 11,3 milhdes de toneladas, numa &rea de 2,39 milhdes de hectares.
Os estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina sdo 0s principais estados
produtores, sendo responsaveis por, aproximadamente, 60% e 10% da producao
nacional, respectivamente. O cultivo nestes dois estados €, basicamente, irrigado
sob inundacgdo proporcionando a obtencao de produtividades médias superiores a
sete toneladas por hectare. Esta produtividade é muito superior ao obtido no cultivo
de sequeiro, que consiste no sistema de produgcdo adotado nas demais regidoes
produtoras de arroz do pais (CONAB, 2014). No mundo, cerca de 85-90 milhdes de
hectares de arroz séo cultivados em areas de varzea, sob irrigacédo, fornecendo 75%
da produgéo mundial (IRRI, 2010).

As previsdes de aumento na demanda por arroz continuam elevadas. Para o
ano de 2035, um adicional de 116 milhdes de toneladas de arroz sera necessario
para alimentar as popula¢des que continuam crescendo. Na Africa, onde o arroz é a
fonte de alimento cujo consumo mais rapidamente cresce, cerca de 30 milhGes de

toneladas a mais de arroz serdo necessarios em 2035, representando um aumento



15

de 130% no consumo de arroz a partir de 2010. A nivel mundial, a producéo deste
cereal tera de aumentar cerca de 8-10 milhdes de toneladas por ano ao longo da
préxima década o que, mantendo a atual area de cultivo, exigira um aumento anual
na produtividade de cerca de 1,2-1,5%, equivalente a um aumento de rendimento de
0,6 t ha™ em todo 0 mundo (Sech et al., 2012).

Os programas de melhoramento genético de arroz aplicam um esforgo
continuo que visa a reducdo das disparidades de rendimento causadas por
restricbes bidticas e abidticas, além de manter ou mesmo aumentar o potencial de
rendimento das novas cultivares por meio do uso de técnicas de melhoramento
classico e de novas técnicas que podem consistir do uso de selecdo assistida por
marcadores para atualizar variedades existentes com um ou mais genes que lhes
dard uma vantagem nas condicbes de desenvolvimento presentes nas areas de
cultivo. As mudancas climaticas prognosticadas podem ameacar seriamente 0s
niveis de producdo necessarios para alimentar as futuras geracbes na Asia e em
outros continentes. As alteracdes climaticas tém muitas facetas, incluindo mudancas
nas tendéncias de longo prazo na temperatura e nos regimes de chuvas, bem como
no aumento da variabilidade de eventos extremos. As mudancas climaticas irdo
agravar uma série de estresses para as plantas de arroz, entre as quais podem ser
citados o calor, o frio, a seca, a salinidade e a submerséao (Wassmann, et al., 2009).
A melhoria nos niveis de tolerancia a esses estresses abioticos tem sido um dos

principais objetivos dos diferentes componentes da cadeia produtiva do arroz.

1.2 Taxonomia da espécie Oryza sativa L.

A espécie Oryza sativa L. pertence a divisdo Magnoliophyta, classe Liliopsida,
subclasse Commelinidae, ordem Cyperales, familia Poaceae, subfamilia Pooideae, a
tribo Oryzae e ao género Oryza (USDA, 2006). A adaptacédo as condi¢cdes aquaticas
ou de inundacédo parece ter sido o principal fator na evolucéo da tribo Oryzae, uma
tribo isolada de gramineas com cerca de quatorze géneros (Chandraratna, 1964).

Existem dois tipos distintos de arroz domesticado: Oryza sativa, também
chamado de arroz asiatico e Oryza glaberrima, conhecido como arroz africano,

sendo que ambos possuem histérias Unicas de domesticacdo. O género Oryza
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contém 21 parentes selvagens dos arrozes domesticados (Vaughan et al., 2003). O
género é dividido em quatro complexos de espécies, sendo eles: O. sativa, O.
officialis, O. ridelyi e O. granulata. Todos os membros do género Oryza tem n=12
Cromossomos e enguanto cruzamentos interespecificos sdo possiveis dentro de
cada complexo, é dificil recuperar descendentes férteis a partir de cruzamentos
entre espécies pertencentes a complexos diferentes (Vaughan et al.,, 2003). O
complexo O. sativa contém duas espécies domesticadas: O. sativa e O. glaberrima,
além de cinco ou seis espécies selvagens: O. rufipogon, O. nivara (também
considerado um ecétipo de O. rufipogon), O. barthii, O. longistaminata, O.
meridionalis e O. glumaepatula, sendo que todas elas sédo espécies dipldides. Oryza
sativa é distribuida globalmente, com uma alta concentracdo na Asia enquanto O.
glaberrima é cultivada no oeste da Africa. Oryza rufipogon pode ser encontrado na
Asia e na Oceania. Oryza barthii e O. longistaminata sio espécies africanas. O.
barthii é endémica no oeste da Africa e O. longistaminata é encontrada por toda a
Africa. Oryza meridionalis é nativa da Australia e O. glumaepatula é endémica na
Ameérica do Sul e na América Central. Dada esta distribuicdo é possivel localizar os
pools ancestrais dos quais o arroz moderno foi extraido. Os gendétipos africanos
foram domesticados de O. barthii (formalmente chamado de O. breviligulata) e O.
sativa foi domesticada de O. rufipogon (Sweeney e McCouch, 2007).

A espécie Oryza sativa foi domesticada do seu comumente reconhecido
progenitor, o arroz selvagem comum (CRW) O. rufipogon Griff. (Chang 1976;
Yamanaka et al. 2004). Ao contrario do bem conhecido processo de evolugédo e
domesticacdo do milho moderno (Doebley, 2004), a origem de O. sativa tem sido um
problema nao resolvido por décadas. O debate de longa data diz respeito a se o
arroz asiatico cultivado se originou monofilética ou polifileticamente. A hipétese da
origem monofilética sugere que as populacdes selvagens de O. rufipogon poderiam
ter evoluido para a subespécie indica no Sul e/ou Sudeste da Asia, a partir do qual a
subespécie japonica evoluiu através da adaptacdo durante sua dispersdao para
maiores latitudes e também maiores altitudes (Chang, 1976; Lu et al., 2002). Em
contraste, a hipotese polifilética postula que a subespécie indica e a subespécie
japonica foram originadas a partir de diferentes populacdes ancestrais do CWR
(Yamanaka et al, 2004; Londo et al 2006). Uma terceira teoria considera que a
domesticacdo do arroz foi um processo dindmico (Sang e Ge, 2007), onde ocorreu

uma domesticagdo independente entre as subespécies indica e japonica, seguida
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por uma continua troca de genes entre os diversos grupos de O. sativa (Yang et al.,
2011; Sweedey et al.,, 2007; Zhao et al., 2010) e também entre O. sativa e O.
rufipogon, facilitada pela auséncia de uma aparente barreira reprodutiva entre elas
(Oka, 1988).

As subespécies indica e japonica se diferenciam por uma série de
caracteristicas morfologicas, fisiologicas e genéticas. Quando tipos indica e japonica
tipicos foram comparados, muitos genes e caracteres mostraram uma associacao
nao casualizada com cada um para claramente separar as duas subespécies
(Morishima, 2001). Em todos os niveis de analise, as diferencas entre as
subespécies indica e japonica sdo muito aparentes. Diferencas entre estas duas
subespécies sdo documentados na literatura chinesa, ja em 100 antes de Cristo
(Matsuo et al.,, 1997). Em termos ecogeograficos, a subespécie indica é
primeiramente conhecida como arroz de varzea que é cultivado em toda a Asia
tropical, enquanto japonica € normalmente encontrada em regides temperadas da
Asia, nas regides de montanha do sudeste e nas elevacdes no sul da Asia. As
caracteristicas que tém sido utilizadas para classificar japonica e indica incluem o
formato dos gréos, a reacdo de fenol, a sensibilidade ao clorato de potassio, a cor da
folha, e o comprimento do apiculo da folha, embora o espectro de variacdo de
qualguer uma dessas caracteristicas individuais sobreponha-se nas duas
subespécies (Oka, 1988; Garris et al., 2005).

Além disso, caracteres morfolégicos permitem diferenciar os individuos entre
as duas subespécies destacando-se o formato do grdo, sendo que em geral
individuos japonica possuem graos curtos, largos, espessos e sessao transversal
arredondada. Os individuos indica possuem graos longos, estreitos e levemente
planos (Chandraratna, 1964; Watanabe, 1997). Os caracteres agronédmicos podem
ser considerados na diferenciacao entre as duas subespécies. A auséncia de arista,
facil debulha, cor verde claro das plantas, grande numero de afilhos, afilhos com
habito de crescimento mais aberto e sensibilidade a baixas temperaturas sao
caracteres encontrados na subespécie indica. Ja a subespécie japonica se
caracteriza pela presenca de arista, resisténcia a debulha, cor verde escura das
plantas, menor numero de afilhos, afilhos com habito de crescimento mais ereto e

tolerancia a baixas temperaturas (Takahashi, 1984).
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1.3 Germinacéo e estagios iniciais de desenvolvimento do arroz

A semente € uma forma condensada de planta. Na presenca de condicfes
ambientais adequadas, ela pode retomar a atividade metabdlica do estado de
repouso fisiologico, e mobilizar as reservas, biossintetizar novas proteinas, regenerar
organelas e membranas celulares e, finalmente, projetar a radicula e se estabelecer
como plantula (He e Yang, 2013). Sementes secas de arroz contém mais de 17.000
MRNAs armazenados. As proteinas de ligacdo a RNA (RBP) desempenham um
papel importante em manter a estabilidade e a regulacdo das funcbes destes
MRNAs de vida longa (Howell et al., 2009). As caracteristicas hereditarias das
sementes sdo o principal fator que influencia a germinacéo. As cultivares de arroz
hibrido geralmente tém alto vigor na germinacdo. A comparacdo dos perfis do
proteoma de embri&do maduro de arroz foi conduzida em cultivar hibrida e as suas
linhas genitoras. A maioria das proteinas de reserva exibiu efeitos génicos de
sobredominancia e proteinas induzidas por estresses exibiram efeitos aditivos, o que
pode contribuir para a tolerancia a estresses biéticos e abioticos (Ge et al., 2008).

Por definicdo, a germinacdo compreende 0S eventos que iniciam com a
absorcdo de 4gua pelas sementes quiescentes e termina com o alongamento do
eixo embrionario (Bewley e Black, 1994). O sinal visivel de que a germinacao esta
completa é, geralmente, a penetracdo das estruturas em torno do embrido pela
radicula. O resultado € muitas vezes chamado de germinacdo visivel. Eventos
subsequentes, incluindo a mobilizacdo das substancias de reserva, estdo
associados com o crescimento da plantula. Praticamente todos os eventos celulares
e metabdlicos que sdo conhecidos por ocorrer antes da conclusdo da germinacao de
sementes nao-dormentes também ocorrem em sementes dormentes que foram
embebidas em &gua. Na verdade, as atividades metabolicas das sementes
dormentes sao frequentemente apenas sutiimente diferentes daquelas de sementes
gue nao apresentam dorméncia. Assim, uma semente dormente pode atingir
praticamente todos 0s passos metabolicos necessarios para completar a
germinacado, contudo por algum motivo desconhecido, o eixo embrionario (isto é, a

radicula) ndo se alonga (Bewley, 1997).
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A germinacédo das sementes é um processo fisioldgico e bioquimico complexo
que envolve uma série de transducdo de sinais e regulacdo da expressao génica.
Nela, os fitormbnios presentes nas sementes apresentam um papel decisivo. Uma
série de fatores exdgenos e enddgenos participam na regulacdo da germinacao,
incluindo a &gua, a temperatura, a luz, o ritmo circadiano, e fitorménios (Penfield et
al, 2005; Holdsworth et al, 2008). Os acidos giberélico (GA) e abscisico (ABA) sao os
dois principais fitorménios que antagonicamente regulam a germinacdo das
sementes pela modulacédo de proteinas funcionais GA e ABA-responsivas. GA pode
superar a dorméncia e induzir a germinacdo de sementes, enquanto ABA pode
induzir a dorméncia na fase posterior a maturacao das sementes. As vias GA e ABA
podem interagir uma com a outra, inibindo diretamente a sintese de algumas
proteinas ou regular as proteinas-alvo comuns, tais como as proteinas DELLA (He e
Yang, 2013). A dorméncia das sementes nas cultivares de arroz atualmente cultivado
€ reduzida ou mesmo nula. Em algumas cultivares, a semente madura pode
germinar nas paniculas, sendo esta caracteristica denominada de germinacdo na
pré-colheita, desde que a semente encontre condi¢cbes climaticas adequadas. A
ocorréncia de germinacdo na pré-colheita reduz a producdo e a qualidade das
sementes. Genes relacionados com a sintese de ABA tem provado seu envolvimento
na germinacgao pré-colheita de sementes de arroz (Fang e Chu, 2008).

Nas sementes de arroz, o endosperma, composto basicamente por amido,
ocupa grande parte do seu volume e serve como reservatorio de nutrientes. Ele é
cercado por uma camada de aleurona e na parte basal encontra-se o embrido. Entre
o endosperma e embrido situa-se o escutelo, que pode ser considerado como uma
forma alternativa dos cotilédones. O embrido e o endosperma desempenham papéis
diferentes na germinacdo das sementes de arroz. O embrido contém a maior parte
da informacdo genética que controla a germinacdo. Apds a embebicdo das
sementes, a presenca de substrato e a falta de energia para a sua manutencéo irdo
ativar o embrido e este passara a produzir fitormonios, principalmente o acido
giberélico (GA). Este fitormbnio, que se apresenta basicamente na forma gasosa,
pode se difundir pela camada de aleurona e iniciar uma cascata de sinalizacdo que
leva & sintese de a-amilases e outras enzimas hidroliticas (He e Yang, 2013). Estas
enzimas serdo secretadas no endosperma para conduzir a degradacdo de
compostos de armazenamento, incluindo o amido, lipideos e proteinas para o

estabelecimento das plantulas (Jacobsen et al, 1995; Bethke et al, 1997).
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1.4 Tolerancia a frio em arroz

O arroz é o alimento basico para metade da populacdo humana. Ao contrario
de outros cereais, tais como trigo e cevada, as plantas de arroz sdo sensiveis ao
estresse por frio, 0 que muitas vezes resulta na diminuicdo da produtividade,
especialmente em regides onde a subespécie indica € cultivada. A tolerancia ao frio
durante a germinacdo € importante para garantir um rapido e uniforme
estabelecimento da cultura no inicio da estacdo de cultivo. No entanto, a avaliagdo
desta caracteristica em condi¢cdes de campo é limitada pela variacdo do ambiente, o
que torna dificil identificar linhas geneticamente superiores. A avaliagao da tolerancia
ao frio sob condi¢cbes controladas de temperatura pode ser realizada por meio da
avaliacdo da percentagem de reducdo no comprimento do coledptilo e crescimento
do coleoptilo (da Cruz et al.,, 2006). A germinacdo é um processo fisiologico
complexo que é afetado pela temperatura e pelo potencial de 4gua do solo (Alvarado
e Bradford, 2002). Este processo inclui os eventos de ativagcdo do embrido a partir
de um estagio dormente para uma forma dindmica. A germinacdo € um processo
importante no estabelecimento do numero final de plantas na lavoura e uma
densidade 6tima é conseguida quando as sementes sao completamente saudaveis e
germinadas dentro de uma taxa adequada (Albuquerque et al., 2003).

As baixas temperaturas podem ter impactos negativos sobre as plantas de
arroz durante a germinacédo, crescimento vegetativo e estagios reprodutivos. O arroz
é cultivado em quase todo o mundo, desde a latitude 50°N até 40°S e com altitudes
que vao do nivel do mar até 3000m (Juliano, 1993), fazendo com que a tolerancia ao
frio seja uma caracteristica necessaria em muitas destas regides. Anualmente, cerca
de 15 milhdes de hectares de lavouras de arroz tem sua producéo ameacada pela
ocorréncia de frio (Zhang et al., 2014).

No Brasil, a cultura pode sofrer danos causados pela ocorréncia de frio
principalmente no estado do Rio Grande do Sul. Dentre os estados produtores, este
€ o0 estado que apresenta as maiores latitudes. Nesta regido, bem como no Uruguai
e na Argentina, o arroz indica € responsavel pela quase totalidade do arroz cultivado.

As baixas temperaturas podem reduzir em 25% o rendimento final da cultura (Bierlen
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et al. 1997; Clayton e Neves 2011; Lima et al. 2012). Para o arroz, temperaturas
inferiores a 20°C diminuem a velocidade e a porcentagem de germinacao (Yoshida,
1981), resultando em menor nimero de plantas por metro quadrado e custos de
producdo mais elevados. No sul do estado brasileiro do Rio Grande do Sul, a
temperatura minima média em Outubro, quando o arroz é semeado, € de cerca de
12 °C, sendo necessario tolerancia ao frio para garantir um estabelecimento rapido e
uniforme da cultura do arroz. Experimentos como o de Tilebeni et al. 2012 né&o
obtiveram germinacdo quando a semente foi submetida a temperaturas de 12°C.
Porém, a temperatura inferior critica para a germinacdo pode ser extremamente
gendtipo-dependente.

As baixas temperaturas podem ser diferenciadas de congelamento em termos
da gama de temperaturas que provocam os danos relacionados (lba, 2002). Muitas
espécies de origem tropical ou subtropical sdo danificadas ou mortas por
temperaturas baixas mas ndo congelantes, e apresentam varios sintomas de injUria
por frio, tais como clorose, necrose, ou retardo do crescimento. Em contraste, as
espécies tolerantes ao frio sdo capazes de crescer na presenca de baixas
temperaturas (Sanghera et al.,, 2011). Os sintomas da sensibilidade ao frio e os
danos podem variar de acordo com a fase de desenvolvimento da planta do arroz
(Yoshida 1981). Na fase de germinagdo, 0s sintomas mais comuns s&o 0 atraso e
uma menor porcentagem de germinacdo (da Cruz e Milach 2000). Em geral, os
gendtipos pertencentes a subespécie japonica apresentam maior tolerancia ao frio
do que a subespécie indica, mas trabalhos constataram variabilidade dentro destas
subespécies (da Cruz e Milach, 2004).

Melhoramento de plantas exige a existéncia de variabilidade genética. Neste
sentido, Oryza sativa L. tem grande capacidade de adaptacdo ao frio e ecétipos
tolerantes estdo disponiveis para utilizagcdo em hibridagcGes artificiais. A subespécie
indica inclui cultivares melhor adaptadas a ambientes tropicais, como india, China e
Indonésia, enquanto cultivares japonica sédo mais adaptados a climas temperados,
como os do Japao, Coréia e das ilhas Java (Takahashi, 1984).

O grau da leséo no arroz depende geralmente do periodo de ocorréncia (fase
de crescimento), da intensidade do frio, e da duragcédo das baixas temperaturas (Li et
al. 1981). Baixa temperatura tem o potencial de afetar o crescimento e
desenvolvimento de plantas de arroz em qualquer fase de desenvolvimento, desde a

germinacao até o enchimento de gréos (Ye et al. 2009). No entanto, Yoshida (1981)
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mostrou que a sensibilidade ao frio varia entre os estagios de desenvolvimento. O
limite inferior da temperatura nos estadios de germinacéo e nos estadios vegetativos
situam-se entre 10 e 13°C. J4 no estadio reprodutivo esse limite inferior de
temperatura situa-se entre 18 e 20°C. Dessa forma percebe-se que as plantas de
arroz apresentam uma maior sensibilidade ao frio durante a fase reprodutiva.

Estudos com grande numero de cultivares pertencentes a estas duas
subespécies mostraram que 0s gendtipos japonica tem maior grau de tolerancia ao
frio na fase de germinacao (Mertz et al. 2009), bem como nas fases vegetativa e
reprodutiva (Li et al, 1981; Mackill e Lei 1997). da Cruz e Milach (2004) também
concluiram que genotipos japonica apresentam maior tolerancia ao frio no estadio de
germinacgdo do que gendtipos indica, embora eles encontrassem variabilidade para
essa caracteristica dentro de ambas as subespécies. Isto corrobora com resultados
anteriores de que alguns genotipos de indica de regibes com alta latitude podem
apresentar nivel moderado de tolerancia ao frio (Jennings et al., 1979). Estudos
também demonstraram que algumas variedades pertencentes a subespécie javanica
(também caracterizada como uma sub-populacdo tropical ou um ecoétipo de
japonica) apresentam tolerancia ao frio (Sweeney e McCouch 2007; Brar e Singh,
2011; Li et al., 2012). Por meio de cruzamentos artificiais varios genes que conferem
tolerancia a frio, presentes nesta subespécie, foram transferidos para linhagens da
subespécie japonica ( Saito et al., 2001).

Correlacdes de tolerancia ao frio entre os diferentes estagios de crescimento
para o arroz foram relatados, e foi sugerido que variedades com alta germinacao e
vigor de plantulas sob condicfes de baixa temperatura também sdo mais propensos
a serem mais tolerantes a exposicao a baixa temperatura na diferenciacao floral e na
fase de floracdo (Ye et al. 2009). Na fase de germinacéo, a tolerancia ao frio em
arroz apresenta uma heranca complexa (da Cruz at al., 2013). da Cruz et al. (2006a)
determinaram a heranca e a herdabilidade de tolerancia ao frio no estagio de
germinacdo em cruzamentos entre seis genotipos de arroz. Eles mostraram que
acOes génicas aditivas e ndo aditivas estavam envolvidas, mas que o componente
nao-aditivo foi relativamente mais importante para a porcentagem de redugdo no
comprimento do coledptilo e no crescimento do coledptilo. A epistasia, um efeito néo-
aditivo, também mostrou-se importante para a capacidade de germinagédo de arroz
em condi¢cOes de baixa temperatura (Chen et al., 2006).

Considerando-se as elevadas estimativas de herdabilidade que foram obtidas
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para germinacao a baixas temperaturas em arroz (Sthapit e Witcombe 1998; da Cruz
et al. 2006a), a selecdo de gendtipos tolerantes ao frio é provavel que seja bem
sucedida. No entanto, a grande importancia dos efeitos ndo aditivos sugere que a
selecdo deveria ser aplicada em geracdes avancadas de programas de
melhoramento (F4 ou F5), quando os efeitos de dominancia foram diminuidos devido
ao aumento da homozigose dos individuos (da Cruz et al., 2013). No entanto, os
principais avangos tém sido obtidos nas cultivares japonica. Portanto, o desafio
ainda continua sendo desenvolver cultivares tipo indica com tolerancia ao frio,
adequada para o regibes de elevada latitude, como o sul do Brasil, onde os
genatipos indica sdo mais produtivos que os gendtipos japonica, apresentam tipo de
grdo, composicao de gréo e qualidade de graos adaptados aos mercados-alvo, mas
sao propensos a danos causados pelo frio em diversos estadios de desenvolvimento
da cultura (Bierlen et al. 1997). Uma solucdo para esta questédo pode residir no
cruzamento entre gendtipos contrastantes para esta caracteristica, ou seja, cruzar
gendtipos indica com gendtipos japonica, a fim de transferir genes para toleréncia ao
frio presentes na subespécie japonica para a subespécie indica. No entanto, as
diferengas entre estes dois grupos de arroz torna dificil manter as caracteristicas
agronbmicas que caracterizam cada subespécie tais como o formato do gréo, a
qualidade de coccao, a relagcdo amilose/amilopectina entre outros, extremamente
necessarios para a sua aceitacao pelo consumidor.

Apos a emergéncia das plantulas, a incidéncia de frio pode continuar a trazer
problemas para a cultura. O desenvolvimento de variedades que apresentem
tolerancia ao frio € a maneira mais econbmica e eficaz para evitar os danos
causados por este estresse ao arroz. No entanto, o melhoramento para tolerancia ao
frio na fase de plantulas tem sido dificil devido a sua natureza poligénica e
conhecimento inadequado sobre a base genética da tolerancia ao frio. Baixas
temperaturas na fase de plantula pode levar a descoloracdo ou amarelecimento,
enrolamento da folha e murcha, redu¢cdo do crescimento, retardo na maturacéo,
problemas no estabelecimento das plantas e, consequentemente, reducdo na
produtividade da cultura (Zhang et al., 2014). A fim de desenvolver cultivares de
arroz que apresentem um adequado estabelecimento de plantulas sob baixas
temperaturas, é necessario investigar os recursos genéticos provenientes de varias
regibes do mundo, fornecendo conhecimentos basicos para permitir a introducéo de

genes envolvidos na capacidade de germinacdo em baixa temperatura de cultivares
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e variedades tradicionais em cultivares elite (Miura et al., 2001).

1.5 Mecanismos envolvidos na tolerancia ao frio em plantas

Estresses abidticos afetam negativamente o crescimento, a produtividade e
desencadeiam uma série de alteracdes fisiologicas, morfolégicas, bioquimicas e
moleculares nas plantas. Baixas temperaturas tem um enorme impacto sobre a
sobrevivéncia e distribuicdo geografica das plantas. O efeito dessas baixas
temperaturas sobre o metabolismo celular dependem da intensidade e da duracéo
do estresse. Como resposta da planta a esta condicdo estdo mudancas no seu
padrdo de expressdo génica e nos produtos proteicos (Sanghera et al., 2011). A
tolerancia as baixas temperaturas nas plantas € uma caracteristica muito complexa,
envolvendo muitas vias metabdlicas e diferentes compartimentos celulares (Hannah
et al., 2005).

