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INTRODUCAO

A cana-de-acucar (Saccharum spp.) e caracterizada, principalmente, por sua capacidade
de acumular altas concentracbes de sacarose (em torno de 0,7 M) em seus colmos maduros
(MOORE, 1995), tornando-a uma das mais importantes plantas cultivaveis do planeta,
principalmente para os paises das regides tropical e subtropical.

A Biologia de Sistemas é o estudo de como diferentes elementos fundamentais como DNA,
RNA, proteinas, e organismos interagem entre si, visando assim a integracdo e modelagem de
extensos conjuntos de dados. O aumento do conhecimento em nivel sistémico da relacdo entre
genes, proteinas e organismos tem permitido a criagdo de uma nova geracdo de modelos para a
predicdo de comportamentos a partir de dados moleculares (YIN, et al; 2004). Desta forma, o
principal desafio cientifico desta proposta sera o desenvolvimento de modelos e ferramentas que
permitam realizar a ligagao entre planta e mudancas ambientais.

A analise de enriquecimento visa revelar o aumento ou diminuicao de vias funcionais que
possam estar associadas as respostas fisioldgicas do organismo. Para se analisar as respostas
funcionais do transcriptoma de um organismo, os dados de expressao génica sao analisados
sobre a perspectiva de processos bioldgicos possibilitada pelo enriquecimento de termos GO
(Gene Ontology, ASHBURNER, et al; 2000). Essa analise busca comparar determinados
subconjuntos de transcritos em relagdo a todo o transcriptoma, verificando-se processos
biologicos estatisticamente enriquecidos nos subconjuntos de transcritos testados.

No presente estudo, analises de enriquecimento funcional em redes regulatorias de cana-
de-agucar estdo sendo conduzidas com intuito de integrar dados genéticos e moleculares
relacionados ao papel da cana-de-agucar em resposta a estresse hidrico, mudancas na relagao
fonte-dreno e no foto periodo, assim como durante a indugédo do desenvolvimento floral.

OBJETIVOS

Avaliar e determinar o enriquecimento funcional de redes génicas de cana-de-acgucar
quando em situacido de estresse abidtico e mudancas no desenvolvimento. Especificamente os
objetivos sao: 1) Analisar o enriquecimento funcional em genes de Arabidopsis thaliana utilizando
os genes ortologos aos genes de cana-de-agucar; 2) Anotar funcionalmente os genes de cana-
de-acucar; 3) Montar um banco de dados de genes de cana-de-agucar para analise de
enriquecimento; 4) Analisar o enriquecimento funcional em cana-de-agucar quando esta esta
submetida a diferentes situag¢des de estresse abidtico e a mudancas no desenvolvimento vegetal,;
5) Aplicar métricas estatisticas para avaliar os resultados.



METODOS
Determinagéo de redes génicas de cana-de-agucar

A rede de regulacao génica de cana-de-agucar em diferentes condi¢cdes foi previamente
determinada pelo grupo de pesquisa do Laboratério de Bioinformatica e Biologia de Sistemas do
CBMEG - UNICAMP utilizando o algoritmo de cinzelamento heuristico de agrupamentos (ou
‘HCCA”, de Heuristic Cluster Chiseling Algorithm), descrito por Mutwil et al. (2010).

Genes ortdlogos em Arabidopsis thaliana

A analise de filogenia para a prospecgao dos reais ortdlogos de genes conhecidos em
outras espécies na cana-de-acucar esta sendo realizada através do software Phylexpress
(VICENTINI, et al; 2012. Nestas, é possivel encontrar os transcritos de cana-de-agucar e como
eles se agrupam com os genes de Arabidopsis thaliana, fornecendo meios de encontrar genes
ortélogos pelo agrupamento destas sequéncias.

Anotacgéo funcional e construgdo do banco de dados de genes de cana-de-acgucar

Para a anotagdo dos transcritos, esta sendo utilizada a versédo standalone do programa
BLAST v 2.7.1+ (ALTSCHUL, et al; 1990). Inicialmente, as sequéncias sao alinhadas com
proteinas do banco de dados Phytozome pelo programa BLASTx (capaz de alinhar nucleotideos
com proteinas) com os seguintes parametros: maximo de 20 hits por transcrito, “e-value” <= 1e-
05. Para entender a resposta da cana-de-agucar nas diferentes condigcdes avaliadas, os
transcritos anotados foram classificados por ontologias génicas utilizando o Blast2GO (GOTZ, et
al; 2008).

Anaélises de enriquecimento funcional e avaliagdo estatistica

Os dados anotados do transcriptoma da cana-de-acucar sdo submetidos a analise de
enriquecimentos de termos e categorias do Gene Ontology (ASHBURNER, et al;. 2000) utilizando
programas BINGO (MAERE, et al; 2005) e ClueGO (BINDEA, et al; 2009), com teste
hipergeométrico e correcao de taxa de falsa descoberta de Benjamini e Hochberg (FDR < 0,05),
ambos plugins do software Cytoscape (SHANNON, et al; 2003).

RESULTADOS PRELIMINARES

Foram submetidos a analise de enriquecimento funcional no programa BiNGO os trés
clusters contendo as maiores quantidades de genes, revelando quantas e quais categorias
estavam enriquecidas (Tabela 1). Além disso, toda a rede contendo dados anotados do
transcriptoma da cana-de-agucar foi submetida a analise, sendo representada na Figura 1. Esta
analise resultou com destaque para o enriquecimento da categoria associada a fotossintese. Nas
Figuras 1 e 2 o tamanho de cada circulo representa o numero de genes que estao incluidos em
cada termo da ontologia genética; o gradiente de cor indica o enriquecimento de acordo com o p-
value.

Sub-rede N° de genes Categorias enriquecidas
Cluster 6 220 859

Cluster 48 223 120

Cluster 64 219 91

Tabela 1. Principais sub-redes analisadas via BINGO.



= 1.00E-6

Figura 2. Organizagao hierarquica da analise de enriquecimento via BINGO do Cluster 48.

Foram realizadas analises de enriquecimento também pelo ClueGO dos trés principais
clusters e de toda rede. Abaixo (Figuras 3, 4, 5 e 6) estédo representadas as analises da sub-rede
6 e também da rede global. As andlises foram feitas com kappa score = 0,4 e com a
especificidade dos termos da ontologia génica reduzida conforme a quantidade de genes, afim de
retornar redes que tenham menor quantidade de nés.
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Figura 3. Analise de enriquecimento do Cluster 6 realizada pelo programa ClueGO.
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Figura 4. Andlise de enriquecimento da rede total realizada pelo programa ClueGO.
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Figura 5. Analise de enriquecimento da rede total realizada pelo programa ClueGO
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Estes resultados mostram que a cana-de-agucar esta ativamente respondendo a estimulos
ambientais (Figuras 3 e 5), mas principalmente foi possivel identificar redes de co-expressao
génica envolvidas na resposta fotossintética frente as mudancas de fotoperiodo.
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