Entre os mecanismos envolvidos na tolerancia ao frio podem ser citados:
estabilidade (Steponkus et al., 1993) e fluidez da membrana celular (Orvar et al.,
2000); eficiéncia do fotossistema Il (PSIl) (Routaboul et al., 2000); acumulo de
acucares (Strauss e Hauser, 1986), sintese de osmoprotetores, entre iniUmeros
outros. Além disso, por meio de transformacéo genética, a participacdo de inUmeros
genes na tolerancia a frio foi documentada e estao reunidos em revisdo de Sanghera
et al. (2011). Uma classe de genes que esta recebendo grande atencao devido a sua
grande importancia na regulacdo da expressdo génica sao os TFs. Genomas de
plantas atribuem aproximadamente 7% das suas sequéncias de codificacdo para TF,
0 que comprova a complexidade da regulacéo transcricional (Udvardi et al., 2007).
Os TFs sao moléculas adaptadoras que detectam sequéncias regulatorias no DNA e
visam a montagem de complexos de proteinas que controlam a expressao dos
genes (Zaret e Carroll, 2011). Como moduladores da expressdo génica estes TFs
agem em todos o0s sistemas bioguimicos eucaridticos, dirigindo "redes" ou
"programas de regulacao” que definem os estagios de desenvolvimento e zelam pela
manutencdo das células em microambientes que mudam dinamicamente (Yusuf, et
al.,, 2012). Os fatores de transcricdo interagem com cis-elementos do regides
promotoras dos varios genes relacionados com o estresse e, assim, sobreregulam a

expressado de muitos genes a jusante, resultando na transmisséao de tolerancia ao
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estresse abiodtico (Agarwal e Jha, 2010). Liu et al. (2012) desenvolveram um modelo
hipotético de resposta ao frio ndo congelante a partir de resultados obtidos com
linhas introgredidas desenvolvidas a partir de Solanum lycopersicum e Solanum
habrochaites (Figura 1).

Fitormonios

Producéo e Fatores de Modificaces pos-
detoxificacdode transcricéo traducionais
ERO (POD, AO, (MYB,HSF, WRKY, (SKP2A, ERICO,

CAT, GTS) NAC, zinc fingers LAP-1A ,RLK)

Enzimas metabdlicas Proteinas funcionais
(ABA3, LOX, CKX, (HSP, Dehydrin, PR,

UGT, PAL, BAM) ERD)

Fotossintese (GOX,
RBCS3B, FNR,CAB)

Menor dano na membrana
Ajuste metabdlico
Menor fotoinibigao

Homeostase Redox
Balango hormonal

oerancla ao esresse

por frio

Figura 1. Modelo hipotético da tolerancia ao frio ndo-congelante. Espécies reativas de oxigénio, calcio
e fitormbnios como moléculas de sinalizacdo podem desempenhar um papel critico na adaptacao de
plantas ao estresse pelo frio. A modulacdo destas vias de sinalizacdo ativa a regulacdo da
transcricdo. A expresséao diferencial de fatores de transcricdo faz com que muitos grupos funcionais
se mostrem diferencialmente expressos entre genoétipos tolerantes e sensiveis, tais como proteinas
funcionais, modificagcbes pos-traducionais de proteinas, e genes associados com processos
fisioldgicos e metabdlicos, como a fotossintese, a producdo de ERO ou sistema de detoxificagcao e
enzimas metabdlicas. A modulacdo da expressdo dos genes associados com modificacbes poés-
traducionais, ERO, e fitormbnios, em seguida, retroalimentou e fez o ajuste fino de fatores de
transcricdo, ERO, e redes de sinalizacdo de fitormoénios. ERO: espécies reativas de oxigénio, AO:
amina oxidase, PODs: peroxidases, GST: glutationa S- transferases, CAT: catalase, RBCS3B:
pequena subunidade 3B de rubisco, FNR: ferredoxina-NADP +- oxirredutase; CABs: proteinas de
ligacdo de clorofila a/b; GOXs: glicolato oxidases, LOXs: lipoxigenases, ABA3: ABA deficiente 3,
UGTs: UDP- glucosiltransferases, CKX: citocinina oxidase/desidrogenase, PAL: fenilalanina amonia-
liase, PRS, proteinas relacionadas a patogénese, BAM: beta-amilase ; Hsps: proteinas de choque de
calor, ERD: resposta precoce a desidratacdo, HSFS: fatores de choque térmico, SKP2A: proteina 2A
associada a quinase fase S, RLK: receptor proteina quinase, LAP-ALl: leucina aminopeptidase Al.
Adaptado de Liu, et al., (2012)
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ERO, célcio e fitorménios como moléculas de sinalizacdo podem
desempenhar um papel critico na adaptacdo ao estresse pelo frio. A modulacao
dessas vias de sinalizacdo pode ativar diretamente genes relacionados a resposta e
interagir direta ou indiretamente com varias outras redes de sinalizacao para regular
a transcricdo. Os TFs ativados (MYBs, HSFS, WRKYs, NAC e os dedos de zinco,
por exemplo) causam em seguida a expressao diferencial de muitos transcritos entre
genaotipos tolerantes e sensiveis, tais como proteinas funcionais (HSPs, PRS e
dehydrin, por exemplo), proteinas de modificacdes pds-transducionais (SKP2A, LAP-
Al e XERICOs, por exemplo) e genes associados com processos fisiologicos e
metabdlicos, como a fotossintese (FNR, GOXs e RBCS3B, entre outras), a producao
de ERO ou do sistema de detoxificacdo (PODs, AO, e GST, entre outras), a
biossintese e metabolismo de fitorménios (ABA3, LOXs, e UGTs), e outras enzimas
metabdlicas tais como PAL e BAM. Estas modificacBes especificas fazeram com que
as linhas introgredidas se mostrassem mais tolerantes ao frio do que o genitor da
espécie S. lycopersicum, ao reduzir o dano a membrana celular e fotoinibicao,

regular o metabolismo e manter o hormonal e a homeostase de ERO.

1.6 Anélise de transcritomas

1.6.1 O processamento do RNA mensageiro

Inidmeros tipos de RNAs sao produzidos nas células. Os diferentes RNAs
recém-sintetizados no processo de transcricdo denominam-se transcritos primarios
(pré-RNAs). A forma funcional de uma molécula de RNA é gerada apos o seu
processamento, em uma serie de modificacdes pos-transcricionais (Figura 2). Estas
alteracdes podem ser de delegdo, adicdo ou modificacdo de nucleotideos, ou de
regides maiores do transcrito primario. Em eucariotos, os RNA nucleares que dao
origem aos mMRNAs séo bastante alterados, desde o inicio de sua transcricdo até o
momento de serem transportados ao citoplasma. As modificagcbes sdo de varios
tipos e incluem a adicdo de nucleotideos nas extremidades 5 (CAP) e a
poliadenilacdo da extremidade 3' e a retirada de fragmentos que interrompem as

sequéncias funcionais do mRNA (excisdo de introns ou splicing) (Zaha et al., 2012).
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Figura 2. Visdo geral de processamento do mRNA em eucariotos. Pouco tempo depois da RNA
polimerase |1l iniciar a transcricdo do primeiro nucleotideo, do primeiro éxon de um gene, a
extremidade 5' do RNA nascente recebe um CAP formado por com 7-metilguanilato. A transcri¢cdo
pela RNA polimerase Il termina em qualquer um dos varios locais de terminacao a jusante do local da
poli(A), que esté localizado na extremidade 3' do éxon final. Apds, a transcri¢do priméaria € clivada no
local da poli(A), uma cadeia de residuos de adenina (A) é adicionada. A cauda poli(A) contém
residuos = 250 A em mamiferos, = 150 em insetos, e = 100 em leveduras. Para transcri¢cdes primarias
curtas com alguns introns, a poliadenilacdo, clivagem e splicing geralmente segue-se a terminacao,
como mostrado. Para grandes genes com varios introns, os introns sdo frequentemente retirados do
RNA nascente antes da transcricdo do gene ser completada. O CAP na extremidade 5' é mantido em
mMRNAs maduros. Obtida de Lodish et al., (2000)

Na extremidade 5' de mRNAs nucleares ocorre a adicdo de uma 7-metil-
guanosina, denominada 5'-CAP, no primeiro nucleotideo transcrito. Esta modificacéo
€ a primeira que ocorre nos pré-mRNAs, sendo necessaria para a traducdo da
maioria dos mMRNAS, pois é reconhecida pelos ribossomos no inicio da sintese de
proteinas. Esta adicdo é essencial para a expressdo eficiente de genes e a
viabilidade celular e €, também, necessaria para a maioria dos mRNAs celulares em
todos os organismos eucariotos em que foi investigada. Em alguns sistemas
experimentais também foi demonstrado que 5'-CAP atua na estabilizacdo do mRNA
contra 0 ataque de exonucleases, promove a transcricdo, excisdo de introns,
poliadenilacdo e o transporte dos mRNA através da membrana nuclear (Cowling,
2010). O 5'-CAP ocorre em todos os mRNAs eucarioticos presentes no citoplasma,
mas nao ocorre nos mMRNAs de mitocondrias e de cloroplastos (Zaha et al., 2012).

A poliadenilagdo da extremidade 3' de mRNAs de eucariotos consiste da
adicdo, nesta extremidade, de uma sequéncia de aproximadamente 200 residuos de
adenina que € denominada de cauda poli(A). Esta cauda poli(A) ndo esta codificada
no DNA e nao existe nos rRNAs e nos tRNAs. Ela é adicionada aos pré-RNAs pela

acdo da enzima poli(A)-polimerase. A clivagem pos-transcricional do precursor do
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MRNA é um passo essencial ha maturagdo do mRNA. Apos a clivagem, a maioria
dos mRNAs eucaridticos, com a excecdo de transcritos de replicagdo histona-
dependentes em alguns organismos, adquirem uma cauda poli(A) nas suas
extremidades 3'OH. O processo de formacdo da extremidade 3' promove a
terminacdo da transcricdo e o transporte do mRNA a partir do nucleo. A cauda
poli(A) também melhora a estabilidade e a tradu¢cdo de mRNA, mais provavelmente
por providenciar um sitio de ligacdo para proteinas de ligacdo poli(A) (Zhao et al.,
1999). Quase todos os sinais de poliadenilacdo em eucariotos contém um elemento
de nlcleo a montante e uma sequéncia consenso AAUAAA (ou uma variante)
localizada entre 10 e 35 nucleotideos a montante do local real da adi¢cdo da cauda
poli(A). Além disso, as sequéncias entre 14-70 nucleotideos a jusante (elementos a
jusante do nucleo) sdo conhecidas por estarem envolvidas em dirigir a
poliadenilacéo. Elementos auxiliares a montante e a jusante da sequéncia AAUAAA
também tém sido caracterizados. Estes elementos auxiliares podem melhorar a
eficiéncia de poliadenilacdo, muitas vezes mediada pela ligacdo especifica de
fatores de trans-regulacéo adicionais (Lutz e Moreira, 2011).

A cauda poli(A), presente na grande maioria dos mRNAs, € uma caracteristica
de grande importancia para a realizacdo de analises de RNA-seq. Atualmente, a
técnica mais utilizada é realizada através da selecdo da cauda poli(A), que usa a
afinidade desta com o oligo-dT para selecionar transcritos que apresentem esta
cauda. Na maioria das células, entre 60-90% das espécies de RNA consistem em
RNAs estruturais, tais como rRNA e tRNA. Deste modo, quando este tipo de RNAs
nao constitui o foco do estudo, necessita-se de uma estratégia para evitar que estes
RNAs dominem os dados do sequenciamento. Duas abordagens sao utilizadas para
o enriquecimento relativo de mMRNA presente nas amostras. A primeira abordagem
comeca com o RNA total, de onde o rRNA & deplecionado usando-se um conjunto
de oligonucleotideos que se ligam ao rRNA. O segundo método seleciona para
transcritos por meio do isolamento de RNA que apresente uma cauda poli-A na sua
extremidade 3'. Estes constituirio o material de partida para a construgcao de
bibliotecas de transcritoma (Tariq et al., 2011). No entanto, este protocolo requer alta
qualidade (tecido fresco ou rapidamente congelado) e uma quantidade suficiente de
RNA a partir de uma amostra a ser sequenciada (Sun et al., 2013).

Durante o passo final na formagcdo de um mRNA maduro e funcional, os

introns sdo removidos e os éxons sao unidos em conjunto. O processo de excisao
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de introns € denominado splicing. Os introns spliceossémicos representam o0s
introns presentes na grande maioria dos mMRNAS, cujo splicing é realizado com o
auxilio de ribonucleoproteinas que formam um complexo chamado spliciossomo.
Apos a excisdo dos introns, as porcdes restantes denominadas éxons, além das
sequéncias das regides néo traduzidas (UTRs) localizadas nas regides 5' e 3' (UTRs
5' e 3') permanecem no RNA maduro, porém nédo sao traduzidas (Zaha et al., 2012).
Para as unidades de transcricdo curtas, o splicing de RNA geralmente segue a
clivagem e poliadenilacdo da extremidade 3' do transcrito primario. Mas para as
longas unidades de transcricdo contendo varios éxons, o splicing de éxons no RNA
recém produzido geralmente comeca antes que a transcricdo do gene seja
completada.

A localizacdo de jungdes éxon-intron (ou seja, os locais de splicing), em um
pré-mRNA pode ser determinada pela comparacdo da sequéncia do DNA genbmico
com a do cDNA preparado a partir da sua sequéncia correspondente. As sequéncias
gue estdo presentes no DNA gendmico, mas ausente do cDNA representam introns
e indicam as posicdes dos locais de splicing. A analise de um grande numero de
diferentes mMRNAs revelaram curtas sequéncias consenso moderadamente
conservadas nas fronteiras éxon-intron em pré-mRNA eucaridticos; em organismos
superiores, uma regiao rica em pirimidina, imediatamente a montante do local de
splicing na regido 3' € também comum. Os nucleotideos mais conservados sdo 0s
(5") GU e (3) AG encontrados nas extremidades da maioria dos introns. Em analises
de supressdo da porcao central de introns em varios pré-mRNA foi demonstrado
que, geralmente, apenas 30-40 nucleotideos em cada extremidade de um intron sao
necessarios para que o splicing ocorra em taxas normais (Lodish et al., 2000).

1.6.2 O transcritomaem eucariotos

O transcritoma pode ser definido como a completa gama de moléculas de
RNA mensageiro (MRNA) expressas por um organismo. O termo transcritoma
também pode ser usado para descrever 0 conjunto de transcritos de MmRNA
produzidos por uma célula ou por um tipo de tecido em particular. Em contraste com
0 genoma, o qual é caracterizado pela sua estabilidade, o transcritoma muda

ativamente. Na verdade, o transcritoma de um organismo varia dependendo de
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muitos fatores, incluindo a fase de desenvolvimento e as condigbes ambientais
(Brown, 2002). Embora o0 mRNA caracterize o transcritoma, ele corresponde a
menos de 4% do total de RNA das células. Mesmo assim, constitui 0 componente
mais significativo, pois contém os RNAs de codificacdo que especificam a
composi¢do do proteoma e, portanto, determinam a capacidade bioquimica da
célula. Um ponto importante a se notar € que o transcritoma nunca € sintetizado de
novo. Cada célula recebe parte do transcritoma do seu genitor quando ele é trazido
primeiramente a existéncia por divisdo celular, e mantém um transcritoma durante
toda a sua vida. Mesmo células quiescentes em esporos bacterianos ou nas
sementes de plantas tém o transcritoma, embora a tradugdo do transcritoma em
proteina possa ser completamente desligado. Transcricdo ndo resulta na sintese do
transcritoma mas o mantém, substituindo mRNAs que foram degradados, e traz
alteracdes na composicdo do transcritoma através do processo de ligar e desligar
diferentes conjuntos de genes (Brown, 2002).

A andlise de expressdo génica € amplamente utilizada para desvendar
mecanismos reguladores que controlam o0s processos celulares em plantas, animais
e microbios. As analises de micro-arranjo foram muito utilizadas na analise do perfil
de expresséao global de genes, embora esta tecnologia a base de hibridizacéo tenha
sua utilizacdo grandemente restringida aos genes conhecidos e por apresentar uma
gama limitada de quantificacdo. A tecnologia de RNA-Seq estende as possibilidades
de estudos do transcritoma para a andalise de genes previamente ndo identificadas e
de splicing alternativo (Wang et al., 2009). Além disso, o RNA-Seq dispde de uma
gama dindmica de quantificacdo e reduzida variabilidade técnica. Essas vantagens,
juntamente com a diminuicdo do custo do sequenciamento, fazem do RNA-Seq um
método cada vez mais usado para estudos de expressdo de todo o genoma em
muitos sistemas biologicos, incluindo espécies com genomas ndo sequenciados
(Van Verk et al., 2013).

1.6.3 Sequenciadores de nova geracao (NGS)

Com o surgimento dos sequenciadores de nova geracdo (NGS) a

capacidade de sequenciamento aumentou drasticamente nos ultimos anos. Diversas
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plataformas de sequenciamento surgiram, entre as quais podemos citar SOLID e lon
Torrent PGM (Life Sciences), Genome Analyzer, HiSeq 2000, MiSeq (lllumina), GS
FLX Titanium e GS Junior (Roche), entre outras. O sequenciamento de RNA (RNA-
Seq) por meio de NGS vem se popularizando rapidamente e faz com que outras
tecnologias usadas na andlise de transcritomas sejam deixadas de lado, tanto pelo
aumento da confiabilidade dos resultados produzidos pelos NGS bem como pela
reducado de custo no sequenciamento. O sequenciador HiSeq 2000 (Illumina) adota
a tecnologia de sequenciamento por sintese (SBS). A tecnologia SBS permite
sequenciamento paralelo em massa de milhdes de fragmentos utilizando um método
baseado em um terminador reversivel que detecta bases Unicas quando elas séo
incorporados nas fitas de DNA em crescimento. Um terminador fluorescente
marcado € visualizado quando cada dNTP é adicionada e em seguida clivada para
permitir a incorporagdo da base seguinte. Uma vez que todos os quatro dNTPs
ligados a terminadores reversiveis estdo presentes durante cada ciclo de
sequenciamento, a concorréncia natural minimiza a incorporacdo de vieses
relacionados a adicdo das bases. A identificacdoé feita diretamente a partir de
medigOes de intensidade de sinal durante cada ciclo, o que reduz as taxas de erro
em comparagdo com outras tecnologias. O resultado final é obtido com uma
acuracia superior a 98% (Liu et al., 2012) no sequenciamento base-por-base, que
elimina erros especificos de contexto da sequéncia permitindo uma
identificacdorobusta em todo o genoma, incluindo regides de sequéncias repetitivas
e dentro de homopolimeros.

O fluxo de trabalho do sequenciamento lllumina é baseado em trés passos: as
bibliotecas sdo preparadas a partir de praticamente qualquer amostra de acido
nucleico amplificado para produzir aglomerados clonais, e sdo seguenciados
utilizando sintese paralela massiva. A preparacao das bibliotecas pode ser realizada
por meio de kits de preparacdo de amostras TruSeq (lllumina) ou pelo uso de kits de
preparacdo de amostras de DNA compativeis com sequenciadores lllumina. A
geracdo dos clusters ocorre no sistema automatizado de geracdo de clusters cBot
(lumina). cBot amplifica isotermicamente os fragmentos de cDNA que foram
capturados por oligonucleotideos complementares ao adaptador de ligagcéao
covalente a superficie das células de fluxo lllumina. As células de fluxo facilitam o
acesso do DNA ligado as enzimas, garantindo alta estabilidade do molde ligado a

superficie e baixa ligacdo de nucleotideos fluorescentes rotulados nao-especificos.
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Fragmentos de DNA anexados sao estendidos e amplificados por ponte para criar
centenas de milhBes de agrupamentos, cada um dos quais contém
aproximadamente 1.000 cépias idénticas de uma uUnica molécula do molde. Por
altimo, os reagentes de sequenciamento pré-configurados sdo depositados na
bandeja de reagentes do instrumento antes do inicio da corrida.

Antes de sequenciamento, as bibliotecas sdo juntadas em cadeias simples
com a ajuda de enzimas de linearizacao (Mardis, 2008) e, em seguida, quatro tipos
de nucleotideos (ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP), que contém um corante
fluorescente clivavel diferente cada um, e um grupo de bloqueio removivel pode
complementar o modelo em uma base a cada vez, e o sinal pode ser captado por
um dispositivo de carga acoplada (charge-coupled device — CCD). Com a
multiplexacdo incorporada em primers P5/P7 e adaptadores, o sequenciador pode
lidar com milhares de amostras simultaneamente. HiSeq 2000 necessita de um
software de controle HiSeq (HCS) para o controle do programa, um software
analisador em tempo real (RTA) para fazer a identificacdono instrumento, e o
software CASAVA para a realizacao de andlises secundarias (Liu et al., 2012).

Os softwares sistema de controle HiSeq (HCS) e analisador em tempo real
(RTA) sao adotados por HiSeq 2000. Estes dois softwares podem calcular o nUmero
e a posicao de agrupamentos com base em suas 20 primeiras bases, de modo que
as primeiras 20 bases de cada sequenciamento decidiriam a producdo e qualidade
de cada sequéncia. HiSeq 2000 utiliza dois lasers e quatro filtros para detectar
quatro tipos de nucleotideos (A, T, G e C). Os espectros de emissado destes quatro
tipos de nucleotideos apresentam cross-talk, pois as imagens dos quatro
nucleotideos ndo sdo independentes e a distribuicdo de bases pode afetar a
qgualidade do sequenciamento. Os arquivos de saida do sequenciamento padréo do
HiSeq 2000 consistem em arquivos bcl*, que contém as chamadas de base e
indices de qualidade em cada ciclo. Por meio do programa CASSAVA 0s arquivos no
formato blc* sdo convertidos para o formato fastQ. Neste formato as bases e os
valores de qualidade sdo representados em um mesmo arquivo. Além disso, as
qualidades sao codificadas por meio de caracteres ASCIl ao invés de uma
sequéncia de numeros. Isto permite que a codificacdo seja mais eficiente e ocupe

um menor espaco nos arquivos criados.
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1.7 Anélise dos dados obtidos por meio de RNA-Seq

A tecnologia de RNA-Seq esta se consolidando como o método padréo para
medir os niveis de expressdo do RNA. Ela substitui com inUmeras vantagens a
abordagem de microarranjos que constituiu, por aproxinadamente uma década, o
principal método para verificacdo da expressdo diferencial de genes. Entre as
vantagens que RNA-seq oferece sobre os microarranjos estd o fato de que a
tecnologia de RNA-Seq nao se limita a deteccéo de transcritos que correspondam a
sequéncias gendmicas preexistentes. Isso faz com que o RNA-Seq se torne
particularmente util para organismos que ainda ndo tenham um genoma e um
transcritoma de referéncia. RNA-Seq pode revelar a localizacdo exata de limites de
transcricdo, numa resolucdo de uma uUnica base. Reads de 30 pb provenientes de
RNA-Seq fornecem informacdes sobre como dois éxons estdo conectados,
enquanto que reads maiores ou reads curtas paired-end revelam a conectividade
entre varios éxons (Wang et al., 2009) . Esses fatores tornam o RNA-Seq muito util
no estudo de transcritomas complexos e na detencdo de SNPs nas regides
transcritas (Quinn et al., 2013). Comparando com a técnica de microarranjo, 0 RNA-
Seq possui um baixo nivel de ruido, pois as sequéncias de DNA podem ser
inequivocadamente mapeadas em regides Unicas do genoma. A tecnologia RNA-Seq
também demonstrou ser altamente precisa para quantificar os niveis de expressao,
tal como determinado utilizando PCR quantitativa (QPCR) (Nagalakshmi et al., 2008)
e quando adicionados controles com concentragcfes conhecidas de RNA (Mortazavi
et al., 2008). Além disso, os resultados do RNA-Seq também apresentam niveis mais
elevados de reprodutibilidade, tanto para replicatas técnicas quanto para replicatas
bioldgicas, quando comparado com outras técnicas de andlise de expressao
diferencial (Nookaew et al., 2012).

Atualmente, ainda ndo ha um consenso sobre o melhor método de analise
dos dados obtidos pela técnica de RNA-Seq. Algoritmos estdo sendo desenvolvidos
para as diversas etapas envolvidas na analise dos dados. Artigos comparando 0s
estes algoritmos utilizados em cada etapa mostram que um consenso ainda esta
longe de ser alcangado. Para a etapa de alinhamento das reads, Engstrom et al.
(2013) compararam a performance de 26 protocolos baseados em 11 programas de

alinhamento e concluem que cada um deles possui pontos fortes e fracos, e néo
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encontraram nenhum algoritmo que apresentasse uma boa performance em todos
0s parametros analisados. A comparacdo de métodos para analise da expressado
diferencial dos dados obtidos por meio de RNA-Seq nao é conclusiva sobre o melhor
algoritmo e mostram que nao ha, atualmente, um algoritmo que se saia melhor em
todos os parametros importantes na determinagdo dos genes diferencialmente
expressos (Soneson e Delorenzi, 2013; Rapaport et al., 2013; Wesolowski et al.,
2013).

2. Objetivos

O objetivo geral deste trabalho consiste em analisar a expressao de genes
em arroz sob estresse por frio. Os objetivos especificos séo: ldentificar os genes
diferencialmente expressos entre os genitores Nipponbare, BRS Atalanta e os bulks
de RILs formados a partir de genotipagem frente ao estresse por frio na fase de
plantula; e identificar fatores de transcricdo diferencialmente expressos em cada

uma das combinac¢des analisadas.

3. Material e Métodos

3.1. Material genético

Para a execucao deste trabalho foram utilizados cruzamentos artificiais entre
genotipos contrastantes para o carater tolerancia a frio em arroz. Na literatura, a
subespécie japonica € descrita como tolerante ao frio na germinacdo, na fase
vegetativa e na fase reprodutiva. Este fato decorre da regido onde esta subespécie
foi domesticada, que corresponde as regifes temperadas da Asia e com maiores
altitudes. Ja a subespécie indica mostra-se sensivel ao frio na germinacéo, na fase
vegetativa e na fase reprodutiva devido a sua domesticacao ter ocorrido em regides
com maiores temperaturas e menores altitudes. Para a subespécie japonica foi

utilizada o gendtipo Nipponbare, pois dessa cultivar se dispde de grande quantidade
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de informacdes em ambito genético-molecular, por ter servido como modelo para o
sequenciamento da espécie Oryza sativa L. (GOFF et al., 2002; IRGSP, 2005; RAP-
DB, 2013). Como representante da subespécie indica foi utilizada a cultivar BRS
Atalanta. Esta cultivar foi utilizada nos cruzamentos artificiais devido a sua
sensibilidade ao frio. Além disso, esta cultivar apresenta caracteristicas agronémicas
de interesse, tais como: alta produtividade, elevada qualidade de graos, elevado teor
de amilose e ciclo super-precoce.

As RILs foram desenvolvidas a partir do cruzamento entre o genotipo
Nipponbare e a cultivar BRS Atalanta. Os cruzamentos artificiais foram realizados no
ano de 2008. No ano de 2009 as sementes F1 obtidas foram semeadas, dando
origem as sementes F2. Em agosto de 2010, 450 sementes F2 foram semeadas na
area experimental pertencente a Embrapa Arroz e Feijdo, no municipio de
Brazabrantes, estado de Goias/Brasil. A colheita das sementes F3 foi realizada em
novembro de 2010. Em dezembro do mesmo ano, 250 familias F3 foram semeadas
na area experimental da Estacdo Experimental Terras Baixas, pertencente a
Embrapa Clima Temperado, no municipio de Capéo do Ledo, Rio Grande do Sul/BR.
Em abril de 2011 as sementes F4 foram colhidas. Em junho de 2011, 237 familias F4
foram semeadas em area experimental pertencente a empresa RiceTec, no
municipio de Normandia, estado de Roraima/BR. Em setembro de 2011 foram
colhidas as sementes F5. Em outubro de 2011, sementes de 237 F5 foram
semeadas na area experimental da Estacdo Experimental Terras Baixas,
pertencente a Embrapa Clima Temperado, no municipio de Capédo do Ledo, Rio
Grande do Sul/BR. Em margco de 2012 foram colhidas as sementes F6 de 210
familias.

Uma vez obtidas as sementes na geracdo F6, ou seja, com aproximadamente
97% de homozigose, considerou-se esta taxa restante de heterozigose como
desprezivel. Assim, procedeu-se a selecdo das 15 familias que se mostraram mais
proximas geneticamente aos pais utilizados nos cruzamentos. Esta selecdo foi
realizada tendo-se em maos os resultados da genotipagem por sequenciamento
(GBS) das 210 familias que constituem a geracado F6 provenientes do cruzamento
inicial (Ahlert et al., 2014 (dados néo publicados)). A genotipagem dos pais e das
familias F6 foi realizado por meio de um método de alto rendimento utilizando os
dados gerados a partir do resequenciamento de todo o genoma dos pais e das 210

familias. A estratégia utilizada para a realizacdo da genotipagem por
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sequenciamento (GBS) segue o protocolo proposto por Elshire et al. (2011), onde
enzimas de restricdo sensiveis a metilacdo sdo utilizadas para reduzir a
complexidade do genoma, uma vez que evitam 0 acesso a regides repetitivas. A
filtragem e selecdo de SNPs foi realizada por meia da ferramenta GBS analysis, uma
extensdo do programa TASSEL (Bradbury et al., 2007). Com base nos resultados
obtidos foram selecionadas as 15 RILs que se mostraram mais proximos ao genitor
Nipponbare para compor o bulk de RILs tolerantes ao frio. As 15 RILs mais préximas
ao genitor BRS Atalanta formaram o bulk de RILs sensiveis ao frio.

3.2 Tratamento por frio

As sementes dos genétipos Nipponbare e BRS Atalanta e das RILs
selecionadas para compor cada bulk foram tratadas com hipoclorito de sodio
(NaClO), numa concentracdo de 1%, durante 3 minutos e em seguida lavadas por
trés vezes com agua destilada, para evitar o desenvolvimento de patdégenos durante
a conducdo do experimento. De cada genitor foram colocadas para germinar trés
repeticbes com 50 sementes cada. De cada RIL foram utilizadas cinco sementes por
repeticdo, totalizando 75 sementes por repeticdo. Estas sementes foram colocadas
para germinar em placas de Petri contendo duas folhas de papel germinador. Foram
adicionados 15 mL de agua ultrapura para embebicéo durante as primeiras 24h de
conducdo do experimento. Apds este periodo, o excesso de agua foi retirado. A
manutencdo dos niveis de umidade foi feita a cada dois dias. As sementes foram
postas para germinar em camaras de germinacao do tipo BOD (Biochemical Oxygen
Demand), a 28°C. Todas as etapas do experimento foram conduzidas sem a

presenca de luz.
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3.2.1 Condicgéo controle

A condicao controle dos genotipos (Nipponbare e BRS Atalanta) e dos bulks
foi composta pela manutencdo das sementes por sete dias a 28°C (da Cruz e
Milach, 2004; Bosetti, et al.,, 2012), que é considerada a temperatura Otima de
germinacdo, em camara de germinacdo. Posteriormente, as sementes da condi¢ao

controle permaneceram por mais 24h na condicao de 28°C, sem a presenca de luz.

3.2.2 Condicéao tratamento

Na condigao tratamento, as sementes permaneceram durante sete dias a
28°C em camara de germinacdo, sem a presenca de luz. Apds este periodo foi
aplicado o tratamento por frio. Este tratamento consistiu ha exposi¢cdo da condi¢cao

tratamento a temperatura de 13°C pelo periodo de 24h.

3.3 Delineamento Experimental

O delineamento experimental utilizado na conducédo do experimento foi o de

blocos casualizados (DBC), com trés repeticdes.

3.4 Extracdo de RNA total

Todos os utensilios utilizados na coleta do material biolégico foram limpos
com o reagente RNase AWAY (Life Tecnologies, Carlsbad, CA, Estados Unidos) para
a eliminacdo de RNAses e de DNA que possam constituir contaminantes as
amostras coletadas. As plantulas foram coletadas removendo-se a casca das

sementes e 0 endosperma das mesmas. Logo apoés estas plantulas foram lavadas



38

com agua ultrapura, secas levemente com Kimwipes™ (Kimberly-Clark, Irving, TX,
Estados Unidos) e colocadas em tubos para centrifugacdo do tipo Falcon, em
nitrogénio liquido. O material foi armazenado em ultrafreezer, a -80°C, até posterior
uso.

O RNA total foi extraido das plantulas usando-se o reagente TRl Reagent®
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Estados Unidos) de acordo com instru¢cées do
fabricante. A purificacdo do RNA total foi realizada usando-se o kit RNeasy Plant Mini
(Qiagen, Valencia, CA, Estados Unidos) seguindo as instru¢cdes do fabricante. A
quantificacdo do RNA total foi realizado com o espectrofotbmetro NanoDrop 2000
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). O preparo das bibliotecas comecou
com o uso de 4ug de RNA total. A qualidade do RNA total foi verificada por
eletroforese em gel de agarose a 1% (2g de agarose + 200 mL de tampéao TBE 0,5X
+ 5L de brometo de Etidio (EtBr)).

Posteriormente, as amostras foram diluidas em &agua Nuclease-Free (Life
Tecnologies, Carlsbad, CA, Estados Unidos) até completar o volume de 10uL. A
concentracdo final das amostras foi ajustada para 400ng por amostra (400ng de

RNA por amostra + 2L de 6X Loading buffer + &gua para completar 10uL).

3.5 Preparacao das bibliotecas de cDNA

Para a confeccdo das bibliotecas de cDNA foi utilizado somente 0 mMRNA,
sendo reduzida a presenca dos demais tipos de RNAs (Figura 3). Realizou-se este
preparo por meio do uso do kit TruSeq RNA sample preparation v2 (lllumina, San
Diego, CA, Estados Unidos) de acordo com as instru¢cdes do fabricante. Comegando
com o RNA total, o mRNA foi primeiramente purificado usando a selecdo para a
cauda poli(A), que é uma caracteristica exclusiva do mRNA e assim somente RNAs
gue contém esta cauda séo selecionados. O primeiro passo do fluxo de trabalho
envolve a purificacdo moléculas de mRNA que apresentam a cauda poli(A) por meio
de BeadChips magnéticas que fazem a juncédo do oligonucleotideo poli-T com as
bases complementares presentes na cauda poli(A).

Apés a purificacdo, 0 mMRNA é fragmentado em pequenos pedagos, por meio

de cations divalentes a temperatura elevada. Fragmentos de RNA segmentados sao
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copiados para a primeira cadeia de cDNA utilizando transcriptase reversa e primers
aleatorios. Isto € seguido por sintese da segunda cadeia de cDNA, utilizando DNA-
polimerase | e RNase H. Estes fragmentos de cDNA foram entdo submetidas a um
processo de reparacao das extremidades 5' e 3' dos fragmentos preparando-as para
uma eficiente ligacdo dos adaptadores “Y” contendo um codigo de barras unico
(barcode) e locais de juncéo dos primers. Em seguida, os produtos séo purificados
e enriquecidos por meio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para criar a
biblioteca de cDNA definitiva. Foram realizadas duas sele¢cdes por meio do uso de
oligo(dT) para a cauda poli(A) do mRNA visando reduzir os niveis de rRNA a valores
aceitaveis em experimentos de RNA-Seq (Nagalakshmi et al.,, 2010). O kit de
preparo gera fragmentos de aproximadamente 350 pares de bases (bp) e por meio
dos beads foram removidos aquelas sequéncias que apresentaram um comprimento

menor que 100 bp.

AAAAAAAAA 1) Captura Poli(A)+RNA
TITTITTTITTT®

—] — — — — R — 2) Fragmentacao de RNA e
adicao de primers

3) Sintetizacao 12 fita de cDNA

—_— 4) Sintetizacao 22 fita de cDNA

— 5) Reparo das terminacdes 5’ e
P poliadenilacédo terminacdes 3’

6) Ligacao de adaptadores

Barcode

Rdl

7) Amplificacao de fragmentos por PCR

Rd2  Index

Figura 3. Preparacdo de biblioteca de RNA para plataforma Illumina. RNA com cauda poli(A) é
enriquecida utilizando beads oligo(dT) seguido por fragmentacéo e transcricdo reversa. As regides 5'
e 3' dos fragmentos de cDNA sdo em seguida preparados para permitir a ligagdo eficiente dos
adaptadores "Y", que contém um cddigo de barras Unico e sitios de ligacao de primers. Finalmente,
0os cDNAs ligados sdo amplificadas por PCR, e estdo prontos para o sequenciamento. Fonte:

http://www.labome.com/method/RNA-seq-Using-Next-Generation-sequencing.html
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Para purificacdo da PCR foram utilizados BeadsChips magnéticos Agencourt
AMPure XP (Beckman Coulter, Pasadena, CA, Estados Unidos). Este reagente tem
como funcéo a recuperacdo dos amplicons, remocdo de dNTPs nédo incorporados,
primers, dimeros de primers, sais e outros contaminantes. Atua, também, na
estabilizacdo dos produtos da PCR apds sua limpeza e possibilita a recuperacdo de
DNAs de fita dupla e também de fita simples.

Neste trabalho foi utilizado o conjunto “A” de adaptadores disponibilizados
pela lllumina. Apés a finalizacdo da confeccdo das bibliotecas de cDNA, foi
verificada a qualidade e a quantidade de cDNA obtido por meio do aparelho
Bioanalyzer 2100, modelo Agilent DNA 7500 (Aligent, Santa Clara, CA). Além disso,
a qualidade e quantidade de DNA obtido foi mensurado pelo aparelho Qubit® 2.0
Fluorometer (Life Tecnologies, Carlsbad, CA, Estados Unidos).

Apos a validagéo das bibliotecas, fez-se a normalizagdo das mesmas para
uma concentracdo de 10nM usando-se o tampdo EB (10 mM Tris:Cl, pH
8.5)(Qiagen, Venlo, Holanda), com o uso de tensoativo hidrofilico (Tween 20) a
0,1%. Para a transformacéo dos valores das bibliotecas para uma concentragao de
10nM fez-se a conversdo de micrograma (i) para picomol (pmol) de regides
terminais de DNA linear por meio da formula:

pmol 10°pg 1 kb

—_ 2 -
660 pmol © 1pg N *°” 1000 pb

pmol de DNA = pg DNA x

Onde N representa o numero de nucleotideos (em kb), 660pg/pmol € o peso
molecular médio de um Unico par de nucleotideos, 2 é o nUmero de terminais de
uma molécula linear de DNA, e kb/1000bp é o fator de conversédo de quilo bases
para par de bases.

3.6 Sequenciamento das bibliotecas de cDNA

O sequenciamento das bibliotecas foi realizado em sequenciador de nova
geracdo (NGS) HiSeq2000 (lllumina, San Diego, CA, Estados Unidos), sendo as
bibliotecas submetidas a 100 ciclos de sequenciamento single-end (1x100bp).
Foram utilizadas quatro canaletas de sequenciamento. Em cada uma delas foram

colocadas seis bibliotecas, totalizando 24 bibliotecas sequenciadas. A qualidade da
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read de cada base foi representada usando-se caracteres ASCII para Phred+33. O
indice de qualidade Qpnrep= -10 x logip(Pe) foi utilizado primeiramente nas reads
obtidas pelo método de Sanger e a partir da versdo 1.8 do software CASSAVA
(lumina) passou a ser o padrdo para os arquivos .fastq gerados a partir de
sequenciamentos realizados com a plataforma lllumina. Os indices de qualidade
Phred séo logaritmicamente ligados a probabilidade de erro. Como exemplo temos
que um Qpnrep = 10 indica uma probabilidade de identificagdo incorreta de uma
base na ordem de 1 em 10 proporcionando uma acuracia na identificacdo na ordem
de 90%. Ja um Qpprep = 30 indica uma probabilidade de chamada incorreta de uma
base na ordem de 1 em 1000 bases, ou seja, a acuracia na identificacdosobe para
99,9% (Ewing e Green, 1998). Os arquivos obtidos e que foram usados nas analises
subsequentes apresentam o formato .fastq (Figura 5).

Neste arquivo estdo presentes informacdes dispostas em quatro linhas. A
primeira linha representa uma linha de titulo iniciada pelo sinal grafico '@'. Este € um
campo de formato livre, sem limite de comprimento permitindo anotacéo arbitraria ou
comentarios a serem incluidos. A segunda linha representa a linha da sequéncia,
onde é disposta cada base lida. Assim como no formato FASTA, ndo ha nenhuma
limitacao explicita sobre os caracteres esperados. Espera-se que estejam presentes
apenas os codigos de uma letra da IUPAC para DNA ou RNA, em mailscula. Na
terceira linha apresenta-se o sinal '+' para sinalizar o fim da linha de sequéncia e do
inicio da sequéncia de qualidade. A quarta linha refere-se a qualidade de cada base
lida que é representada por um Unico caractere pertencente ao subconjunto de
caracteres ASCII, normalmente variando entre os caracteres ASCII 33 a ASCII 126,
com um mapeamento de deslocamento simples. Fundamentalmente, depois de
concatenacdo (remocdo de quebras de linha), a sequéncia de qualidade deve

possuir um numero de caracteres igual ao da segunda linha (Cock et al., 2010).

@SRR014849.1 EIXKN4201CFU84 length=93
GGGGGGGGGEGEGGEEGCTTTTTTTGTTTGGAACCGAAAGG
GTTTTGAATTTCAAACCCTTITTCGGTTTCCAACCTTCCAA
AGCAATGCCAATA

+53RR014849.1 EIXKN4201CFUB4 length=93
3+&$#” LU A T I ”?F@?l . F 1] ; C? ,E;?ﬁB; : EAIEA
1EAGOB: 7: #OEAQOD@2ZEAE 7 : >67: A ABA:79E ;D@
[=<7T=9<2A8==

Figura 4. Padrdo de informacdes presentes nos arquivos com formato .fastg. Figura obtida de Cock et
al., 2010.



42

3.7 Anélise dos dados obtidos pelo sequenciamento das bibliotecas

A qualidade dos dados recebidos do sequenciamento foram verificados pelo

uso da ferramenta FastQC (Babraham Bioinformatics) (http://www.bioinformatics.

babraham.ac.uk/projects/fastqc/) (Figura 6). Dele foram obtidas estatisticas basicas

sobre a biblioteca tais como: nome do arquivo, tipo de arquivo, formato, total de
sequéncias, sequéncias filtradas, comprimento das sequéncias e porcentagem de
contetido de guanina + citosina (%GC) de cada base em cada sequéncia lida. Além
disso, foram verificados parametros como o score de qualidade por sequéncia,
qualidade da sequéncia por base, conteido da sequéncia por base, contetudo GC
por base, conteddo GC por sequéncia, conteudo de N por base, distribuicdo do
comprimento das sequéncias, sequéncias duplicadas, sequéncias superexpressas e

Kmers super-representados.

Quality scores across all bases {llumina 1.5 encoding)
38
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1 23 456 7 8 910 12 14 15 1a 20 22 24 26 28 20 32 24 35 s 40
Position in read {bp)

Figura 5. Representacdo da qualidade de reads obtida pelo uso da ferramenta fastQC. Figura obtida
de: http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/
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Para a limpeza das sequéncias de cada biblioteca foi utilizada a ferramenta
Trimmomatic (Lohse et al.,, 2012). Foram utilizados o0s seguintes parametros:
ILLUMINACLIP, para o corte de adaptadores e outras sequéncias especificas de
reads realizadas em plataforma lllumina; SLIDINGWINDOW, que realiza cortes
sempre que a qualidade média dentro da janela cair abaixo de um limiar
estabelecido; LEADING e TRAILING, para cortar bases a partir do comeg¢o ou do
final de uma read caso a qualidade esteja abaixo de um determinado limiar,
respectivamente; e MINLEN, para eliminar reads que apos os demais procedimentos
tenham ficado com um comprimento menor que o especificado. Neste experimento
foram utilizados o0s seguintes valores: ILLUMINACLIP:TruSeq3-SE:2:30:10
LEADING:30 TRAILING:30 SLIDINGWINDOW:4:30 e MINLEN:80.

Apbs a confirmacgdo da adequacdo das reads obtidas pela metodologia RNA-
Seq fez-se uso do protocolo Tuxedo (Trapnell et al., 2012). Este protocolo fornece
solucBes para as trés etapas essenciais na analise de RNA-Seq: alinhamento de
sequéncias, quantificacdo e analise de expressao diferencial de genes. Na figura 7
esta representado um fluxograma dos procedimentos necessarios até a obtencéo
dos genes diferencialmente expressos. O primeiro passo consiste no uso do
programa TopHat (Trapnell et al., 2009) onde as reads sdo mapeadas no genoma de
referéncia. Como genoma de referéncia, tanto para os genétipos Nipponbare e BRS
Atalanta, bem como para os bulks das RILs que se mostraram mais proximas aos
respectivos pais, foi utilizado o genoma da genétipo Nipponbare (Os-Nipponbare-
Reference-IRGSP-1.0) (disponivel no enderego
http://rapdb.dna.affrc.go.jp/download/irgspl.html).
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Figura 6. Em um experimento envolvendo duas condi¢des, as reads sdo mapeadas contra o genoma
com TopHat. As reads para cada replicata biolégica sdo mapeados de forma independente. Estas
reads mapeadas séo fornecidos como entrada para o programa Cufflinks, que produz um arquivo de
transfrags montadas para cada repeticdo. Os arquivos de montagem sdo mescladas, por Cuffmerge,
com a anotacdo do transcritoma de referéncia, em uma anotag¢éo unificada para andlise posterior.
Esta anotacdo mesclada é quantificada para cada condicdo por Cuffdiff, que produz dados de
expressdo em um conjunto de arquivos tabulares. Esses arquivos séo indexados e visualizado com
CummeRbund. Para facilitar a exploracdo de genes identificados por Cuffdiff como genes
diferencialmente expressos, apresentando splincing alternativo ou sendo transcricionalmente
regulados. Fonte: Trapnell et al., 2012.

O programa TopHat tem embarcado as solugcdes de alinhamento
apresentadas pelos programas Bowtie (Langmead et al.,, 2009) e Bowtie2
(Langmead et al., 2012). Bowtie € um programa de alinhamento ultra-rapido e que
usa eficientemente a memoria da maquina para alinhar pequenas sequéncias de

DNA a grandes genomas. Este programa faz uso das técnicas de Burrows-Wheeler,
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baseadas no indice FM (full-text minute-space index) (Ferragina e Manzini, 2001)
para armazenar a sequéncia do genoma de referéncia e permite que ele seja
pesquisado rapidamente. A utilizacdo de um algoritmo denominado algoritmo de
recuo com reconhecimento de qualidade (quality-aware backtracking algorithm)
permite a presenca de mismatches entre o genoma de referéncia e as reads a
serem alinhadas. Além disso esse algoritmo favorece alinhamentos de alta qualidade
e apresenta dupla indexacéo, estratégia que evita o recuo excessivo (Langmead et
al.,, 2009). No entanto, Bowtie ndo € apropriado para todas as tarefas de
alinhamento de sequéncias. Ele ndo permite alinhamentos entre uma read e o
genoma de referéncia quando ocorrerem grandes lacunas (gaps) e portanto, néo
pode alinhar reads que foram originadas por uma jungcéo gerada pela excluséo de
introns. As principais diferencas do programa Bowtie2 para o primeiro sdo: suporte a
presenca de gaps, onde o nimero e o comprimento dos gaps ndo é restrito; maior
velocidade e maior sensibilidade para reads maiores que 50 bp; eliminacdo do limite
superior para o comprimento das reads (que era fixado em 1000 bp no Bowtie); o
modo de alinhamento paired-end € mais flexivel que na versédo anterior. Varios
nucleos do processador podem ser usados simultaneamente para alcancgar ainda
maiores velocidades de alinhamento.

O programa TopHat (Trapnell et al., 2009) foi criado para resolver a principal
limitacdo do programa Bowtie. Na analise do sequenciamento foi utilizada a verséao
TopHat 2.0.9, download em Agosto de 2013. TopHat (Figura 8) usa Bowtie como um
'motor' de alinhamento e fragmenta reads, que o Bowtie ndo conseguiu alinhar por
conta propria, em pequenos pedacos chamados segmentos. Muitas vezes, estas
pecas, quando processados de forma independente, irdo alinhar ao genoma.
Quando varios segmentos de uma read alinham no genoma em posi¢des distantes
uma da outra (por exemplo, entre 100 pb e varias centenas de quilo bases), TopHat
infere que a read se estende por uma juncado de processamento e estima onde 0s
locais de juncéo estdo. Ao processar cada read inicialmente ndo mapeavel, TopHat
pode construir um indice de locais de splicing no transcritoma sem um gene a priori
ou anotacOes do local das jungbOes. Esta capacidade € crucial, porque, como
numerosos estudos de RNA-seq tém mostrado agora, os catalogos de eventos de
splicing alternativo permanecem incompletos. Mesmo nos transcritomas de
organismos modelo frequentemente estudadas, novos eventos de splicing séo

descobertos a cada estudo adicional utilizando a técnica de RNA-Seq (Trapnell et
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al., 2009; Trapnell et al., 2012).

O programa TopHat2 (Kim et al., 2013) incorpora 0s avangos presentes no
programa Bowtie2 e permite que muitas das configuracdes do Bowtie2 possam ser
aplicadas diretamente usando configuracdes disponiveis em TopHat2. Esta nova
versao propOe solucionar um problema que ocorria em TopHat que era a
impossibilidade de encontrar, em algumas situa¢des, um alinhamento adequado. Tal
situacao ocorre pois transcritos de um genoma alvo pode diferir substancialmente do
genoma de referéncia, possivelmente contendo insercdes, exclusdes e outras
variagdes estruturais, como mostrado por Levy et al. (2007) e Xing et al. (2009). Em
TopHat2 foram implantados novos procedimentos para garantir que as reads sejam
alinhadas com as verdadeiras insercbes e delecdes (indels). Indels que ocorrem
devido a erros de sequenciacdo e estes indels curtos podem ser detectados
eficientemente por Bowtie2, o mecanismo subjacente de mapeamento de TopHat2.
Além disso, grandes delecdes e inversdes no mesmo cromossomo, e translocacfes
envolvendo diferentes cromossomos sao detectadas pelos algoritmos TopHat-Fusion
(Kim e Salzberg, 2011) que foram incorporados ao software TopHat2. Para as
analises com o programa TopHat2 foram utilizadas as configuracdes default

acrescido da opcéo --report-secundary-alignment.
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Figura 7. A pipeline de TopHat. Reads de RNA-Seq sédo mapeadas contra o genoma de referéncia, e
aguelas reads que ndo sao mapeadas sao separadas. Um consenso inicial das regides mapeadas é
calculado utilizando o0 modulo de montagem Maq (Li et al., 2008). Sequéncias de flanqueamento com
potencial de doador / receptor de locais de splicing dentro de regides vizinhas sédo unidas para formar
potenciais juncfes de processamento alternativo. As reads inicialmente ndo mapeadas (IUM) sdo
indexadas e alinhadas para estas sequéncias de juncdo de emendas. Fonte: Trapnell, et al., 2009.

As reads para cada replicata biologica sdo mapeadas de forma independente
pelo programa. Estas reads mapeadas sdo providas como input para o programa
Cufflinks (Trapnell et al., 2010), que produz um arquivo de transfrags (fragmentos
transcritos) montados para cada replicata biologica. As contagens do numero de
transcritos em um experimento RNA-seq constitui-se de numeros inteiros néo
negativos e que, inerentemente, seguem uma distribuicdo discreta. J& as
intensidades de cor obtidas em experimentos de microarrays sao tratados como
medi¢cbes continuas que comumente costumam seguir uma distribuicdo log-normal.
Nos métodos desenvolvidos para a analise da expressdo diferencial em
experimentos de RNA-Seq estdo disponiveis, atualmente, algoritmos de contagem
que utilizam distribuicdo de Poisson, a distribuicdo binomial negativa (NB) e beta-
binomiais (Soneson e Delorenzi, 2013).

Além do uso direto das distribuicbes discretas, alguns pacotes de software
representam os dados de RNA-Seq por meio de quantidades transformadas tais
como RPKM (reads por quilo base por milhdo de reads mapeadas) descrita por
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Mortazavi et al. (2008), como mostrado na Figura 9, ou a variagdo de RPKM
denominada FPKM (fragmentos por quilo base por milhdo de reads mapeadas)
descrita por Trapnell et al. (2010) para utilizagdo em sequenciamento com reads em
paired-end. O objetivo de tais transformacfes € normalizar as contagens no que diz
respeito aos diferentes tamanhos de biblioteca e também em relacdo ao
comprimento dos transcritos. Isso acontece pois de um transcrito longo espera-se
obter mais reads do que de um transcrito curto com o mesmo nivel de expressao.
Em experimentos que utilizam sequenciamento paired-end e, portanto, sdo geradas
duas reads por fragmento. Isso ndo significa que ambas serdo mapeadas ou que
ambas tenham boa qualidade. Para corrigir essa possivel distorcdo sdo contados
fragmentos mapeados e ndo o niumero de reads mapeadas. De acordo com Trapnell
et al. (2010) para os experimentos onde as reads obtidas no sequenciamento Sao no
formato single-end, o valor de FPKM passa a ser o mesmo que RPKM. O valor de
RPKM é calculado pela seguinte férmula:

10 x nimero de reads mapeadas em um mRNA
RPKM =

(nimero total de reads mapeadas em 1 amostra)x
(somatorio de éxons em par de bases)

Estes arquivos de montagem foram mesclados com as anotacfes do
transcritoma de referéncia em uma anotacao unificada para ser utilizada em anélises
posteriores. Como transcritoma de referéncia foi utilizado o transcritoma do gendétipo
Nipponbare composto por informagbes de CDS (sequéncias codificantes). Esta
anotacdo mesclada é quantificada em cada condi¢cdo por meio do programa Cuffdiff
(que além das ferramentas Cuffcompare e Cuffmerge fazem parte da programa
Cufflinks), que produz um conjunto de dados de expressao em arquivos tabulares.
Estes arquivos sdo indexados e visualizados por meio do pacote estatistico
CummeRbund (Goff et al., 2012) que foi desenvolvido para uso com o programa
estatistico R (R Core Team, 2013). Esta ferramenta é utilizada para a exploracdo de
genes diferencialmente  expressos, splicing alternatvo e de genes
transcricionalmente regulados identificados pela ferramenta Cuffdiff.

Neste trabalho foram analisadas 12 combinagdes par a par visando identificar
as diferencas na expressao génica em cada uma delas. As combinac¢des analisadas
estdo representadas na Figura 10. As combinagdes AC x AT, BAC x BAT, BNC x
BNT, BNC x BNT e NC x NT visam elucidar as diferencas na expressao génica

guando os genotipos sdo submetidos ao estresse por frio. As combinagdes AC x
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BAC e NC x BNC visam avaliar a similaridade dos bulks formados com as RILs mais
proximas de cada genitor com 0 seu respectivo genitor na condicdo controle. As
combinagdes AT x BAT e NT x BNT visam avaliar a similaridade dos bulks formados
com as RILs mais proximas de cada genitor com 0 seu respectivo genitor quando
submetidos ao estresse por frio. As combinacdes NC x AC e NT x AT foram
analisadas para mensurar as diferencas entre os genitores na condi¢cao controle e
na condicdo tratamento. JaA as combinacdes BNC x BAC e BNT x BAT visam
enumerar as diferencas entre os bulks na condigdo controle e tratamento,
respectivamente.

Os genes sub e superexpressos foram designados da seguinte maneira: se o
gene no segundo componente da comparacdo apresentar um nivel de expressao
significativamente maior (FDR < 0.05 e log2-fold-change = |1.5]) que o primeiro
componente, estes genes foram considerados superexpressos. Ja quando o
segundo componente apresentar um nivel de expressdo menor que 0O primeiro
componente, estes genes foram considerados subexpressos. A analise dos genes
diferencialmente expressos foi realizada com a comparacdo entre as condicles,

sendo realizada a andlise de 12 combina¢des conforme mostrado na Figura 10.

nippon_trat )
ata_trat ‘
. y

bulk_ata_trat

"

nippon_ctrl

bulk_nippon_trat

bulk_nippon_ctrl

bulk_ata_ctrl

Figura 8. Esquema mostrando as combinacBes par a par analisadas para obtencdo dos genes
diferencialmente expressos entre cada combinacédo. A origem da seta indica a primeira condicédo e o
destino da seta indica a segunda condic&o utilizada na comparacg&o. nippon_ctrl: cultivar Nipponbare
na condicdo controle; nippon_trat: cultivar Nipponbare na condicdo tratamento por frio;
bulk_nippon_ctrl: bulk de RILs mais préoximos da cultivar Nipponbare, na condigdo controle;
bulk_nippon_trat: bulk de RILs mais préximos da cultivar Nipponbare, na condicdo tratamento;
ata_ctrl: cultivar BRS Atalanta na condi¢cdo controle; ata_trat: cultivar BRS Atalanta na condigcéo
tratamento por frio; bulk_ata_ctrl: bulk de RILs mais proximos da cultivar BRS Atalanta, na condi¢ao
controle; bulk_ata_trat: bulk de RILs mais proximos da cultivar BRS Atalanta, na condigdo tratamento.



50

O programa Blast2GO (Conesa, et al., 2005) foi utilizado para fazer o
alinhamento local (BLAST) (Altschul et al., 1990), com a opcéo 'blastn’, ou seja,
busca em banco de nucleotideos utilizando uma sequéncia de nucleotideos. Foram
considerados genes superexpressos aqueles que apresentaram um log2-fold-
change = 1,5 (FRD < 0,05) e como subexpressos aqueles que apresentaram log2-
fold-change < -1,5 (FRD < 0,05). Somente genes que se enquadravam nestes
critérios foram utilizados nesta analise. Os bancos de dados Gene Ontology
(Ashburner et al., 2000) e KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)
(Kanehisa e Goto, 2000; Kanehisa et al., 2014), embarcados no programa Blast2GO,
foram utilizados para a busca da ontologia génica e das rotas metabdlicas,
respectivamente, para os genes diferencialmente expressos. Diagramas de Venn
(Oliveros, 2007) foram utilizados para mostrar os genes diferencialmente expressos
que estdo presentes em uma combinacao ou na outra e também dos genes que séao
diferencialmente expressos nas duas comparagOes, podendo estes apresentar
diferencas significativas entre as comparacdes. Entre os genes diferencialmente
expressos detectados para cada combinacdao foi feita a busca e identificacdo de TF.
Para isso, usou-se os dados de anotagdo disponiveis no banco de dados PlantTFDB
(Plant Transcription Factor Database v3.0) (Jin et al., 2014). Foram criados diversos
scripts em linguagem de programacdo Perl para o tratamento especifico dos
resultados obtidos apdés o uso do protocolo Tuxedo. A Tabela 1 apresenta o0s
softwares utilizados neste trabalho, com a respectiva versao utilizada, o autor e o

link para o programa.

Tabela 1. Lista de softwares, com a versao, autor e pagina, utilizados nas andlises realizadas neste
trabalho.

Softwares utilizados

Softwares versao Autor link
Blast2Go 2.7.0 Conesaetal., 2005 http://www.blast2go.com/b2ghome
Bowtie2 2.1.0.0 Langmead etal., 2012 http://bowtie-bio.sourceforge.net/
Cufflinks 211 Trapnell etal., 2010 http://cufflinks.cbcb.umd.edu/
CummeRbund  2.0.0 Goffetal., 2012 http://compbio.mit.edu/cummeRbund/
FastQC 0.10.1 http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/
SAM tools 0.1.18.0 Lietal, 2009 http://samtools.sourceforge.net/
TASSEL - Bradbury et al., 2007  http://sourceforge.net/projects/tassel/
TopHat2 2.1.0 Kimetal, 2013 http://tophat.cbcb.umd.edu/
Trimmomatic 0.32 Lohseetal., 2012 http://www.usadellab.org/cms/?page=trimmomatic

VENNY - Oliveros, 2007 http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html



http://www.blast2go.com/b2ghome
http://bowtie-bio.sourceforge.net/index.shtm/
http://cufflinks.cbcb.umd.edu/
http://compbio.mit.edu/cummeRbund/
http://samtools.sourceforge.net/
http://sourceforge.net/projects/tassel/
http://tophat.cbcb.umd.edu/
http://www.usadellab.org/cms/?page=trimmomatic
http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html
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4 Resultados e Discussao

Na Figura 11 estdo representadas, por meio de gréafico do tipo boxplot, as 24
bibliotecas analisadas no trabalho. Nelas foram avaliadas caracteristicas qualitativas
para os dados normalizados. Os valores demonstrados encontram-se em uma
escala logip que foram obtidos apds a normalizagcdo FPKM, ou seja, fragmentos por
quilo base por milhdo de fragmentos mapeados. Esta normalizagdo corresponde a
RPKM (reads por quilo base por milhdo de reads mapeadas) para reads single-end,
como € o caso deste trabalho. Estes valores representam o conjunto total de genes
identificados em cada biblioteca. Neste grafico sdo apresentados os valores minimos
e méaximos, os quartis superiores e inferiores, e a mediana obtida para cada
biblioteca. Podemos visualizar que todas as bibliotecas apresentam medianas muito
préximas uma da outra. O quatrtil superior foi, da mesma forma, muito semelhante
para todas as bibliotecas analisadas. Em relacdo ao quartil inferior € possivel
visualizar que bibliotecas que compdem as repeti¢cdes bioldgicas para a cultivar BRS
Atalanta na condicdo tratamento e também na condi¢cdo controle apresentam os
menores valores (valores mais negativos). Contudo, essas diferencas sdo pequenas,
0 que pode ser confirmado pela pequena amplitude entre o quartil superior e inferior.
Tais resultados indicam que o meétodo de normalizagdo FPKM foi eficaz na
estabilizacdo da contagem de reads em todas as repeticdes. Quando as bibliotecas
obtidas apresentam pequenas diferencas em seu tamanho e pouca variabilidade
inter-amostral, muitas vezes as normalizacfes ndo sdo necessarias. No entanto,
guando existem grandes diferencas de tamanho e na variabilidade inter-amostral
torna-se necessario o uso de normalizagéo de dados (Dillies et al., 2013).
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Figura 9. Gréafico do tipo boxplot onde sdo apresentados os valores minimo e maximo, os quartis
superiores e inferiores, e a mediana para cada uma das 24 bibliotecas analisadas. No eixo y estdo
representados os valores de expresséo, ap0s a normalizagcdo por meio do método FPKM, em escala
l0g10. No eixo x séo apresentadas cada condi¢cdo com suas replicatas bioldgicas. nip_trat_0 equivale
a repeticao biolégica 1. nip_trat_1 equivale a repeticdo biologica 2 e nip_trat_2 equivale a repeti¢cdo
biolégica 3. nip_trat: Nipponbare tratamento; ata_trat: BRS Atalanta tratamento; bnip_trat: Bulk de
RILs mais préximos a cultivar Nipponbare, condi¢cdo tratamento; bata_trat: Bulk de RILs mais
proximos a cultivar BRS Atalanta, condicdo tratamento; nip_ctrl: Nipponbare controle; ata_ctrl: BRS
Atalanta controle; bnip_ctrl: Bulk de RILs mais proximos a cultivar Nipponbare, condi¢do controle;
bata_ctrl: Bulk de RILs mais préximos a cultivar BRS Atalanta, condi¢do controle. Criado com o
pacote CummeRbund.

Na Tabela 2 podemos observar que o numero de reads varia
consideravelmente. A biblioteca com maior nimero de reads € a primeira biblioteca
da condicdo que corresponde ao bulk de RILs mais proximas a cultivar BRS Atalanta
sob tratamento (BAT), onde foram obtidas 52 milhdes de reads. No extremo oposto
encontra-se a primeira biblioteca da condicdo formada pelo bulk de RILs mais
préximos do gendtipo Nipponbare sob tratamento (BNT), onde foram obtidas menos

gue 10 milhdes de reads.
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Tabela 2. Namero de reads usadas pelo programa TopHat para realizar o alinhamento com o genoma
e o transcritoma de referéncia. Total de reads representa o input no programa, ndmero de reads
mapeadas e porcentagem frente ao total de reads, alinhamentos Unicos representam reads que
alinharam em um Unico local no genoma e a porcentagem frente ao total de reads. Alinh. multi-
posicdes e a sua porcentagem representam reads que alinharam em mais de um local no genoma.
Leituras ndo mapeadas e sua porcentagem representam reads que ndo alinharam com o genoma e o
transcritoma de referéncia.

AC AC AC Somatério
Total de reads 49205061 39741334 42461731 131408126
Reads mapeadas 42492082 34725736 36195669 113413487
% 86.4 87.4 85.2 86.3
Alinhamentos Unicos 39729209 32680682 33034993 105444884
% 79.9 815 76.5 79.3
Alinh. multi-posicoes 2762873 2045054 3160676 7968603
% 6.5 5.9 8.7 7.0
Leituras ndo mapeadas 6712979 5015598 6266062 17994639
% 13.4 12.6 14,8 13.6
AT AT AT Somatério
Total de reads 35698677 28987034 31287128 95972839
Leituras mapeadas 30341395 20267963 27386226 77995584
% 85.0 69.9 87.5 80.8
Alinhamentos Unicos 28746400 19048784 25989526 73784710
% 79.7 63.9 82.4 75.3
Alinh. multi-posicdes 1594995 1219179 1396700 4210874
% 5.3 6.0 5.1 5.5
Leituras ndo mapeadas 5357282 8719071 3900902 17977255
% 15.0 30.1 12.5 19.2
NC NC NC Somatdério
Total de reads 36044731 32470379 14280561 82795671
Leituras mapeadas 31519707 27148907 13227042 71895656
% 87.4 83.6 92.6 87.9
Alinhamentos Unicos 25226282 19716106 12342506 38352037
% 80 56.3 85.9 74.1
Alinh. multi-posicoes 6293425 7432801 884536 33543619
% 7.4 27.4 6.7 13.8
Leituras ndo mapeadas 4525024 5321472 1053519 10900015
% 12.6 16.4 7.4 12.1
NT NT NT Somatério
Total de reads 25196706 28941792 28647892 82786390
Leituras mapeadas 22354688 24103683 25586232 72044603
% 88.7 83.3 89.3 80.1
Alinhamentos Unicos 20133928 20786329 23848964 64769221
% 78.8 69.5 82.5 76.9
Alinh. multi-posicdes 2220760 3317354 1737268 7275382
% 9.9 13.8 6.8 10.2
Leituras ndo mapeadas 2842018 4838109 3061660 10741787
% 11.3 16.7 10.7
BAC BAC BAC Somatdério
Total de reads 34433927 27856758 31291191 93581876
Leituras mapeadas 30895450 25427178 27906308 84228936
% 89.7 91.3 89.2 90.1
Alinhamentos Unicos 20671918 23367700 26322593 70362211
% 56.6 83.2 83.5 74.4

Alinh. multi-posicdes 10223532 2059478 1583715 13866725



% 33.1 8.1 5.7 15.6
Leituras ndo mapeadas 3538477 2429580 3384883 9352940
% 10.3 8.7 10.8 9.9
BAT BAT BAT Somatério
Total de reads 52025004 27908102 21282387 101215493
Leituras mapeadas 46720703 22337282 18830518 87888503
% 89.8 80.0 88.5 86.1
Alinhamentos Unicos 43572569 21159937 17518628 82251134
% 83.1 74.7 81.5 79.8
Alinh. multi-posicdes 3148134 1177345 1311890 5637369
% 6.7 5.3 7.0 6.3
Leituras ndo mapeadas 5304301 5570820 2451869 13326990
% 10.2 20.0 115 13.9
BNC BNC BNC Somatdério
Total de reads 42232054 52133973 39593933 133959960
Leituras mapeadas 38275763 44616657 36548167 119440587
% 90.6 85.6 92.3 89.5
Alinhamentos Unicos 35736074 34027374 24617488 94380936
% 84.0 61.9 59.7 68.5
Alinh. multi-posicoes 2539689 10589283 11930679 25059651
% 6.6 23.7 32.6 21.0
Leituras ndo mapeadas 3956291 7517316 3045766 14519373
% 9.4 14.4 7.7 10.5
BNT BNT BNT Somatério
Total de reads 9888133 35367082 23233078 68488293
Leituras mapeadas 9054003 32448489 21470540 62973032
% 91.6 91.7 92.4 91.9
Alinhamentos Gnicos 7345740 23946939 19748406 51041085
% 72.7 65.5 84.4 74.2
Alinh. multi-posicdes 1708263 8501550 1722134 11931947
% 18.9 26.2 8 17.7
Leituras ndo mapeadas 834130 2918593 1762538 5515261
% 8.4 8.3 7.6 8.1

AC: BRS Atalanta controle; AT: BRS Atalanta tratamento; NC: Nipponbare controle; NT: Nipponbare
tratamento; BAC: Bulk de RILs BRS Atalanta controle; BAT: Bulk de RILs BRS Atalanta tratamento;
BNC: Bulk de RILs BRS Nipponbare controle; BNT: Bulk de RILs BRS Nipponbare tratamento. A
porcentagem na coluna Somatorio indica a porcentagem média obtida para cada replicata biolégica.

O numero de reads obtidas no sequenciamento é um fator importante para a
deteccdo de genes diferencialmente expressos. Na Tabela 2 sdo apresentados os
valores obtidos para cada biblioteca por ocasido do sequenciamento. Nela podemos
observar os diversos parametros analisados em cada biblioteca. O numero de reads
mapeadas indica o numero de reads que formam mapeadas ao genoma de
referéncia por meio do programa TopHat2. O total de alinhamentos Unicos para cada
biblioteca indica o nimero de reads que alinharam em um Unico local no genoma de
referéncia. O alinhamento multi-posi¢cées indica 0 numero de reads que alinharam

em mais de um local no genoma. O numero de reads ndo mapeadas € obtido pela
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subtracdo do total de reads pelo nimero de reads mapeadas. Para a cultivar BRS
Atalanta, na condicdo controle (BAC) temos que o numero de reads mapeadas
variou entre 49 milhdes, 39 milhdes e 42 milhdes de reads para as replicatas
biologicas 1, 2 e 3, respectivamente. No somatorio das bibliotecas para esta
condicdo temos, entdo, que o somatoério das reads obtidas foi de 131 milhdes de
reads. O numero de reads mapeadas foi de 42 milhdes, 34 milhdes e 36 milhdes, o
que representa porcentagem de 86,4%, 87,4% e 85,2%, respectivamente. O
namero de reads que alinharam em um unico local no genoma foi de 39 milhdes, 34
milhdes e 36 milhdes de reads o que corresponde a 79,9%, 81,5% e 76,5% do total
de reads obtidas, respectivamente. No somatoério das trés bibliotecas para esta
condicao foram obtidas 105 milhGes de reads mapeadas em um Unico local no
genoma, indicando um percentual médio de alinhamento de 79,3%. As reads que
alinharam a mais de um local no genoma representam 2,7 milhdes, 2,0 milhdes e 3,1
milhdes de reads representando 6,5%, 5,9% e 8,7% do total de reads obtido em
cada biblioteca, respectivamente. No somatorio foram obtidas 7,9 milhdes de reads
gue se alinharam a mais de um local no genoma representando, em média, 7,0% do
total de reads. As reads ndo mapeadas representam 6,7 milhdes, 5,0 milhdes e 6,2
milhdes de reads totalizando 17,9 milhdes de reads ndo mapeadas. Este montante
corresponde a 13,6% do total de reads obtidas para esta condi¢cdo por meio das trés
replicatas biologicas utilizadas. Na condicdo que constitui o bulk das RILs mais
préximas ao genotipo Nipponbare na condicdo controle (BNC) foi obtido o maior
namero de reads no sequenciamento, chegando a 133 milhdes de reads. J4 no
somatorio do numero de alinhamentos Unicos quem se destacou foi a condicdo BRS
Atalanta controle, com um montante de 105 milhdes de reads alinhadas em um
anico local no genoma.

Neste trabalho, para cada condicdo, foram utilizadas trés replicatas
bioldgicas, pois é conhecido que o material bioldégico, mesmo sendo proveniente de
individuos homozigotos, pode apresentar variacfes entre si. Quanto a questdo de
utiizar um maior numero de repeticbes ou uma maior profundidade de
sequenciamento, preferiu-se utilizar um maior numero de repetigdes bioldgicas. Liu
et al. (2013), mostraram a existéncia de um dilema entre ter maior niumero de
repeticdes biolégicas ou uma maior profundidade de sequenciamento visando o
aumento do poder para detectar genes diferencialmente expressos. Tendo como

base o estudo da linha celular humana MCF7, foi verificado que o aumento da
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profundidade de sequenciamento além de 10 milhdes de reads apresenta retornos
decrescentes sobre o poder de detectar genes diferencialmente expressos,
enquanto que a adicao de repeticbes biologicas melhora o poder de deteccao de
forma significativa, independentemente da profundidade de sequenciamento. O
aumento da profundidade de sequenciamento so teria justificativa se o objetivo do
trabalho estiver relacionado a expressdo diferencial de éxons e a transcricdo de
transcritos especificos.

Assim como os demais experimentos conduzidos, ha a necessidade da
conducédo do experimento, coleta de dados e andlise dos dados obtidos levando em
conta preceitos estatisticos como amostragem, casualizacdo, repeticoes e a
conducdo em modelo estatistico adequado (Auer e Doerge, 2010). Marioni et al.
(2008) demonstrou a auséncia da necessidade do uso de replicatas técnicas de
RNA-Seq, realizados em sequenciadores lllumina, uma vez que os resultados se
apresentam altamente replicaveis e com relativamente pouca variagdo técnico.
Outro ponto de grande importancia se refere ao uso de gRT-PCR juntamente com os
dados obtidos por RNA-Seq. A validacdo usando gRT-PCR nas mesmas amostras
de RNA testados na andlise de RNA-seq sO valida a tecnologia na qual o
sequenciamento foi realizado. Ele ndo valida a concluséo sobre os
tratamentos/condi¢cdes (Fang e Cui, 2011). As conclusbes biol6gicas a partir de
experimentos de RNA-seq somente podem ser validadas por meio da utilizacdo de
diferentes repeticdes bioldgicas.

Na Figura 12 é apresentado um dendrograma com distancias de Jensen-
Shannon que mostra a dissimilaridade entre as 24 bibliotecas analisadas. No
dendrograma sdo formados dois ramos com uma altura de 0.1375. Percebe-se que
ocorre uma clara divisdo entre os genétipos, onde as bibliotecas correspondentes a
genotipo Nipponbare e as RILs mais proximas a ela estdo em um dos ramos e no
outro ramo estd a cultivar BRS Atalanta e as RILs correlatas. Estes resultados
demonstram a eficiéncia na sele¢édo de RILs mais proximos a cada um dos genitores
(BRS Atalanta e Nipponbare) por meio da meia da ferramenta GBS analysis, uma
extensdo do programa TASSEL (Bradbury et al., 2007). A divergéncia de Jensen-
Shannon é um método para mensurar a dissimilaridade entre duas distribuicbes de
probabilidade, sendo também conhecida como divergéncia total da média. Ela é
baseada na divergéncia de Kullback-Leibler, tendo como principais diferencas a sua

condicdo simétrica e por sempre constituir um valor finito (Lin, 1991). Seus valores
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séo limitados entre 0 e 1. Araiz quadrada da divergéncia de Jensen-Shannon € uma

medida muitas vezes referida como distancia de Jensen-Shannon.
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Figura 10. Dendrograma de distdncias de Jensen-Shannon mostrando as distdncias entre as
condi¢cdes em estudo. nip_trat: Nipponbare tratamento; ata_trat: BRS Atalanta tratamento; bnip_trat:
Bulk de RILs mais proximos a cultivar Nipponbare, condicéo tratamento; bata_trat: Bulk de RILs mais
préximos a cultivar BRS Atalanta, condicao tratamento; nip_ctrl: Nipponbare controle; ata_ctrl: BRS
Atalanta controle; bnip_ctrl: Bulk de RILs mais proximos a cultivar Nipponbare, condicdo controle;
bata_ctrl: Bulk de RILs mais préximos a cultivar BRS Atalanta, condi¢cdo controle. Criado com o
pacote CummeRbund.

Na Tabela 3 podemos observar o nuamero total de genes
diferencialmente expressos. Este niamero condiz com o numero de genes para o
qual foi rejeitada a Hip6tese de nulidade (HO), com uma taxa de falsas descobertas
(FDR) fixado em 5% e um log2-fold-change = 1.5 ou < -1.5. Foram analisadas 12
combinacgfes, duas a duas, para identificar o niamero de genes diferencialmente
expressos em cada uma delas. A combinacdo entre a cultivar BRS Atalanta na
condicdo controle e a cultivar BRS Atalanta, submetida ao frio de 13°C por 24h,
apresentou o maior numero de genes diferencialmente expressos, com 15.673
genes. As combinagcbes BAC x BAT, BNC x BNT, NC X NT e NT x AT também
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apresentaram um elevado numero de genes diferencialmente expressos, situando-
se entre 12 mil e 13 mil genes. O menor numero de genes diferencialmente
expressos foi obtido nas combinacées NC x BNC e NT x BNT que apresentaram
apenas 142 e 321 GDE, respectivamente. Este numero indica que o bulk formado
com as RILs mais préximas ao genitor Nipponbare apresentam pequenas diferencas
em relacdo ao genitor. Os individuos que constituem os bulks apresentam respostas
muito parecidas ao genitor tanto na condicdo controle bem como quando expostos
ao estresse por frio. As combinacfes AC x BAC e AT x BAT apresentaram 3318 e
5381 genes diferencialmente expressos. Estas duas combinacgdes, juntamente com
a combinagdo NT x BNT, apresentaram um namero de genes com log2-fold-change
= 1.5 maior que o numero de genes com log2-fold-change < -1.5. Nas demais
combina¢gdes o comportamento foi 0 inverso, com um maior nimero de genes
subexpressos (com log2-fold-change < -1.5) em relacdo ao numero de genes

superexpressos.

Tabela 3. Genes diferencialmente expressos (GDE) entre as diversas combinac¢des. Namero total de
genes diferencialmente expressos obtidos com o uso do protocolo Tuxedo (Trapnell et al., 2012).
Numero de genes que apresentaram uma expressao diferencial com log2-fold-change maior ou igual
a 1,5 e nimero de genes que apresentam um nivel de expressao diferencial com log2-fold-change
menor ou igual a -1,5. Nimero de genes que estdo anotados no banco de dados de arroz RAP-DB.
Genes diferencialmente expressos

Combinacéo
Total Log2FC = 1.5 Anotados Log2FC < -1.5 Anotados
AC x AT 15673 848 778 1464 1364
AC x BAC 3318 454 413 62 53
AT x BAT 5381 401 380 50 36
BAC x BAT 13199 770 708 1226 1091
BNC x BAC 7557 537 460 1481 1265
BNC x BNT 13583 446 404 1226 1101
BNT x BAT 8439 647 597 1312 1151
NC x AC 9966 595 557 1327 1242
NC x BNC 142 5 5 45 20
NC x NT 13350 402 374 1200 1084
NT x AT 12878 1017 927 1345 1255
NT x BNT 321 31 18 6 6

AC: BRS Atalanta controle; AT: BRS Atalanta tratamento; BAC: Bulk de BRS Atalanta controle; BAT:
Bulk de BRS Atalanta tratamento; BNC: Bulk Nipponbare controle; BNT: Bulk Nipponbare tratamento;
NC: Nipponbare controle; NT: Nipponbare tratamento.

Para os genes que apresentaram um log2-fold-change = 1.5 ou < -1.5 foi feita
busca da anotacdo génica no banco de dados RAP-DB (RAP-DB, 2013). Os
resultados obtidos estdo dispostos na Tabela 3 e os genes para qual foi encontrada

a anotacdo estdo representados na coluna “com ID”, tanto para os genes
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superexpressos quanto para aqueles que foram subexpressos nas 12 combinacdes
analisadas. Pode ser observada uma consideravel diferenca entre o nimero de
genes diferencialmente expressos e 0 numero de genes para 0s quais foi
encontrada uma ID. Isso indica que foram detectados genes diferencialmente
expressos que ainda nao estado anotados no banco de dados RAP-DB. Desta forma,
este trabalho corrobora com Trapnell et al. (2012) que afirma que, mesmo para 0s
organismos bem estudados e anotados, a maioria dos experimentos de RNA-Seq
revela novos genes e transcritos. Este autor cita um trabalho de Cabili et al. (2011)
onde foram realizadas andlises de amostras de RNA-Seq, com grande profundidade
de sequenciamento, de 24 tecidos humanos e linhas celulares, sendo obtidos mais
de 8.000 novos RNAs nédo-codantes, juntamente com numerosos potenciais genes
codificadores de proteinas.

Na Figura 13 podemos observar, por meio de um diagrama de Venn, os genes
subexpressos para quatro comparacdes. Estas se referem as combinacdes: AC x AT,
BAC x BAT, BNC x BNT e NC x NT. A combinacédo AC x AT apresentou 1380 genes
gue estdo subexpressos exclusivamente nesta comparacdo. Ja para BAC x BAT o
namero de genes exclusivos foi de 504 genes subexpressos. Para as combinacdes
BNC x BNT e NC x NT este niumero foi de 323 e 282 genes subexpressos,
respectivamente. Quanto aos genes que foram subexpressos simultaneamente em
mais de uma combinacdo podemos citar que 424 genes se mostraram subexpressos
nas combinacdes BAC x BAT, BNC x BNT e NC x NT. Foram obtidos 128 genes
subexpressos em comum para as combinacdes BAC x BAT e NC x NT, enquanto
que 120 genes em comum foram subexpressos entre BAC x BAT e BNC x BNT. Um

total de 20 genes foram subexpressos nas quatro comparacoes.
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BAC x BAT BNC x BNT

Figura 11. Diagrama de Venn apresentando genes subexpressos para a comparacdo entre a
condicdo controle e a condi¢do tratamento para os genétipos BRS Atalanta, Nipponbare e para os
bulks de RILs que se mostraram mais proximos de cada genitor. AC: BRS Atalanta controle, AT: BRS
Atalanta tratamento, BAC: bulk de RILs de BRS Atalanta controle, BAT: bulk de RILs de BRS Atalanta
tratamento, BNC: bulk de RILs de Nipponbare controle, BNT: bulk de RILs de Nipponbare tratamento,
NC: Nipponbare controle, NT: Nipponbare tratamento.

A mesma comparacgao feita para genes subexpressos foi realizada para os
genes superexpressos (Figura 14) das comparagbes que envolvem 0s genitores e
os bulks formados pelas RILs mais similares comparando a condicao tratamento,
que foram submetidas ao resfriamento (13°C por 24h). As condi¢des tratamento
foram comparadas contra a condigao controle. Novamente, as comparagdes AC x AT
e BAC x BAT apresentaram o maior nimero de genes que foram superexpressos
exclusivamente nestas comparagdes, totalizando 819 e 460 genes, respectivamente.
As comparacbes BNC x BNT e NC x NT apresentaram 110 genes que foram
superexpressos em cada uma dessas comparacfes. Um montante de 163 genes
foram superexpressos simultaneamente nas condicdes BAC x BAT, BNC x BNT e
NC x NT. Apenas cinco genes foram superexpressos nas quatro combinacdes
avaliadas. Quanto ao numero de genes diferencialmente expressos obtidos por
meio de RNA-Seq, Xu et al. (2012), usando valores de log2-fold-change = 2.0 e uma
taxa de falsas descobertas (FDR) de 0,01, obtiveram 397 genes subexpressos e 275

genes superexpressos quando compararam embrides de arroz aos trés dias apos a
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fecundacdo e embrides com sete dias apds a fecundagdo. Neste mesmo trabalho,
na comparagcdo de embrides aos sete dias e aos 14 dias apés a fecundacdo foram

obtidos 376 genes subexpressos e 128 genes superexpressos.

BAC x BAT BNC x BNT

Figura 12. Diagrama de Venn apresentando genes superexpressos para a comparacdo entre a
condicao controle e a condicdo tratamento para os gendétipos BRS Atalanta, Nipponbare e para os
bulks de RILs que se mostraram mais proximos de cada genitor. AC: BRS Atalanta controle, AT: BRS
Atalanta tratamento, BAC: bulk de RILs de BRS Atalanta controle, BAT: bulk de RILs de BRS Atalanta
tratamento, BNC: bulk de RILs de Nipponbare controle, BNT: bulk de RILs de Nipponbare tratamento,
NC: Nipponbare controle, NT: Nipponbare tratamento.

Na Figura 15 estdo representados os genes que codificam fatores de
transcricdo (TF), de acordo com o banco de dados de fatores de transcricdo em
plantas PlantTFDB (Jin et al.,, 2014), que sSe mostraram superexpressos nas
combinagdes AC x AT, BAC x BAT, BNC x BNT e NC x NT. Nas combinacdes AC x
AT e BAC x BAT, 24 e 32 genes estdo superexpressos em cada condigao,
respectivamente. Na combinacdo BNC x BNT quatro TFs foram superexpressos
exclusivamente nesta combinagdo: 0s05g0415400 e 0s09g0552900 (NAC),
0s02g0177300 (SBP), Os079g0549600 (bHLH). Oito genes estdo superexpressos
em trés combinacgdes, que sdo: BAC x BAT, BNC x BNT e NC x NT, sendo eles:
0s02g0232000 e 0Os06g0553100 (HSF), Os12g0578600 (C2H2), Os01g0911700
(B3), 0s04g0583900 (MYB-related), Os04g0460600 e 0s02g0594800 (NAC),
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0s09g0309700 (ERF). Os TFs que se mostram superexpressos nessas trés
comparagdes sdo muito importantes, uma vez que foram transferidos do genitor
tolerante Nipponbare para as RILs mais proximas ao genitor sensivel BRS Atalanta e
assim podem ser muito relavantes na obtenc&o de novas cultivares que mantenham
as caracteristicas agronémicas idénticas ao genitor BRS Atalanta, mas com um
incremento no background para tolerancia ao frio. A mesma analise pode ser feita
para 0s quatro genes que foram superexpressos na combinacdo BAC x BAT e em
NC x NT: Os01g0658900 e 0s03g0809200 (bzIP), Os06g0184000 (bHLH) e
0s01g0733200 (HSF). Nenhum gene estAd superexpresso em todas as

combinagodes.

BAC x BAT BNC x BNT

Figura 13. Fatores de transcricdo superexpressos envolvendo a condicdo controle e a condicéo
tratamento para as combinagfes: AC x AT, BAC x BAT, BNC x BNT e NC x NT. AC: BRS Atalanta
controle, AT: BRS Atalanta tratamento, BAC: bulk de RILs de BRS Atalanta controle, BAT: bulk de RILs
de BRS Atalanta tratamento, BNC: bulk de RILs de Nipponbare controle, BNT: bulk de RILs de
Nipponbare tratamento, NC: Nipponbare controle, NT: Nipponbare tratamento.

Na Figura 16 sdo apresentados os fatores de transcricdo que se mostram
subexpressos nas quatro combinacfes avaliadas. Na combinacdo AC x AT, 65 TF
sdo exclusivos desta comparacdo. Além destes, outros dois fatores de transcricao

que fazem parte desta combinacdo se apresentam subexpressos nas quatro
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combinacdes, sendo eles: 0s04g0304400, que pertence a familia MIKC e o gene
0s08g0196700, que pertence a familia NF-YA de TFs. As comparacbes BAC x BAT
e BNC x BNT apresentam 16 e 12 fatores de transcricdo unicamente subexpressos
naquela comparacao, respectivamente. Um total de 15 genes sdo subexpressados
em trés combinacdes, exceto em AC x AT. Trés genes sdo subexpressos tanto em
BAC x BAT quanto em NC x NT, sendo que todos pertencem a familia bHLH de TF
(Os01g0108400, 0Os03g0188400 e 0Os06g0226500). Genes desta familia de TFs
estdo descritos como apresentando funcdes importantes na tolerancia ao estresse
por frio pela remocéao de ERO pela regulagéao positiva da enzima peroxidase (Huang
et al., 2013). Quatro genes sao subexpressos entre os bulks, sendo eles:
0s01g0140700 (RAV), 0Os09g0401000 e Os06g0519400 (MYB) e Os04g0526000
(TCP).

BAC x BAT BNC x BNT

Figura 14. Fatores de transcricdo subexpressos envolvendo a condicdo controle e a condi¢édo
tratamento para as combinagdes: AC x AT, BAC x BAT, BNC x BNT e NC x NT. AC: BRS Atalanta
controle, AT: BRS Atalanta tratamento, BAC: bulk de RILs de BRS Atalanta controle, BAT: bulk de RILs
de BRS Atalanta tratamento, BNC: bulk de RILs de Nipponbare controle, BNT: bulk de RILs de
Nipponbare tratamento, NC: Nipponbare controle, NT: Nipponbare tratamento.

Nos Apéndices A e B sdo apresentados os fatores de transcricdo,
identificados a partir do banco de dados PlantTFDB (Jin et al., 2014), que se

mostraram  diferencialmente  expressos (subexpressos e  superexpressos,
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respectivamente) nas combinagcdes avaliadas neste trabalho. As redes de regulacao
transcricional sdo importantes na resposta ao estresse abidtico em Arabidopsis e
gramineas (Chinnusamy et al., 2004; Sunkar et al., 2007). Os fatores de transcricédo
sao reguladores-chave devido a capacidade de um unico TF controlar a expressao
de muitos genes-alvo a jusante (Mittal et al., 2012). Diversas familias de TFs séo
descritas na literatura como responsivas ao estresse por frio em arroz.

Em condi¢cdes de frio, as plantas crescem mais lentamente e algumas
mostram até mesmo defeitos ou danos no crescimento. Algumas destas alteracdes
de crescimento induzidas pelo frio podem ser atribuidas a diminuicédo da fotossintese
e as atividades metabdlicas geralmente mais baixas no frio (Kubien et al., 2003). A
alteracdo no crescimento e desenvolvimento das plantas em baixas temperaturas
pode estar relacionado a inibicdo dos genes de expansinas, que atuam na expansao
celular. Além disso, a alteracdo da homeostase da auxina e, possivelmente, outros
fitormonios, tais como o etileno, GA, e brassinosteroides também pode perturbar o
desenvolvimento das plantas em baixas temperaturas. Fatores de transcricao
relevantes para o desenvolvimento (ARF, GRAS, homeobox, MADS e NAC) também
sao responsivos ao frio sugerindo seu envolvimento potencial na reprogramacéo do
desenvolvimento da planta sob estresse frio (Lee et al., 2005).

A familia ERF apresenta um expressivo numero de genes diferencialmente
expressos nas diferentes combinacdes e a grande maioria deles se mostrou
subexpressos nas combinacdes analisadas. Na combinacdo BNC x BNT, oito genes
desta familia estdo subexpressos. A familia ERF é uma grande familia de genes de
fatores de transcricdo e faz parte da superfamilia AP2/ERF, que também contém as
familias AP2 e familias RAV. A familia ERF é por vezes dividida em duas subfamilias
principais, a subfamilia ERF e a subfamilia CBF/DREB. Muitas proteinas na familia
ERF foram identificadas e relacionadas a diversas fungdes nos processos celulares,
tais como a transducdo de sinal hormonal, respostas a estresses bidticos e
abidticos, regulacdo do metabolismo, e em processos de desenvolvimento em
diversas espécies de plantas (Nakano et al., 2006). Estes autores reportaram,
também, que trés membros da familia CBF/DREB1, CBF1, CBF2, e CBF3 (ou
DREB1b, DREB1c, e DREB1la, respectivamente), sao induzidos ap0s 15min de
exposicdo das plantas a temperaturas baixas, e apds 2h de exposi¢cdo ocorre a
expressao do regulon CBF em genes alvo, cujos promotores contém o elemento

regulador CRT/DRE. O regulon CBF inclui genes que atuam em conjunto para
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melhorar a tolerancia ao frio. A sobre-expressédo de fatores de transcricdo nas
CBF/DREB1 transgénicas de Arabidopsis resulta na acumulagdo de solutos
compativeis que tém actividades de crioprotetores, que incluem prolina, sacarose, e
rafinose (Gilmour et al., 2000). Os fatores de transcricdo da familia RAV séo
rapidamente induzidos em resposta a exposicao de plantas a baixas temperaturas,
sendo acumulados apds 1h de transferéncia das plantas para baixas temperaturas
(Fowler e Thomashow, 2002). Estes autores demonstraram que TFs se expressam
em paralelo com genes da familia CBF (cold binding factors) e codificam um
elemento de ligagdo ao DNA do tipo AP2. No banco de TFs PlantTFDB s&o
descritos, atualmente, 5 genes desta familia em Oryza sativa subsp. indica e 4
genes em Oryza sativa subsp. japonica. Genes desta familia se mostraram
subexpressos nas combinacdes BAC x BAT e BNC x BNT, e superexpressos na
combinagcdo BNC x BAC.

Os fatores de transcricio HSF (heat shock factors) sédo os principais
reguladores da resposta de plantas a estresse por calor. Os TFs desta familia se
mostraram na grande maioria superexpressos neste trabalho e estdo presentes,
principalmente nas comparacfes que envolvem o0s genoétipos e o0s bulks em
condi¢cdes controle x tratamento. A superexpressdo desta familia de TFs nas
condi¢bes tratadas com frio esta ligada a um fendbmeno denominado tolerancia a
baixas temperaturas induzida por choque térmico (HSICT- heat-shock-induced
chilling tolerance). A injuria por frio manifesta uma variedade de sintomas visiveis,
muitas vezes utilizados como indicadores de sua gravidade, incluindo a reducéo do
vigor do crescimento, amadurecimento anormal, estimulacdo da respiracdo e a
producdo de etileno, comprometimento da membrana celular e susceptibilidade a
doenca (Saltveit e Morris, 1990). Estes sintomas podem ser reduzidos pelo
tratamento de choque térmico antes da exposicéo a baixas temperaturas (Sato et al.,
2001). Li et al. (2003) sugere que os genes Hsfs tem papel essencial na tolerancia a
baixas temperaturas induzida por choque térmico e a expressao constitutiva na
regulacdo da transcricdo destes genes em espécies sensiveis ao frio pode ser Gtil na
em aumentar a tolerancia ao frio nestas culturas. As proteinas Hsps funcionam como
chaperonas moleculares e formam complexos temporarios com polipeptideos
desdobradas ou ou mal dobradas. Em sua interagdo com outros Hsps, estas
proteinas protegem o citoesqueleto, a estrutura e fungdo celular. Assim, proteinas

Hsp podem travar ou impedir a desnaturacao irreversivel de proteinas induzida por
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varios stresses bibticos e abidticos, incluindo o stresse térmico (Feder e Hofmann,
1999). Em algumas espécies, Hsps podem ser induzidas por exposic¢ao a frio, tanto
a curto e longo prazo e tém um impacto importante sobre a tolerancia ao frio
(Waagner et al., 2013).

Os TFs MYB sao fatores-chave para redes de regulacdo que controlam o
desenvolvimento, metabolismo e resposta a estresses bibticos e abidticos. Os
fatores de transcricio MYB e MYB-related foram encontrados neste trabalho sem
apresentar um padrdo de comportamento entre as combinacdes e entre as
condicBes controle e tratamento. A expressdo do gene Osmyb4, detectado com
baixo nivel de expressdo em coledptilos arroz - cultivadas durante 3 dias a 29°C,
porém ¢é fortemente induzida por tratamentos a 4°C. As temperaturas subletais de
10 e 15°C, a sua expressdao em mudas de arroz ja é evidente, mas este efeito ndo
pode ser verificado em outros estresses e tratamento com ABA (Vannini et al., 2004).
Outro gene, MYB3R-2, que tem expressao induzida por frio, seca e estresse salino
aumenta a tolerancia a estes estresses por meio da regulacédo de genes responsivos
a estresses envolvidos nas vias CBF-dependentes ou CBF-independentes em
Arabidopsis (Dai et al., 2007). O TF MYBS3 ¢é relatado na literatura como induzido
por frio. A quantidade de mRNA de MYBS3 foi detectada a 28°C e aumentou em 5x
apos exposicao das plantas a 4°C por 72h (Su et al., 2010). A via de sinalizacéo
DREB1-dependente de resposta ao frio esta entre aquelas reprimidas por MYBS3
em arroz. Além disso, os autores sugerem que as vias MYBS3 e DREBI1-
dependentes podem complementar-se e agir em sequéncia para se adaptar ao
estresse pelo frio imediato e persistente em arroz.

Fatores de transcricAio NAC estdo envolvidos em resposta a estresses
bidticos e abibticos. Esses fatores de transcricdo podem ser efetores da sinalizagéo
por frio e atuar na reprogramacdo do desenvolvimento das plantas para lidar com o
estresse por frio (Tran et al, 2004). Nakashima et al. (2007) descreveram o gene
OsNACS6, sendo que sua expressao € induzida por estresses abidticos, incluindo frio,
seca e salinidade. Expressdo génica OsNAC6 também é induzida por ferimentos e
brusone.

Os genes WRKY tém sido sugeridos como uma familia de TFs que
desempenham um papel importante na regulacdo da reprogramacéo transcricional
associada a respostas por stress em plantas. Modificagcdes no padréo de expressao

de genes e/ou alteracdes na sua atividade contribuiem para a elaboracao de varias
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vias de sinalizacédo e redes regulatérias. Além disso, um Unico gene WRKY muitas
vezes responde a diversos fatores de estresse e, em seguida, suas proteinas podem
participar na regulacdo de varios processos aparentemente dispares como
reguladores negativos ou positivos. Um exemplo de gene da familia WRKY que
aumenta a tolerancia ao estresse por frio em plantas transgénicas de Arabidopsis é
0 gene GmMWRKY21 originario da soja (Glycine max (L.) Merrill) (Zhou et al., 2008).

Além dos fatores de transcricdo, inUmeras outras familias génicas estdo
envolvidas na inducdo da tolerancia ao frio em arroz. Cheng et al. (2007) mostrou
um modulo regulatério mediado por ERO (espécies reativas de oxigénio) que atuam
como um componente inicial na via de resposta ao estresse por frio em arroz. Estes
autores fizeram a andlise do transcriptoma de uma cultivar de arroz japonica
tolerante ao frio identificando um subconjunto de 121 genes de resposta precoce a
este estresse e que foram sobreregulados durante as primeiras 24h de exposicéo a
uma temperatura de 10°C. Nesse grupo estavam quatro fatores de transcricéo,
incluindo ERO-bZIP1 e outro subgrupo maior, com a caracteristica comum de ter 0s
elementos asl/ocs-like em seus promotores. A inducdo por frio de ERO-bZIP1
precedeu a inducdo de genes contendo elementos asl/ocs-like e eles também foram
induzidos por H,O, exdgeno a temperatura ambiente. Padrdes de expressado
coordenada e arquitetura semelhante do promotor entre 0s genes de resposta rapida
sugerem que eles pertencem a um regulon potencial (médulo regulatério ERO-bZIP -
asl/ocs) que responde a niveis elevados de ERO durante o estresse por frio.
Padrbes de expressdo -cultivar-especifico dos genes candidatos indicam uma
correlacdo positiva entre a atividade deste regulon putativo e variagdes genotipicas
na tolerancia ao frio em arroz.

Diversos genes que atuam na detoficacdo de ERO foram encontrados nas
combinac¢des analisadas. De acordo com a anotacdo do banco de dados RAP-DB,
na combinagcdo AC x AT foram encontrados genes subexpressos com descritos
como Glutathione S-transferase (Os01t0369700-01, Os07t0468100-01), Glutathione
peroxidase (0Os06t0185966-00), Peroxidase (Os07t0677600-01, Os01t0270300-01,
0Os01t0327400-01). Nos genes superexpressos nesta combinacdo foram
encontrados o0s genes para Glutathione transferase (0Os01t0370600-00,
0Os03t0134900-01) e Glutathione reductase (0s02t0813500-01). Na combinacdo NC
X NT foram encontrados subexpressados os seguintes genes ligados a detoxificagcéo
de ERO: Glutathione S-transferase (Os01t0950000-01), Peroxidase (Os01t0270300-
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01, Os07t0626700-01, Os05t0162000-01, 0Os10t0536600-00, Os01t0963000-01,
Os07t0104500-01, Os10t0536700-01, 0Os04t0651000-01, Os05t0499300-01,
Os07t0115300-01, Os06t0522100-00, 0Os09t0507500-01, 0Os02t0240300-01,
Os03t0434800-00, 0s02t0240100-01, 0Os06t0546500-01, Os04t0688500-01),
Ascorbate peroxidase (Os07t0694700-01), Glutathione S-transferase
(Os01t0950000-01). Nos genes superexpressos ligados a EROs encontram-se:
Glutathione S-transferase (0Os01t0558100-01, 0Os10t0530900-01), Glutathione
reductase (Os10t0415300-01). Na combinacdo BAC x BAT 0s genes subexpressos
ligados a ERO sé&o: Glutathione S-transferase (0s11t0245100-01), Peroxidase
(Os02t0240300-01, Os11t0112200-01, 0Os09t0507500-01, Os05t0499300-01,
Os03t0434800-00, Os07t0677100-01, 0Os04t0656800-01, 0Os06t0522100-00,
0s06t0521900-00, Os01t0963000-01, Os10t0536600-00, entre outros) e oS genes
superexpressos consistem de: Glutathione S-transferase (0s10t0525800-00,
0Os10t0481300-01, Os10t0528400-01, 0Os01t0369700-03, 0Os10t0415300-01,
0s01t0558100-01, Os10t0529500-01, Os10t0530900-01). Ja na combinacdo BNC x
BNT estdo: Glutathione  S-transferase  (0s01t0692000-01), Peroxidase
(Os07t0104500-01, Os05t0499300-01, 0Os06t0522100-00, 0Os06t0546500-01,
0Os10t0536700-01, 0Os01t0270300-01, 0Os07t0626700-01, Os07t0694700-01,
Os09t0507500-01, 0Os02t0240100-01, Os07t0115300-01, 0Os02t0240300-01,
Os03t0434800-00, 0s04t0651000-01). Os genes relacionados a ERO
superexpressos sdo: Glutathione S-transferase (Os01t0558100-01, Os10t0415300-
01, Os10t0529500-01, Os10t0530900-01), Peroxidase (Os07t0677200-01). Para a
combinacdo AT x BAT, que apresentou um numero maior de genes superexpressos
em relacdo a genes subexpressos, ndo foram encontrados genes subexpressos
ligados a detoxificacdo de ERO. Para os genes superexpressos foram encontrados
Glutathione S-transferase (0s11t0245100-01), Peroxidase (0s05t0134800-00,
Os07t0499500-01, Os07t0104500-01), Ascorbate peroxidase (Os12t0178200-01).
Desta forma, a presenca de um maior nimero de genes subexpressos relacionados
a detoxificagcdo de ERO vai contra a descricdo na literatura de que ocorre inducéo
destes genes quando a planta esta submetida a estresse por frio, onde o estresse
aumenta a transcricdo, o nivel de proteina e a atividade de diferentes enzimas
detoxificadoras de ERO (Sato et al., 2001). Contudo, Mittler et al. (2004) sugere que
o delicado equilibrio entre a producdo de ERO e a sua detoxificacdo é orquestrada

por uma grande rede de genes que em Arabidopsis inclui mais de 150 genes. O
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mesmo fazendo um apanhado dos dados de expressao destes genes mostrou que
h& diferencas no comportamento dentro de uma mesma familia génica para a
resposta ao estresse por frio. No atual experimento, um grande numero de genes
ligados a detoxificacdo de ERO se mostrou diferencialmente expresso (sub e
superexpresso), porém com log2-fold-change menor que o ponto de corte adotado
neste trabalho.

Os resultados obtidos por meio da anotac&do génica no banco de dado RAP-
DB apresentam grandes diferencas em relacdo aos dados obtidos quando realizada
a ontologia dos genes diferencialmente expressos por meio do software Blast2GO.
Um exemplo disso pode ser encontrado na ontologia para fungdo molecular na
combinagcdo AC x AT. No nivel 2, a GO:0016209 contém trés genes para atividade
ontioxidante (Os07t0677600-01, Os01t0270300-01, Os01t0327400-01), ou seja, 0s
mesmos obtidos pela descricdo génica do RAP-DB. Contudo, dentro da
G0:0003824, que engloba genes com atividade catalitica, sdo encontrados 24
genes para atividade de oxidoreductase onde poder estar genes referentes a
Catalase, uma importante enzima participante do processo de detoxificacdo de ERO.

A dessaturacao de acidos graxos dos lipideos da membrana € uma estratégia
para que as plantas sobrevivam a temperaturas sub6timas ou ao congelamento.
Plantas sensiveis ao frio normalmente tém uma proporcao mais elevada de acidos
graxos saturados e, por conseguinte, uma superior temperatura de transi¢cao, que
corresponde a mudanca da membrana de um estado semifluido para um estado
semicristalino. Gendtipos resistentes ao frio, por outro lado sdo marcados pela maior
proporcdo de &cidos graxos insaturados e, correspondentemente, uma menor
temperatura de transicdo (Mahajan e Tuteja, 2005). Murata e Los (1997)
demonstraram que as baixas temperaturas causam uma diminuicdo na fluidez das
membranas bioldgicas e que a capacidade das células para se aclimatar a frio é
determinada pela sua capacidade para sintetizar os acidos graxos insaturados para
tornar a bicamada lipidica mais fluida e evitar a mudanca de fase dos lipidios
induzida pelo frio. Dessaturases de &acidos graxos sao as enzimas que introduzem
ligagbes duplas em acidos graxos 0 que permite uma maior mobilidade das
membranas a baixas temperaturas. Em plantas superiores, existem dois tipos
principais de dessaturases de acidos graxos: acil-ACP dessaturases sollveis que
introduzem ligacdes duplas nas cadeias de acil ligados a ACP, e acil-lipideo

dessaturases ligados a membranas que apresentam ligacdes duplas ligados as
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cadeias de acil esterificados com estruturas de glicerol (Los e Murata, 1998). Aguns
genes com funcdo de dessaturase foram encontrados na anotacdo por meio do
RAP-DB. Na combinacdo AC x AT, o gene 0s02t0504800-01 se mostrou
subexpresso. Nas combinacfes BAC x BAT, BNC x BNT e NC x NT os genes
Os07t0417200-01 e Os01t0880800-01 se mostraram subexpressos. Na literatura
encontramos que o0s genes de desaturases possuem importante funcdo na
tolerancia a estresses por frio e altas temperaturas (Routaboul et al., 2000; Wang et
al., 2006; Prakash et al., 2009). Na analise do perfil de expressao de todo o genoma
do arroz, Zhang et al., (2012) encontram genes de dessaturase superexpressos em
resposta a frio em plantulas de arroz.

A Ontologia Génica (GO) para os genes diferencialmente expressos para as
diversas combinacdes analisadas neste trabalho s&do descritas a seguir. Trés
ontologias independentes séo analisadas para cada combinag&o: funcdo molecular,
componente celular e processo biolégico. Para a ontologia relacionada ao processo
biolégico na combinacdo AC x AT (Figura 17) foram encontradas GOs para 315
genes subexpressos e 199 GOs para genes superexpressos. Os principais
processos biolégicos afetados e que aparentemente estdo mais ligados a resposta
da planta ao estresse ao qual foi submetida sédo: sinalizagéo (70% reprimidos e 30%
induzidos), regulacédo bioldgica (65% reprimidos e 35% induzidos), processo do
sistema imune (55% reprimidos e 45% induzidos), resposta a estimulos (60%
reprimidos e 40% induzidos). Para o componente celular foram encontrados 734
genes subexpressos e 432 superexpressos que apresentaram GO. Os principais
componentes celulares encontrados foram: célula (60% reprimidos e 40%
induzidos), membrana (55% reprimidos e 45% induzidos), regido extracelular (75%
reprimidos e 25% induzidos), organela (60% reprimidos e 40% induzidos). Quanto a
funcdo molecular foram encontradas GOs para 266 genes subexpressos e para 162
genes superexpressos. As principais fungcdes moleculares afetadas pelo estresse
foram: atividade -catalitica (60% reprimidos e 40% induzidos), binding (65%
reprimidos e 35% induzidos), atividade de transporte (50% reprimidos e 50%
induzidos), fator de transcricdo com atividade de ligacdo ao acido nucleico (80%
reprimidos e 20% induzidos), atividade antioxidante (60% reprimidos e 40%
induzidos), atividade reguladora de enzima (75% reprimidos e 25% induzidos),

atividade de carreador de elétrons (100% reprimidos).
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Figura 15. Anotacdo da Ontologia génica para os genes diferencialmente expressos na combinacao
AC x AT, onde sdo mostradas as trés principais divisdes: fungdo molecular, componente celular e
processo biolégico. Além disso, sdo mostradas as GOs dentro de cada divisdo principal e o somatério
de genes subexpressos e superexpressos € mostrado ao lado de cada GO e as barras horizontais
mostram a porcentagem relativa entre os genes sub e superexpressos. Ontologia génica nivel 2. Sub:
genes subexpressos. Super: genes superexpressos na combinacdo AC x AT.

Na Figura 18 estdo representados 0S genes que se expressaram
diferencialmente na combinagdo NC x NT. Para processo biologico foi encontrada
ontologia para 219 genes subexpressos e para 109 genes superexpressos. Os
principais processos metabdlicos afetados e que aparentemente estdo envolvidos
com a resposta ao estresse por frio sdo: regulacéo biolégica (65% reprimidos e 35%
induzidos), sinalizacdo (70% reprimidos e 30% induzidos), processos do sistema
imune (55% reprimidos e 45% induzidos), resposta a estimulos (60% reprimidos e
40% induzidos). Para componente celular foram encontradas GOs para 616 genes

subexpressos e para 210 genes superexpressos. Estes genes fazem parte dos
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seguintes componentes celulares: organela (75% reprimidos e 25% induzidos),
membrana (70% reprimidos e 30% induzidos), complexo macromolecular (60%
reprimidos e 40% induzidos), regido extracelular (65% reprimidos e 35% induzidos).
Foram encontradas GOs para 189 genes subexpressos e para 75 genes
superexpressos. As principais funcdes moleculares que foram afetadas pelo
estresse e para 0s quais foram obtidas informagbes sobre sua ontologia foram:
atividade catalitica (70% reprimidos e 30% induzidos), binding (75% reprimidos e
25% induzidos), atividade de transporte (70% reprimidos e 30% induzidos), atividade
antioxidante (90% reprimidos e 10% induzidos), fatores de transcricdo com atividade
de ligacdo a acido nucleico (65% reprimidos e 35% induzidos), atividade de
carreador de elétrons (100% reprimidos) e atividade de regulacdo de enzimas (65%

reprimidos e 35% induzidos).
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Figura 16. Anotacdo da Ontologia génica para os genes diferencialmente expressos na combinagao
NC x NT, onde sdo mostradas as trés principais divisdes: funcdo molecular, componente celular e
processo biolégico. Além disso, sdo mostradas as GOs dentro de cada divisao principal e 0 somatério
de genes subexpressos e superexpressos € mostrado ao lado de cada GO e as barras horizontais
mostram a porcentagem relativa entre os genes sub e superexpressos. Ontologia génica nivel 2. Sub:
genes subexpressos. Super: genes superexpressos na combinacao NC x NT.

A anotacdo da ontologia génica realizada para a combinacdo envolvendo o
Bulk de RILs mais préximas genotipicamente ao genitor Nipponbare na condicéo
controle versus a condicdo tratamento (BNC x BNT) (Figura 19) teve como resultado
a identificacdo de GOs para a ontologia referente a processos bioldgicos, sendo 190
genes subexpressos e 117 para genes superexpressos. Os processos hioldgicos
mais afetados pelo estresse foram: processos metabodlicos (60% reprimidos e 40%
induzidos), resposta a estimulos (65% reprimidos e 35% induzidos), regulagéo
bioldgica (65% reprimidos e 35% induzidos), processo de desenvolvimento (45%

reprimidos e 65% induzidos), sinalizacdo (80% reprimidos e 20% induzidos),
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processos do sistema imune (90% reprimidos e 10% induzidos). Em relacdo ao

componente celular foi encontrada a GO para 613 genes subexpressos e para 215

genes superexpressos.
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Figura 17. Anotacao da Ontologia génica para os genes diferencialmente expressos na combinagao
BNC x BNT, onde sdo mostradas as trés principais divisdes: fungdo molecular, componente celular e
processo biolégico. Além disso, sdo mostradas as GOs dentro de cada divisdo principal e o somatério
de genes subexpressos e superexpressos € mostrado ao lado de cada GO e as barras horizontais
mostram a porcentagem relativa entre os genes sub e superexpressos. Ontologia génica nivel 2. Sub:
genes subexpressos. Super: genes superexpressos na combinagdo BNC x BNT.

Estes genes estdo ligados principalmente aos seguintes componentes

celulares: organela (65% reprimidos e 35% induzidos), regido extracelular (55%

reprimidos e 45% induzidos), simplasto (70% reprimidos e 30% induzidos). Os genes

para os quais foram identificadas GOs referentes a sua funcdo molecular perfazem
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um total de 176 genes subexpressos e 86 para genes superexpressos. As principais
funcdes moleculares as quais estes genes estdo reportados sdo: binding (70%
reprimidos e 30% induzidos), atividade catalitica (65% reprimidos e 35% induzidos),
atividade de transporte (60% reprimidos e 40% induzidos), atividade antioxidante
(85% reprimidos e 15% induzidos), atividade de fatores de transcrigcdo que se ligam
ao &cido nucleico (60% reprimidos e 40% induzidos), atividade reguladora de
enzimas (85% reprimidos e 15% induzidos).

A busca pela ontologia génica para a combinacdo BAC x BAT (Figura 20),
formada pelo bulk de RILs mais proximas da cultivar BRS Atalanta, nas condi¢cdes
controle e tratamento por frio resultou na obtencdo da ontologia referente ao
processo bioldgico para 240 genes subexpressos e para 164 genes superexpressos.
Os processos bioldgicos mais afetados pelo estresse foram: resposta a estimulos
(60% reprimidos e 40% induzidos), regulacdo biologica (55% reprimidos e 45%
induzidos), sinalizagcdo (65% reprimidos e 35% induzidos), processos do sistema
imune (55% reprimidos e 45% induzidos). Os genes que se mostraram
diferencialmente expressos nesta combinacdo, sendo que para 632 genes
subexpressos e 336 genes superexpressos foram encontradas GOs, estédo
relacionados aos seguintes componentes celulares: organela (70% reprimidos e
30% induzidos), membrana (65% reprimidos e 35% induzidos), regido extracelular
(55% reprimidos e 45% induzidos). A busca da ontologia dos genes diferencialmente
expressos para a funcdo molecular desses genes indica 195 genes subexpressos e
127 genes superexpressos. Estes genes apresentam as seguintes funcdes
moleculares: binding (60% reprimidos e 40% induzidos), atividade catalitica (65%
reprimidos e 35% induzidos), atividade antioxidante (90% reprimidos e 10%
induzidos), atividade de transporte (60% reprimidos e 40% induzidos), atividade de

fatores de transcricdo ligantes a acido nucleico (40% reprimidos e 60% induzidos).
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Figura 18. Anotacdo da Ontologia génica para os genes diferencialmente expressos na combinagao
BAC x BAT, onde sdo mostradas as trés principais divisdes: funcdo molecular, componente celular e
processo biolégico. Além disso, sdo mostradas as GOs dentro de cada divisédo principal e o somatorio
de genes subexpressos e superexpressos € mostrado ao lado de cada GO e as barras horizontais
mostram a porcentagem relativa entre os genes sub e superexpressos. Ontologia génica nivel 2. Sub:
genes subexpressos. Super: genes superexpressos ha combinacao BAC x BAT.

A anotacdo da ontologia génica para a combinacdo AT x BAT (Figura 21)
mostrou, para a categoria processo bioldgico, 6 genes subexpressos e 62 genes
superexpressos. Os principais processos bioldgicos dos quais estes genes fazem
parte sdo: resposta a estimulos (15% reprimidos e 85% induzidos), processo de
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desenvolvimento (100% induzidos), regulacdo biologica (100% induzidos),
sinalizacdo (100% induzidos). Em relacdo ao componente celular foram obtidos,
com GO, 21 genes subexpressos e 211 genes superexpressos. Estes genes tem
relacdo com os seguintes componentes celulares: organela (10% reprimidos e 90%
induzidos), membrana (5% reprimidos e 95% induzidos), complexo macromolecular
(15% reprimidos e 85% induzidos). Em relacdo a funcdo molecular foram
encontrados 4 genes subexpressos e 53 genes superexpressos que apresentam
GO. Estes estao envolvidos principalmente com atividade catalitica (10% reprimidos
e 90% induzidos), binding (10% reprimidos e 90% induzidos), atividade de transporte
(100% induzidos), atividade de fatores de transcricdo ligantes a &cido nucleico
(100% induzidos).

Nas comparacdes apresentadas, entre 60% e 70% dos genes
diferencialmente expressos se mostraram subexpressos quando comparados 0s
gendtipos nas condi¢des controle versus a condicao tratamento, ou seja, o nivel de
expressao na condicdo tratamento € menor do que na condicdo controle. Chawade
et al. (2013) verificando o perfil global de expressdo de genes induzidos por baixas
temperaturas em uma cultivar tolerante ao frio durante curtos periodos de exposi¢ao
ao frio (entre 0,5h e 24h) encontrou um maior niumero de genes subexpressos em
comparagdo com 0S genes superexpressos, 0 que vem a corrobarar com 0s
resultados obtidos neste trabalho. Além disso, Yun et al. (2010) também encontraram
um numero maior de genes subexpressos em relacdo aos genes superexpressos
apos a exposicao das plantas a periodos de frio (10°C) que variaram de 0.5 a 96h de
exposicdo. Wang et al. (2011) trabalhando com resposta espacgo-temporal do
genoma do arroz a estresse por seca, em diversos estadios de desenvolvimento da
cultura, também encontraram um numero maior de genes subexpressos em relacao
aos genes superexpressos.

A combinagédo AT x BAT apresenta um padrédo de comportamento distinto da
maioria das demais combinacfes. Ela apresenta um numero maior de genes
superexpressos em relagdo aos genes subexpressos. Diversos TFs estédo
superexpressos nesta combinacdo, entre 0s quais podemos citar 6 ERFs:
0Os02g0676800, 0Os09g0457900 e 0s0990522100 (AP2), e 0s099g0522000,
0s06g0127100, e 0s09g0522200 (DREB). Outros trés genes sao descritos como
bHLH: Os04g0381700, Os01g0952800 e Os04g0301500. Dois TFs da familia WRKY
também se mostraram superexpressos: 0s08g0198000 e Os05g0478700. Todas
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estas familias génicas ja foram descritas como responsivas a estresse por frio (Lata
e Prasad, 2011; Mao e Chen, 2012; Chen et al.,, 2011), e podem ser muito
importantes no aumento do tolerdncia ao frio nos bulks de RILs analisados neste

experimento.
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Figura 19. Anotacdo da Ontologia génica para os genes diferencialmente expressos na combinacao
AT x BAT, onde sdo mostradas as trés principais divisdes: funcdo molecular, componente celular e
processo biolégico. Além disso, sdo mostradas as GOs dentro de cada diviséo principal e o somatorio
de genes subexpressos e superexpressos € mostrado ao lado de cada GO e as barras horizontais
mostram a porcentagem relativa entre os genes sub e superexpressos. Ontologia génica nivel 2. Sub:
genes subexpressos. Super: genes superexpressos na combinacdo AT x BAT.
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5 Conclusbes

As conclusdes deste trabalho indicam que o numero de genes
diferencialmente expressos (log2-fold-change = |1.5|) varia grandemente entre as
combinacgdes, apresentando como limite superior 1481 genes subexpressos na
combinacdo BNC x BAC e 1017 genes superexpressos em NT x AT, e 6 genes
subexpressos na combinacdo NT x BNT e 5 genes superexpressos na combinagéo
NC x BNC. Nas diversas combinacbes analisadas, os fatores de transcricdo de

diversas familias mostram um padréo difuso de expressao.
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Apéndice A: Lista dos fatores de transcricdo superexpressos nas 12 combinages

94

analisadas.
FATORES DE TRANSCRIGCAO SUPEREXPRESSOS
AC x AT

Fam. do FT ID MSU ID RAP-DB Fungéo génica
NAC LOC_0s03g02800.1 0s03g0119966 no apical meristem protein
WOX LOC_0s04g56780.1 0s04g0663600 homeobox domain containing protein
TALE LOC_0s11g06020.1 0s1190158832 homeobox domain containing protein
TCP LOC_0s04g44440.1 0s04g0526000 TCP family transcription factor
MYB LOC_0s099g26170.1 0s09g0431300 MYB family transcription factor
GATA LOC_0s12g42970.1 051290624900 GATA zinc finger domain containing protein
MYB LOC_0s01g12860.1 0s01g0229000 MYB family transcription factor
G2-like LOC_0s01g74020.1 0s01g0971800 MYB family transcription factor
ERF LOC_0s05¢g37640.1 0s0590448675 expressed protein
C3H LOC_0s06g46400.1 0s06g0677700 ATCPSF30/CPSF30
Dof LOC_0s10g35300.1 0s10g0496000 dof zinc finger domain containing protein
C3H LOC_0s06g49080.1 0s06g0704300 zinc finger C-x8-C-x5-C-x3-H type family protein
G2-like LOC_0s039g55590.1 0s03g0764600 MYB family transcription factor
MYB_related LOC_0s08g06110.2 0s08g0157600 MYB family transcription factor
WRKY LOC_0s04g50920.1 0s049g0597300 WRKY37
FAR1 LOC_0s01g63380.1 0s01g0852650 transposon protein
ARF LOC_0s08g40900.1 0s08g0520550 auxin response factor
ARF LOC_0s07g08600.1 0s07g0183700 auxin response factor
HB-other LOC_0s089g32990.1 0s08g0426000 DNA-directed RNA polymerase subunit
NAC LOC_0s02g36880.1 0s02g0579000 No apical meristem protein
WRKY LOC_0s01g43650.1 0s01g0626400 WRKY11
EIL LOC_0s04g38400.1 0s04g0456900 ethylene-insensitive 3
bHLH LOC_0s09g33580.1 0s09g0510500 BEE 1
FAR1 LOC_0s129g12380.1 051290225300 transposon protein
Dof LOC_0s03g16850.1 0s03g0276300 dof zinc finger domain containing protein

AC x BAC

Fam. do FT ID MSU ID RAP-DB Fungéo génica
WRKY LOC_0s02g43560.1 0s02g0652100 WRKY34
SBP LOC_0s08g40260.1 0s08g0513700 OsSPL15 - SBP-box gene family member
ERF LOC_0s039g60120.1 0s03g0815800 AP2 domain containing protein
WRKY LOC_0s03g55080.1 0s03g0758050 WRKY3
C3H LOC_0s01g45730.1 0s01g0645000 zinc finger C-x8-C-x5-C-x3-H type family protein
FAR1 LOC_0s07g42400.1 0s07g0615900 transposon protein
bzIP LOC_0s01g58760.1 0s01g0801901 bZIP transcription factor domain containing protein
ERF LOC_0s059g37640.1 0s0590448675 expressed protein
C2H2 LOC_0s06g07020.1 0s0690166200 Z0S6-01 - C2H2 zinc finger protein
ZF-HD LOC_0s11g03420.1 0s1190128300 ZF-HD protein dimerisation region containing protein
HB-other LOC_0s02g05450.1 0s02g0147800 Homeobox domain containing protein
MIKC LOC_0s06g06750.1 0s0690162800 OsMADSS5 - MADS-box family gene with MIKCc type-

box

bHLH LOC_0s01g01840.1 0s01g0108400 helix-loop-helix DNA-binding domain containing protein
C2H2 LOC_0s04g08060.1 0s0490162500 Z0S4-03 - C2H2 zinc finger protein
FAR1 LOC_0s11g12490.1 0s11g0231800 transposon protein
TALE LOC_0s05g03884.1 0s05g0129700 homeobox protein knotted-1-like 6
CAMTA LOC_0s04g31900.1 0s04g0388500 calmodulin-binding transcription activator 4
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AT x BAT

Fam. do FT ID MSU ID RAP-DB Funcao génica
B3 LOC_0s03g42370.1 0s03g0621650 B3 DNA binding domain containing protein
bHLH LOC_0s049g31290.1 0s04g0381700 helix-loop-helix DNA-binding domain containing protein
ERF LOC_0s06g03670.1 0s069g0127100 dehydration-responsive element-binding protein
bHLH LOC_0s019g72370.1 0s01g0952800 helix-loop-helix DNA-binding domain containing protein
NAC LOC_0s04g52810.1 0s04g0619000 no apical meristem protein
ERF LOC_0s02g45420.1 0s02g0676800 AP2 domain containing protein
WRKY LOC_0s08g09800.1 0s08g0198000 WRKY105
WRKY LOC_0s05g40070.1 0s05g0478700 WRKY84
bHLH LOC_0s04g23550.1 0s04g0301500 basic helix-loop-helix family protein
HD-ZIP LOC_0s01g57890.1 0s01g0788800 Homeobox domain containing protein
ERF LOC_0s09g28440.1 0s09g0457900 AP2 domain containing protein
C2H2 LOC_0s12g38960.1 0s12g0578800 Z0S12-07 - C2H2 zinc finger protein
ERF LOC_0s09g35030.1 0s09g0522200 dehydration-responsive element-binding protein
ERF LOC_0s099g35010.1 0s09g0522000 dehydration-responsive element-binding protein
ERF LOC_0s09g35020.1 0s09g0522100 AP2 domain containing protein

BAC x BAT

Fam. do FT ID MSU ID RAP-DB Fungéo génica
NAC LOC_0s01g15640.1 0s01g0261200 no apical meristem protein
CO-like LOC_0s09g33550.1 0s09g0509700 CCT/B-box zinc finger protein
C2H2 LOC_0s01g68160.1 0s01g0909500 Z0S1-22 - C2H2 zinc finger protein
bHLH LOC_0s11g38870.1 0s11g0601700 helix-loop-helix DNA-binding domain containing protein
CO-like LOC_0s06919444.1 0s0690298200 CCT/B-box zinc finger protein
CO-like LOC_0s06g44450.1 0s06g0654900 CCT/B-box zinc finger protein
B3 LOC_0s08g23570.1 0s0890325134 B3 DNA binding domain containing protein
NAC LOC_0s10g42130.1 0s10g0571600 no apical meristem protein
WRKY LOC_0s09g25060.1 0s09g0417600 WRKY76
MYB LOC_0s01g19330.1 0s01g0298400 MYB family transcription factor
NAC LOC_0s019g66120.1 0s01g0884300 No apical meristem protein
bHLH LOC_0s06g08500.1 0s069g0184000 BHLH transcription factor
B3 LOC_0s10g39190.1 0s10g0537100 B3 DNA binding domain containing protein
NAC LOC_0s11g03370.1 0s11g0127600 no apical meristem protein
HSF LOC_0s02g32590.1 0s02g0527300 HSF-type DNA-binding domain containing protein
WRKY LOC_0s01g40430.1 0s01g0586800 WRKY27
NAC LOC_0s05g10620.1 0s05g0194500 no apical meristem protein
NAC LOC_0s04g38720.1 0s04g0460600 no apical meristem protein
MYB LOC_0s04g42950.1 0s04g0508500 MYB family transcription factor
bzIP LOC_0s039g59460.1 0s03g0809200 transcription factor
NAC LOC_0Os11g05614.1 0s119g0154500 no apical meristem protein
M-type LOC_0s01g69850.1 0s01g0922800 OsMADS65 - MADS-box family gene with MIKC* type-
bzIP LOC_0s01g46970.1 0s01g0658900 g’g)r(lscription factor
bzIP LOC_0Os11g05640.1 0s119g0154900 bZIP transcription factor domain containing protein
HSF LOC_0s01g43590.1 0s01g0625300 HSF-type DNA-binding domain containing protein
ERF LOC_0s05g41760.1 0s05g0497200 AP2 domain containing protein
WRKY LOC_0s03g21710.1 0s03g0335200 WRKY79
C2H2 LOC_0s129g38940.1 0s12g0578600 Z0S12-06 - C2H2 zinc finger protein
WRKY LOC_0s05g25770.1 0s05g0322900 WRKY45
HD-ZIP LOC_0s06g48290.1 0s0690698200 homeobox associated leucine zipper
WRKY LOC_0s01g60490.1 0s01g0820400 WRKY22
NAC LOC_0s03g04070.1 0s03g0133000 no apical meristem protein
HSF LOC_0s02g13800.1 0s02g0232000 HSF-type DNA-binding domain containing protein
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HSF LOC_0s01g39020.1 0s01g0571300 HSF-type DNA-binding domain containing protein
HD-ZIP LOC_0s02g43330.1 0s02g0649300 homeobox associated leucine zipper
C2H2 LOC_0s039g60560.1 0s03g0820300 Z0S3-21 - C2H2 zinc finger protein
B3 LOC_0s01g68370.1 0s01g0911700 B3 DNA binding domain containing protein
ERF LOC_0s099g13940.1 0s09g0309700 AP2 domain containing protein
HSF LOC_0s06g35960.1 0s069g0553100 HSF-type DNA-binding domain containing protein
NAC LOC_0s129g05990.1 0s129g0156100 No apical meristem protein
NAC LOC_0s12g03050.1 0s12g0123800 no apical meristem protein
MYB_related LOC_0s04g49450.1 0s04g0583900 MYB family transcription factor
ERF LOC_0s07g47790.1 0s07g0674800 AP2 domain containing protein
NAC LOC_0s029g38130.1 0s02g0594800 no apical meristem protein
NF-YB LOC_0s02g49410.1 0s02g0725900 histone-like transcription factor and archaeal histone
ERF LOC_0s099g28440.1 0s09g0457900 AP2 domain containing protein
C2H2 LOC_0s03g60570.1 0s03g0820400 Z0S3-22 - C2H2 zinc finger protein
C2H2 LOC_0Os11g47630.1 0Os11g0702400 Z0S11-10 - C2H2 zinc finger protein
WRKY LOC_0s01g40260.1 0s01g0584900 WRKY77
G2-like LOC_0s01g74020.1 0s01g0971800 MYB family transcription factor
HSF LOC_0s01g53220.1 0s01g0733200 HSF-type DNA-binding domain containing protein
BNC x BAC
Fam. do FT ID MSU ID RAP-DB Fungéo génica
MYB_related LOC_0s08g06110.2 0s08g0157600 MYB family transcription factor
RAV LOC_0s01g04750.1 0s01g0140700 B3 DNA binding domain containing protein
bHLH LOC_0s04g51070.1 0s04g0599300 helix-loop-helix DNA-binding domain containing protein
B3 LOC_0s04g27990.1 0s04g0347400 B3 DNA binding domain containing protein
MIKC LOC_0s01g52680.1 0s01g0726400 OsMADS32 - MADS-box family gene with MIKCc type-
bHLH LOC_0s10g26460.1 0s10g0404300 E&XLH family protein
FAR1 LOC_0s01g16660.1 0s01g0273200 transposon protein
bzIP LOC_0s02g10860.1 0s029g0202950 bZIP transcription factor domain containing protein
bHLH LOC_0s04g31290.1 0s0490381700 helix-loop-helix DNA-binding domain containing protein
MYB_related LOC_0s02g46030.1 0s02g0685200 MYB family transcription factor
LBD LOC_0s03g05510.1 0s03g0149100 DUF260 domain containing protein
LBD LOC_0s01g39040.1 0s01g0571500 DUF260 domain containing protein
bHLH LOC_0s07g39940.1 0Os07g0588400 helix-loop-helix DNA-binding domain containing protein
bHLH LOC_0s03g26210.1 0s03g0379300 helix-loop-helix DNA-binding domain containing protein
bzIP LOC_0s06g50480.1 0s06g0719500 bZIP transcription factor domain containing protein
bHLH LOC_0s01g72370.1 0s01g0952800 helix-loop-helix DNA-binding domain containing protein
MYB LOC_0s05g37060.1 0s05g0442400 MYB family transcription factor
MIKC LOC_0s12g31748.1 0s12g0501700 OsMADS20 - MADS-box family gene with MIKCc type-
X
bHLH LOC_0s06g30090.1 0s0690496400 Eglix—loop—helix DNA-binding domain containing protein
BNC x BNT
Fam. do FT ID MSU ID RAP-DB Funcéo génica
NAC LOC_0s099g38010.1 0s09g0552900 no apical meristem protein
HSF LOC_0s02g13800.1 0s02g0232000 HSF-type DNA-binding domain containing protein
CO-like LOC_0s06919444.1 0s0690298200 CCT/B-box zinc finger protein
HSF LOC_0s069g35960.1 0s0690553100 HSF-type DNA-binding domain containing protein
SBP LOC_0s02g08070.1 0s02g0177300 OsSPL5 - SBP-box gene family member
GRF LOC_0s02g47280.1 0s02g0701300 growth-regulating factor
NF-YB LOC_0s02g49410.1 0s02g0725900 histone-like transcription factor and archaeal histone
bHLH LOC_0s07g36460.1 0s07g0549600 helix-loop-helix DNA-binding domain containing protein
ERF LOC_0s099g13940.1 0s09g0309700 AP2 domain containing protein
NAC LOC_0s12g03050.1 0s12g0123800 no apical meristem protein
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NAC LOC_0s049g38720.1 0s04g0460600 no apical meristem protein
NAC LOC_0s10g42130.1 0s10g0571600 no apical meristem protein
NAC LOC_0s029g38130.1 0s02g0594800 no apical meristem protein
WRKY LOC_0s01g40260.1 0s01g0584900 WRKY77
WRKY LOC_0s01g40430.1 0s01g0586800 WRKY27
C3H LOC_0s02g10080.1 0s029g0194200 zinc finger C-x8-C-x5-C-x3-H type family protein
C2H2 LOC_0s129g38940.1 0s12g0578600 Z0S12-06 - C2H2 zinc finger protein
B3 LOC_0s01g68370.1 0s01g0911700 B3 DNA binding domain containing protein
NAC LOC_0s05¢34310.1 0s05g0415400 no apical meristem protein
NF-YC LOC_0s01g39850.1 0s01g0580400 histone-like transcription factor and archaeal histone
MYB_related LOC_0s02g46030.1 0s02g0685200 MYB family transcription factor
Dof LOC_0s01g15900.1 0s01g0264000 expressed protein
C2H2 LOC_0s08g20580.1 0s08g0300366 Z0S8-04 - C2H2 zinc finger protein
MYB_related LOC_0s04g49450.1 0s04g0583900 MYB family transcription factor

BNT x BAT

Fam. do FT ID MSU ID RAP-DB Funcgéo génica
bzIP LOC_0s06g50480.1 0s06g0719500 bZIP transcription factor domain containing protein
bzIP LOC_0s039g59460.1 0s03g0809200 transcription factor
NAC LOC_0s07g12340.1 0s07g0225300 NAC domain-containing protein 67
WRKY LOC_0s08g09800.1 0s08g0198000 WRKY105
NAC LOC_0s12g03050.1 0s12g0123800 no apical meristem protein
C2H2 LOC_0s03g60560.1 0s03g0820300 Z0S3-21 - C2H2 zinc finger protein
MYB LOC_0s02g41510.1 0s02g0624300 MYB family transcription factor
HSF LOC_0s089g43334.1 0s08g0546800 HSF-type DNA-binding domain containing protein
ERF LOC_0s09g35030.1 0s09g0522200 dehydration-responsive element-binding protein
NAC LOC_0s11g03370.1 0s119g0127600 no apical meristem protein
GeBP LOC_0s09g01470.1 0s09g0102300 expressed protein
WRKY LOC_0s06g44010.1 0s06g0649000 WRKY28
LBD LOC_0s03g05510.1 0s03g0149100 DUF260 domain containing protein
ERF LOC_0s09¢g35010.1 0s09g0522000 dehydration-responsive element-binding protein
MIKC LOC_0s10g39130.1 0s10g0536100 OsMADS56 - MADS-box family gene with MIKCc type-
bzIP LOC_0Os11g05640.1 0s119g0154900 E;)I(P transcription factor domain containing protein
C2H2 LOC_0s03g60570.1 0s03g0820400 Z0S3-22 - C2H2 zinc finger protein
ERF LOC_0s09g35020.1 0s09g0522100 AP2 domain containing protein
bHLH LOC_0s04g23550.1 0s04g0301500 basic helix-loop-helix family protein
GRAS LOC_0s04g35250.1 0s04g0432100 MONOCULM 1
HD-ZIP LOC_0s02g43330.1 0s02g0649300 homeobox associated leucine zipper
bHLH LOC_0s06g30090.1 0s0690496400 helix-loop-helix DNA-binding domain containing protein
LBD LOC_0s01g39040.1 0s01g0571500 DUF260 domain containing protein

NC xAC

Fam. do FT ID MSU ID RAP-DB Funcéo génica
GATA LOC_0s129g07120.1 0s12g0168800 GATA zinc finger domain containing protein
C2H2 LOC_0Os11g47630.1 0Os119g0702400 Z0OS11-10 - C2H2 zinc finger protein
MYB LOC_0s039g29614.1 0s03g0410000 myb-like DNA-binding domain containing protein
MYB_related LOC_0s05g03550.1 0s05g0126400 MYB family transcription factor
B3 LOC_0s02g25830.1 0s02g0455900 expressed protein
SRS LOC_0s09g36160.1 0s09g0531600 LRP1
bHLH LOC_0s08g38080.1 0s08g0487700 helix-loop-helix DNA-binding domain containing protein
FAR1 LOC_0s11g14020.1 0s11g0244900 transposon protein
GRAS LOC_0s03g09280.1 0s03g0193000 gibberellin response modulator protein
GRAS LOC_0s10g22430.1 0s10g0369600 gibberellin response modulator protein
Dof LOC_0s03g42200.1 0s03g0619151 dof zinc finger domain containing protein
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FAR1 LOC_0s06g28150.1 0Os06g0475800 transposon protein
bzIP LOC_0s02g14910.1 0s02g0247100 bZIP transcription factor family protein
AP2 LOC_0s049¢55970.1 0s04g0653600 AP2-like ethylene-responsive transcription factor
AINTEGUMENTA
C2H2 LOC_0s03g10140.1 0s03g0197800 Z0S3-04 - C2H2 zinc finger protein
M-type LOC_0s01g69850.1 0s01g0922800 OsMADS65 - MADS-box family gene with MIKC* type-
ERF LOC_0s06g40150.1 0s06g0604000 2?3)(2 domain containing protein
G2-like LOC_0s02g22020.1 0s02g0325600 MYB family transcription factor
C2H2 LOC_0Os11g47620.1 0Os11g0702300 Z0S11-09 - C2H2 zinc finger protein
C2H2 LOC_0s01g39110.1 0s01g0572300 Z0S1-10 - C2H2 zinc finger protein
bzIP LOC_0s069g50480.1 0s06g0719500 bZIP transcription factor domain containing protein
Nin-like LOC_0s09g27190.1 0s09g0444100 RWP-RK domain-containing protein
C3H LOC_0s03g49170.1 0s03g0698800 zinc finger family protein
LSD LOC_0s12g41700.1 0s12g0611000 LSD1 zinc finger domain containing protein
HD-ZIP LOC_0s06g48290.1 0s0690698200 homeobox associated leucine zipper
bHLH LOC_0s03g51580.1 0s03g0725800 helix-loop-helix DNA-binding domain containing protein
FAR1 LOC_0Os11g45530.1 0Os11g0681300 transposon protein
M-type LOC_0s11g43740.1 0s11g0658700 SSMADSGS - MADS-box family gene with MIKC* type-
0X
WRKY LOC_0s02g43560.1 0s02g0652100 WRKY34
NC x NT

Fam. do FT ID MSU ID RAP-DB Funcgéo génica
bHLH LOC_0s05g51820.1 0s05g0597000 helix-loop-helix DNA-binding protein
HSF LOC_0s01g53220.1 0s01g0733200 HSF-type DNA-binding domain containing protein
MYB LOC_0s07g37210.1 0s07g0558100 MYB family transcription factor
bzIP LOC_0s01g46970.1 0s01g0658900 transcription factor
C2H2 LOC_0s12g38940.1 0s12g0578600 Z0S12-06 - C2H2 zinc finger protein
ERF LOC_0s099g13940.1 0s09g0309700 AP2 domain containing protein
HSF LOC_0s06g35960.1 0s06g0553100 HSF-type DNA-binding domain containing protein
LBD LOC_0s03g41330.1 0s03g0609500 DUF260 domain containing protein
NAC LOC_0s04g38720.1 0s04g0460600 no apical meristem protein
bHLH LOC_0s06g08500.1 0s06g0184000 BHLH transcription factor
GRF LOC_0s02g47280.1 0s02g0701300 growth-regulating factor
ERF LOC_0s05g49700.1 0s05g0572000 AP2 domain containing protein
NAC LOC_0s02g38130.1 0s02g0594800 no apical meristem protein
SBP LOC_0s06g44860.1 0s06g0659100 OsSPL10 - SBP-box gene family member
C3H LOC_0s02g10080.1 0s02g0194200 zinc finger C-x8-C-x5-C-x3-H type family protein
HSF LOC_0s02g13800.1 0s02g0232000 HSF-type DNA-binding domain containing protein
B3 LOC_0s01g68370.1 0s01g0911700 B3 DNA binding domain containing protein
NF-YC LOC_0s01g39850.1 0s01g0580400 histone-like transcription factor and archaeal histone
Dof LOC_0s01g15900.1 0s01g0264000 expressed protein
MYB_related LOC_0s02g46030.1 0s02g0685200 MYB family transcription factor
C2H2 LOC_0s08g20580.1 0s08g0300366 Z0S8-04 - C2H2 zinc finger protein
bzIP LOC_0s03g59460.1 0s03g0809200 transcription factor
MYB_related LOC_0s04g49450.1 0s04g0583900 MYB family transcription factor

NT x AT

Fam. do FT ID MSU ID RAP-DB Funcgéo génica
MYB LOC_0s02g40530.1 0s02g0618400 MYB family transcription factor
WRKY LOC_0s05g09020.1 0s05g0183100 WRKY67
bzIP LOC_0s06g50480.1 0s06g0719500 bZIP transcription factor domain containing protein
MIKC LOC_0s10g39130.1 0s10g0536100 OsMADS56 - MADS-box family gene with MIKCc type-

box
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NAC LOC_0s129g03040.1 0s12g0123700 no apical meristem protein

HSF LOC_0s01g43590.1 0s01g0625300 HSF-type DNA-binding domain containing protein

HSF LOC_0s05g45410.1 0s05g0530400 HSF-type DNA-binding domain containing protein

NAC LOC_0s07g12340.1 0s079g0225300 NAC domain-containing protein 67

MYB LOC_0s049g50680.1 0s04g0593200 MYB family transcription factor

WRKY LOC_0s01g40430.1 0s01g0586800 WRKY27

C2H2 LOC_0s039g32230.1 0s03g0437200 Z0S3-12 - C2H2 zinc finger protein

HSF LOC_0s09g35790.1 0s09g0526600 HSF-type DNA-binding domain containing protein

WRKY LOC_0s01g51690.1 0Os01g0714800 WRKY 26

GRAS LOC_0s04g35250.1 0s04g0432100 MONOCULM 1

NAC LOC_0s049g35660.1 0s04g0437000 no apical meristem protein

M-type LOC_0s01g69850.1 0s01g0922800 OsMADSG65 - MADS-box family gene with MIKC* type-

MIKC LOC_0s069g45650.1 0s0690667200 ?)OS)R/IADSSO - MADS-box family gene with MIKCc type-

box

WRKY LOC_0s06g06360.1 0s069g0158100 WRKY113

MYB LOC_0s02g41510.1 0s02g0624300 MYB family transcription factor

WRKY LOC_0s06g44010.1 0s06g0649000 WRKY28

HSF LOC_0s08g43334.1 0s08g0546800 HSF-type DNA-binding domain containing protein

ERF LOC_0s039g64260.1 0s03g0860100 AP2 domain containing protein

HD-ZIP LOC_0s06g48290.1 0s069g0698200 homeobox associated leucine zipper

TALE LOC_0s03g47016.1 0s03g0673000 homeobox protein knotted-1-like 10

NAC LOC_0s11g03370.1 0s11g0127600 no apical meristem protein

MYB LOC_0s05g37060.1 0s05g0442400 MYB family transcription factor

C2H2 LOC_0s03g60560.1 0s03g0820300 Z0S3-21 - C2H2 zinc finger protein

HD-ZIP LOC_0s02g43330.1 0s02g0649300 homeobox associated leucine zipper

NAC LOC_0s12g03050.1 0s12g0123800 no apical meristem protein

C2H2 LOC_0s03g60570.1 0s03g0820400 Z0S3-22 - C2H2 zinc finger protein

EIL LOC_0s02g36510.1 0s02g0574800 ethylene-insensitive 3

bHLH LOC_0s06g30090.1 0s0690496400 helix-loop-helix DNA-binding domain containing protein
NT x BNT

Nao foram identificados fatores de transcricdo nesta combinagéo
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Apéndice B: Lista dos fatores de transcricdo subexpressos nas 12 combinagdes

estudadas
FATORES DE TRANSCRICAO SUBEXPRESSOS
AC x AT
Fam. do FT ID MSU ID RAP-DB Fungéo génica
SiFa-like LOC_0s049g33440.2 0s04g0408700 DNA-binding protein S1FA
FAR1 LOC_0Os04g30870.1 0s04g0377500 transposon protein
NAC LOC_0s05¢g34310.1 0s05g0415400 no apical meristem protein
ERF LOC_0s05g28350.1 0s05g0351200 AP2 domain containing protein
E2F/DP LOC_0s06g13670.1 0s0690245900 E2F family transcription factor protein
C2H2 LOC_0s12g07280.1 0s12g0170400 Z0S12-02 - C2H2 zinc finger protein
ERF LOC_0s05g36100.1 0s05g0437100 AP2 domain containing protein
bzIP LOC_0Os06g41770.1 0s06g0622700 bZIP transcription factor domain containing protein
bHLH LOC_0Os08g43070.1 0s08g0543700 helix-loop-helix DNA-binding domain containing protein
AP2 LOC_0s04g55970.1 0s04g0653600 AP2-like ethylene-responsive transcription factor
AINTEGUMENTA
G2-like LOC_0s02914490.1 0s0290241200 MYB family transcription factor
TALE LOC_0s02g13310.1 0s02g0226600 homeobox domain containing protein
LBD LOC_0s01g66590.1 0s01g0889400 DUF260 domain containing protein
ERF LOC_0s10g41130.1 0s10g0560700 AP2 domain containing protein
Nin-like LOC_0s06g12360.1 0s0690228900 pentatricopeptide
Nin-like LOC_0s06g12360.1 0s06g0228900 pentatricopeptide
WRKY LOC_0s029g43560.1 0s0290652100 WRKY34
bzIP LOC_0Os11g05640.1 0s11g0154900 bZIP transcription factor domain containing protein
B3 LOC_0s07917230.1 0s07g0273700 WRKY123
TCP LOC_0s02g51280.1 0s02g0747400 TCP-domain protein
M-type LOC_0s069g23950.1 0s0690347700 bOsMADSSQ - MADS-box family gene with MIKCc type-
0X
bHLH LOC_0s01g18870.1 0s01g0293100 helix-loop-helix DNA-binding domain containing protein
WRKY LOC_0s05g50610.1 0s05g0583000 WRKY8
bzIP LOC_0s07g44950.1 0s07g0644100 bZIP transcription factor domain containing protein
ERF LOC_0s02g13710.1 0s02g0231000 ethylene-responsive transcription factor TINY
WRKY LOC_0s05g40070.1 0s05g0478700 WRKY84
bzIP LOC_0Os07g48820.1 0s07g0687700 transcription factor
E2F/DP LOC_0s02g33430.1 0s02g0537500 E2F family transcription factor protein
MYB LOC_0s01g65370.1 0s01g0874300 MYB family transcription factor
C2H2 LOC_0s01g67970.1 0s01g0907400 Z0S1-20 - C2H2 zinc finger protein
B3 LOC_0s08g23470.1 0s08g0324300 B3 DNA binding domain containing protein
M-type LOC_0s01923760.1 0s01g0340100 OsMADS93 - MADS-box family gene with M-beta type-
X
bzIP LOC_0s02g14910.1 0s02g0247100 EZIP transcription factor family protein
M-type LOC_0Os01g74440.1 0s01g0975800 OsMADS79 - MADS-box family gene with M-alpha type-
B3 LOC_0s02g25820.1 0s02g0455800 tI;%XDNA binding domain containing protein
MYB LOC_0s12g38400.2 0s12g0572000 MYB family transcription factor
NAC LOC_0s08g44820.1 0s08g0562200 no apical meristem protein
WRKY LOC_0s04g21950.1 0s049g0287400 WRKY51
WRKY LOC_0s05g46020.1 0s05g0537100 WRKY7
HD-ZIP LOC_0s02g35770.1 0s02g0565600 homeobox associated leucine zipper
C2H2 LOC_0s03g10140.1 0s03g0197800 Z0S3-04 - C2H2 zinc finger protein
MIKC LOC_0s049g23910.1 0s04g0304400 OsMADS25 - MADS-box family gene with MIKCc type-
box
MYB_related LOC_0s05g49240.1 0s05g0567600 homeodomain-related
MYB LOC_0s02g54520.1 0s02g0786400 MYB family transcription factor
GATA LOC_0s02g43150.1 0s02g0645600 GATA zinc finger domain containing protein
SBP LOC_0s08g40260.1 0s08g0513700 OsSPL15 - SBP-box gene family member
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bzIP LOC_0s06g50480.1 0s06g0719500 bZIP transcription factor domain containing protein
MYB LOC_0s01g62410.1 0s01g0841500 MYB family transcription factor
GRAS LOC_0s11g31100.1 0s11g0507300 gibberellin response modulator protein
DBB LOC_0s06g05890.1 0s0690152200 B-box zinc finger family protein
ARF LOC_0s06g46410.1 0s06g0677800 auxin response factor
GRF LOC_0s02g45570.1 0s02g0678800 growth regulating factor protein
M-type LOC_0s09g02780.1 0s09g0116000 OsMADS77 - MADS-box family gene with M-alpha type-
box

LBD LOC_0s08g44940.1 0s08g0563400 DUF260 domain containing protein
Nin-like LOC_0s06g12360.1 0s0690228950 pentatricopeptide
Nin-like LOC_0s06g12360.1 0s0690228950 pentatricopeptide
WRKY LOC_0s03g55164.1 0s03g0758900 WRKY4
bzIP LOC_0s07g10890.1 0s07g0209800 transcription factor
NAC LOC_0s12g29330.1 051290477400 no apical meristem protein
GRAS LOC_0s01g65900.1 0s01g0881500 chitin-inducible gibberellin-responsive protein
TCP LOC_0s04g11830.1 0s04g0194600 TCP family transcription factor
bHLH LOC_0s08g38080.1 0Os08g0487700 helix-loop-helix DNA-binding domain containing protein
bHLH LOC_0s04g47080.1 0s04g0557800 anthocyanin regulatory Lc protein
GeBP LOC_0s09g01140.1 0s09g0100800 expressed protein
MYB LOC_0s09g36250.1 0s09g0532900 MYB family transcription factor
ERF LOC_0s10g25170.1 0s10g0390800 AP2 domain containing protein
GRAS LOC_0Os11g47920.1 0s11g0706200 SCARECROW
NF-YA LOC_0s08g09690.1 0Os08g0196700 nuclear transcription factor Y subunit
ERF LOC_0s03g60120.1 0s03g0815800 AP2 domain containing protein
bzIP LOC_0s01g36220.1 0s01g0542700 bZIP transcription factor domain containing protein

AC x BAC

Fam. do FT ID MSU ID RAP-DB Fungéo génica
WRKY LOC_0s039g21710.1 0s03g0335200 WRKY79

AT x BAT

N&o foram identificados fatores de transcricdo nesta combinacao

BAC x BAT

Fam. do FT ID MSU ID RAP-DB Funcéo génica
NF-YA LOC_0Os07g06470.1 0s07g0158500 nuclear transcription factor Y subunit
WRKY LOC_0s07902060.1 0s07g0111400 WRKY29
bzIP LOC_0s02g58670.1 0s02g0833600 bZIP transcription factor domain containing protein
MYB LOC_0s02g17190.1 0s02g0271900 MYB family transcription factor
bHLH LOC_0s01g01840.1 0s01g0108400 helix-loop-helix DNA-binding domain containing protein
C3H LOC_0s06g32720.1 0s0690519400 zinc finger C-x8-C-x5-C-x3-H type family protein
TCP LOC_0s04g44440.1 0s04g0526000 TCP family transcription factor
MYB LOC_0s09g23620.1 0s09g0401000 MYB family transcription factor
TALE LOC_0Os06g01934.1 0s06g0108900 homeobox domain containing protein
bHLH LOC_0s03g56950.1 0s03g0782500 phytochrome-interacting factor 4
LBD LOC_0s05g03160.1 0s05g0123000 DUF260 domain containing protein
FAR1 LOC_0s08g14880.1 0s08g0246800 transposon protein
bHLH LOC_0s03g43810.1 0s03g0639300 helix-loop-helix DNA-binding domain containing protein
HSF LOC_0s09g35790.1 0s09g0526600 HSF-type DNA-binding domain containing protein
bHLH LOC_0s04g51070.1 0s04g0599300 helix-loop-helix DNA-binding domain containing protein
bHLH LOC_0s10g23050.1 0s10g0376900 helix-loop-helix DNA-binding protein
MIKC LOC_0s049g23910.1 0s049g0304400 OsMADS25 - MADS-box family gene with MIKCc type-

box

RAV LOC_0s01g04800.1 0s01g0141000 B3 DNA binding domain containing protein
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bHLH LOC_0s10g39750.1 0s10g0544200 inducer of CBF expression 2
DBB LOC_0s01g10580.1 0s01g0202500 B-box zinc finger family protein
MYB_related LOC_0s02g45670.1 0s02g0680700 myb-like DNA-binding domain containing protein
MYB_related LOC_0s03g14810.1 0s03g0252900 MY B-like transcription factor DIVARICATA
bHLH LOC_0s04g41229.1 0s04g0489600 helix-loop-helix DNA-binding domain containing protein
B3 LOC_0s04g31730.1 0s04g0386900 expressed protein
LSD LOC_0s08g03610.1 0s08g0130100 LSD1 zinc finger domain containing protein
bHLH LOC_0s03g08930.1 0s03g0188400 helix-loop-helix DNA-binding protein
MYB LOC_0s01g74410.1 0s01g0975300 MYB family transcription factor
WOX LOC_0Os07g48560.1 0s07g0684900 homeobox domain containing protein
C3H LOC_0s01g45730.1 0s01g0645000 zinc finger C-x8-C-x5-C-x3-H type family protein
bzIP LOC_0s01g55150.1 0s01g0756200 bZIP transcription factor domain containing protein
MIKC LOC_0s06g01890.1 0s06g0108500 MADS-box transcription factor
NAC LOC_0s08g10080.1 0s08g0200600 no apical meristem protein
MYB_related LOC_0s08906110.2 0s08g0157600 MYB family transcription factor
bHLH LOC_0s06g12210.1 0s06g0226500 helix-loop-helix DNA-binding domain containing protein
NF-YA LOC_0s089g09690.1 0s08g0196700 nuclear transcription factor Y subunit
RAV LOC_0s01g04750.1 0s01g0140700 B3 DNA binding domain containing protein
NF-YC LOC_0s03g14669.1 0s03g0251350 core histone H2A/H2B/H3/H4
LBD LOC_0s01g03890.1 0s01g0129600 DUF260 domain containing protein
LBD LOC_0s01g32770.1 0s01g0511000 DUF260 domain containing protein
Trihelix LOC_0s01g21590.1 0s01g0318400 homeodomain
BNC x BAC
Fam. do FT ID MSU ID RAP-DB Fungéo génica
WRKY LOC_0s08g13840.1 0s08g0235800 WRKY25
GeBP LOC_0s09g01140.1 0s09g0100800 expressed protein
MIKC LOC_0s06g45650.1 0s0690667266 OsMADS30 - MADS-box family gene with MIKCc type-
B3 LOC_0s03g42280.1 0s03g0620400 lI;%XDNA binding domain containing protein
HSF LOC_0s01g53220.1 0s01g0733200 HSF-type DNA-binding domain containing protein
B3 LOC_0s01g13300.1 0s01g0234100 B3 DNA binding domain containing protein
G2-like LOC_0s01g74020.1 0s01g0971800 MYB family transcription factor
NF-YB LOC_0s08g07740.1 0s08g0174500 histone-like transcription factor and archaeal histone
B3 LOC_0s07g17230.1 0s07g0273700 WRKY123
WRKY LOC_0s05g40070.1 0Os05g0478700 WRKY84
bzIP LOC_0s01g64000.1 0s01g0859300 bZIP transcription factor
NF-YB LOC_0s02g49410.1 0s02g0725900 histone-like transcription factor and archaeal histone
ERF LOC_0s05g37640.1 0s05g0448700 expressed protein
ERF LOC_0Os05g37640.1 0s05g0448700 expressed protein
bHLH LOC_0s01g01840.1 0s01g0108400 helix-loop-helix DNA-binding domain containing protein
NF-YC LOC_0s01g39850.1 0s01g0580400 histone-like transcription factor and archaeal histone
ERF LOC_0s05g37640.1 0s0590448675 expressed protein
ERF LOC_0s05g37640.1 0s0590448675 expressed protein
FAR1 LOC_0s11g02964.1 0Os11g0123066 FARL1 family protein
ERF LOC_0Os07g47790.1 0s07g0674800 AP2 domain containing protein
B3 LOC_0s03g42230.1 0s03g0619600 B3 DNA binding domain containing protein
BNC x BNT
Fam. do FT ID MSU ID RAP-DB Funcé&o génica
B3 LOC_0s06g09420.1 0s0690194400 B3 DNA binding domain containing protein
MYB LOC_0s02g17190.1 0s02g0271900 MYB family transcription factor
WRKY LOC_0s06g44010.1 0s06g0649000 WRKY28
MYB LOC_Os11g47460.1 Os11g0700500 MYB family transcription factor
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B3 LOC_0s06g02230.1 0s06g0112300 B3 DNA binding domain containing protein
ERF LOC_0s04g46250.1 0s04g0547600 AP2 domain containing protein
ERF LOC_0s02g42585.1 0s02g0638650 AP2 domain containing protein
C3H LOC_0s05g45020.1 0s05g0525900 zinc finger/CCCH transcription factor
WOX LOC_0s07g48560.1 0s07g0684900 homeobox domain containing protein
RAV LOC_0s01g04800.1 0s01g0141000 B3 DNA binding domain containing protein
bHLH LOC_0s10g39750.1 0s10g0544200 inducer of CBF expression 2
NAC LOC_0s08g10080.1 0s08g0200600 no apical meristem protein
ERF LOC_0s09g35010.1 0s09g0522000 dehydration-responsive element-binding protein
C3H LOC_0s06g32720.1 0s0690519400 zinc finger C-x8-C-x5-C-x3-H type family protein
MYB LOC_0s01g74410.1 0s01g0975300 MYB family transcription factor
HSF LOC_0s08g43334.1 0s08g0546800 HSF-type DNA-binding domain containing protein
LBD LOC_0s05g03160.1 0s05g0123000 DUF260 domain containing protein
TCP LOC_0Os04g44440.1 0s04g0526000 TCP family transcription factor
RAV LOC_0Os01g04750.1 0s01g0140700 B3 DNA binding domain containing protein
bzIP LOC_0s01g55150.1 0s01g0756200 bZIP transcription factor domain containing protein
ERF LOC_0s02g55380.1 0s02g0797100 AP2 domain containing protein
DBB LOC_0s01g10580.1 0s01g0202500 B-box zinc finger family protein
LSD LOC_0s08g03610.1 0s08g0130100 LSD1 zinc finger domain containing protein
NF-YA LOC_0s08g09690.1 0s08g0196700 nuclear transcription factor Y subunit
ERF LOC_0s02g45420.1 0s02g0676800 AP2 domain containing protein
bHLH LOC_0s04g23550.1 0s04g0301500 basic helix-loop-helix family protein
MIKC LOC_0s04923910.1 0s0490304400 OsMADS25 - MADS-box family gene with MIKCc type-
MYB LOC_0s09g23620.1 0s09g0401000 bMo\)((B family transcription factor
MIKC LOC_0s06g01890.1 0s06g0108500 MADS-box transcription factor
LBD LOC_0s01g32770.1 0s01g0511000 DUF260 domain containing protein
ERF LOC_0Os07g47790.1 0s0790674800 AP2 domain containing protein
ERF LOC_0s09g35030.1 0s09g0522200 dehydration-responsive element-binding protein
HSF LOC_0s099g35790.1 0s0990526600 HSF-type DNA-binding domain containing protein
LBD LOC_0s01g03890.1 0s01g0129600 DUF260 domain containing protein
Trihelix LOC_0s01921590.1 0s01g0318400 homeodomain
ERF LOC_0s02g45450.1 0s02g0677300 dehydration-responsive element-binding protein
BNT x BAT
Fam. do FT ID MSU ID RAP-DB Fungéo génica
NAC LOC_0s04g52810.1 0s04g0619000 no apical meristem protein
FAR1 LOC_0s05g30720.1 0s05g0370100 transposon protein
ERF LOC_0s03g08460.1 0s03g0182800 AP2 domain containing protein
WRKY LOC_0s08g09900.1 0s08g0198900 WRKY118
ERF LOC_0s05g37640.1 0s05g0448700 expressed protein
ERF LOC_0s05g37640.1 0s05g0448700 expressed protein
B3 LOC_0Os03g42280.1 0s03g0620400 B3 DNA binding domain containing protein
B3 LOC_0s01g13300.1 0s01g0234100 B3 DNA binding domain containing protein
NAC LOC_0s05g34310.1 0s05g0415400 no apical meristem protein
C2H2 LOC_0s08g20580.1 0s08g0300366 Z0S8-04 - C2H2 zinc finger protein
TALE LOC_0s03g56110.1 0s03g0771500 homeobox protein knotted-1
B3 LOC_0s07g17230.1 0s07g0273700 WRKY123
ERF LOC_0s05g37640.1 0s0590448675 expressed protein
ERF LOC_0s05g37640.1 0s0590448675 expressed protein
bHLH LOC_0s01g01840.1 0s01g0108400 helix-loop-helix DNA-binding domain containing protein
NF-YC LOC_0s01g39850.1 0s01g0580400 histone-like transcription factor and archaeal histone
B3 LOC_0s03g42230.1 0s03g0619600 B3 DNA binding domain containing protein
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NC xAC

Fam. do FT ID MSU ID RAP-DB Fungéo génica
B3 LOC_0s02g38470.1 0s02g0598200 B3 DNA binding domain containing protein
WRKY LOC_0s01g60640.1 0s01g0821600 WRKY21
bzIP LOC_0s01g11350.1 0s01g0211800 bZIP transcription factor domain containing protein
WRKY LOC_0s03g55164.1 0s03g0758900 WRKY4
WRKY LOC_0s02g08440.1 0s02g0181300 WRKY71
FAR1 LOC_0s129g12380.1 051290225300 transposon protein
FAR1 LOC_0s02g18370.1 0s02g0284500 transposon protein
M-type LOC_0s01g11510.1 0s01g0213300 OsMADSO91 - MADS-box family gene with M-beta type-
ERF LOC_0s07g47790.1 0s07g0674800 KCI)DXZ domain containing protein
bzIP LOC_0s01g46970.1 0s01g0658900 transcription factor
B3 LOC_0s10g39190.1 0s10g0537100 B3 DNA binding domain containing protein
ARF LOC_0s04g36054.1 0s04g0442000 auxin response factor 9
M-type LOC_0s12g21850.1 0s12g0407000 bOsMADS73 - MADS-box family gene with M-alpha type-

0X
B3 LOC_0s06942630.1 0s0690632500 B3 DNA binding domain containing protein
GRAS LOC_0s01g71970.1 0s01g0948200 GRAS family transcription factor containing protein
MYB LOC_0s01g59660.1 0s01g0812000 MYB family transcription factor
GRF LOC_0s02g53690.1 0s02g0776900 growth regulating factor protein
WRKY LOC_0s05946020.1 0s05g0537100 WRKY7
bHLH LOC_0s05g04740.1 0s05g0139100 helix-loop-helix DNA-binding domain containing protein
ERF LOC_0s02g43970.1 0s02g0657000 AP2 domain containing protein
bzIP LOC_0s02g52780.1 0s02g0766700 bZIP transcription factor
TALE LOC_0s05903884.1 0s0590129700 homeobox protein knotted-1-like 6
NAC LOC_0s07g27330.1 0s07g0456900 no apical meristem protein
MYB LOC_0s08g34960.1 0s08g0450900 MYB family transcription factor
FAR1 LOC_0s07g42400.1 0s07g0615900 transposon protein
ARF LOC_0Os06g48950.1 0s0690702600 auxin response factor 19
Dof LOC_0s10g35300.1 0s10g0496000 dof zinc finger domain containing protein
WRKY LOC_0s12g32250.1 0s12g0507300 WRKY96
NAC LOC_0s12g29330.1 0s12g0477400 no apical meristem protein
MYB_related LOC_0s06g04960.1 0s0690141950 expressed protein
ERF LOC_0Os07g42510.1 0s07g0617000 AP2 domain containing protein
NAC LOC_0s06g01230.1 0s0690101800 no apical meristem protein
ZF-HD LOC_0s11g03420.1 0s11g0128300 ZF-HD protein dimerisation region containing protein
NF-X1 LOC_0s01g06550.1 0s01g0158900 NF-X1-type zinc finger protein
SBP LOC_0s08g40260.1 0s08g0513700 OsSPL15 - SBP-box gene family member
C2H2 LOC_0s09g03500.1 0s09g0122000 Z0S9-01 - C2H2 zinc finger protein
MIKC LOC_0Os06g06750.1 0s06g0162800 OsMADSS5 - MADS-box family gene with MIKCc type-box
C2H2 LOC_0s06g07020.1 0s0690166200 Z0S6-01 - C2H2 zinc finger protein
MYB LOC_0s079g25370.1 0s07g0434300 myb-like DNA-binding domain containing protein
HB-other LOC_0s02g05450.1 0s02g0147800 Homeobox domain containing protein
MYB LOC_0s04g30890.1 0s0490377932 MYB family transcription factor
FAR1 LOC_0s119g12490.1 0s11g0231800 transposon protein
bHLH LOC_0s01g01840.1 0s01g0108400 helix-loop-helix DNA-binding domain containing protein
C2H2 LOC_0s04g08060.1 0s04g0162500 Z0S4-03 - C2H2 zinc finger protein
NAC LOC_0s03g42630.1 0s03g0624600 No apical meristem protein
NC x NT

Fam. do FT ID MSU ID RAP-DB Funcé&o génica
MIKC LOC_0s01g10504.1 0s01g0201700 OsMADS3 - MADS-box family gene with MIKCc type-box
bHLH LOC_0s03g08930.1 0s03g0188400 helix-loop-helix DNA-binding protein
HSF LOC_0s08g43334.1 0s08g0546800 HSF-type DNA-binding domain containing protein
ERF LOC_0s03g64260.1 0s03g0860100 AP2 domain containing protein
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ERF LOC_0Os06g08340.1 0s06g0181700 AP2 domain containing protein
bHLH LOC_0s10g39750.1 0s10g0544200 inducer of CBF expression 2
MIKC LOC_0s04g49150.1 0s04g0580700 OsMADS17 - MADS-box family gene with MIKCc type-
box
bHLH LOC_0s01g01840.1 0s01g0108400 helix-loop-helix DNA-binding domain containing protein
C3H LOC_0s06g32720.1 0s0690519400 zinc finger C-x8-C-x5-C-x3-H type family protein
bHLH LOC_0s04g54900.1 0s04g0641700 bHLH family protein
WOX LOC_0s07g48560.1 0s07g0684900 homeobox domain containing protein
MYB LOC_0s05g28320.1 0s05g0350900 myb-like DNA-binding domain containing protein
TALE LOC_0s03g47016.1 0s03g0673000 homeobox protein knotted-1-like 10
MYB LOC_0s01g74410.1 0s01g0975300 MYB family transcription factor
LSD LOC_0s08g03610.1 0s08g0130100 LSD1 zinc finger domain containing protein
RAV LOC_0s01g04800.1 0s01g0141000 B3 DNA binding domain containing protein
NF-YA LOC_0s08g09690.1 0s08g0196700 nuclear transcription factor Y subunit
NAC LOC_0s08g10080.1 0s08g0200600 no apical meristem protein
ERF LOC_0s02g55380.1 0s02g0797100 AP2 domain containing protein
bzIP LOC_0s01g55150.1 0s01g0756200 bZIP transcription factor domain containing protein
ERF LOC_0s09g35030.1 0s09g0522200 dehydration-responsive element-binding protein
DBB LOC_0s01g10580.1 0s01g0202500 B-box zinc finger family protein
MIKC LOC_0s06901890.1 0s0690108500 MADS-box transcription factor
LBD LOC_0s05g03160.1 0s05g0123000 DUF260 domain containing protein
LBD LOC_0s01g32770.1 0s01g0511000 DUF260 domain containing protein
MIKC LOC_0s04g23910.1 0s04g0304400 OsMADS25 - MADS-box family gene with MIKCc type-
X
HSF LOC_0s09g35790.1 0s09g0526600 E|OSF-type DNA-binding domain containing protein
MYB_related LOC_0s10g30690.1 0s10g0443800 MYB family transcription factor
LBD LOC_0s01g03890.1 0s01g0129600 DUF260 domain containing protein
bHLH LOC_0s06g12210.1 0s0690226500 helix-loop-helix DNA-binding domain containing protein
Trihelix LOC_0s01g21590.1 0s01g0318400 homeodomain
NT x AT
Fam. do FT ID MSU ID RAP-DB Fungéo génica
YABBY LOC_0s10g36420.1 0s10g0508300 YABBY domain containing protein
C2H2 LOC_0s01g57020.1 0s01g0778100 expressed protein
GRAS LOC_0s05g42130.1 0s05g0500600 MONOCULM 1
bzIP LOC_0s08g26880.1 0s08g0357300 bZIP transcription factor domain containing protein
bHLH LOC_0s03g46860.1 0s03g0671800 helix-loop-helix DNA-binding protein
AP2 LOC_0s02g40070.1 0s02g0614300 AP2-like ethylene-responsive transcription factor
PLETHORA 2
C2H2 LOC_0s12g07280.1 0s12g0170400 Z0S12-02 - C2H2 zinc finger protein
NAC LOC_0s09g38000.1 0s09g0552800 no apical meristem protein
C3H LOC_0s02g10080.1 0s0290194200 zinc finger C-x8-C-x5-C-x3-H type family protein
NAC LOC_0s02g15340.1 050290252200 no apical meristem protein
GeBP LOC_0s01g14720.1 0s01g0249900 transcription regulator
MIKC LOC_0s03g11614.1 0s03g0215400 OsMADS1 - MADS-box family gene with MIKCc type-box
HD-ZIP LOC_0s10g01470.1 0s10g0103700 homeobox associated leucine zipper
M-type LOC_0s01g69850.1 0s01g0922800 OsMADS65 - MADS-box family gene with MIKC* type-
X
MYB LOC_0s079g37210.1 0s07g0558100 lt\)/IOYB family transcription factor
MYB LOC_0s01g16810.1 0s01g0274800 MYB family transcription factor
C2H2 LOC_0s02g08510.1 0s02g0182300 Z0S2-04 - C2H2 zinc finger protein
WRKY LOC_0s01g53260.1 0s01g0734000 WRKY23
C2H2 LOC_0s02g31890.1 0s02g0518500 Z0S2-08 - C2H2 zinc finger protein
NAC LOC_0s04g43560.1 0s04g0515900 no apical meristem protein
bHLH LOC_0s12g43620.1 051290632600 helix-loop-helix DNA-binding domain containing protein
C2H2 LOC_0s01g70870.1 0s01g0935000 Z0S1-23 - C2H2 zinc finger protein
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ERF LOC_0s03g08460.1 0s03g0182800 AP2 domain containing protein
NAC LOC_0s08g33670.1 0s08g0433500 no apical meristem protein
C2H2 LOC_0s08g44190.1 0s08g0555700 Z0S8-13 - C2H2 zinc finger protein
WRKY LOC_0s08g13840.1 0s08g0235800 WRKY25
WRKY LOC_0Os08g09900.1 0s08g0198900 WRKY118
bzIP LOC_0s01g64000.1 0s01g0859300 bZIP transcription factor
MYB_related LOC_0s079g25150.1 0s07g0432800 myb-related protein 306
WRKY LOC_0s05g40070.1 0Os05g0478700 WRKY84
TALE LOC_0s03g56110.1 0s03g0771500 homeobox protein knotted-1
bHLH LOC_0s02g35660.1 0s02g0564700 PTF1
B3 LOC_0s01g13300.1 0s01g0234100 B3 DNA binding domain containing protein
bHLH LOC_0s01g01840.1 0s01g0108400 helix-loop-helix DNA-binding domain containing protein
GRAS LOC_0s11g04570.1 0s11g0141550 GRAS family transcription factor containing protein
NAC LOC_0s04g52810.1 0s04g0619000 no apical meristem protein
C2H2 LOC_0s12g38960.1 0s12g0578800 Z0S12-07 - C2H2 zinc finger protein
HD-ZIP LOC_0s01g57890.1 0s01g0788800 Homeobox domain containing protein
B3 LOC_0s03g42280.1 0s03g0620400 B3 DNA binding domain containing protein
GeBP LOC_0s09g01140.1 0s09g0100800 expressed protein
B3 LOC_0s079g17230.1 0s0790273700 WRKY123
NF-YC LOC_0s01g39850.1 0s01g0580400 histone-like transcription factor and archaeal histone
B3 LOC_0s039g42230.1 0s0390619600 B3 DNA binding domain containing protein
NT x BNT

Né&o foram identificados fatores de transcricdo nesta combinacéo




