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INTRODUCAO

A cana-de-acucar € um recurso essencial relacionado ao
desenvolvimento econdmico, tendo o Brasil como um dos seus maiores
produtores. Deste insumo, desenvolvem-se importantes processos como a
producdo de acucar e etanol, fabricacdo de biocombustiveis e geracdo de
energia sustentavel. Em estudos prévios, foi possivel a identificacdo e
caracterizacdo de genes da cana-de-acUcar possivelmente envolvidos em
aumento de biomassa e adaptacbes a mudancas ambientais. A analise de
enriquecimento funcional de redes génicas em cana-de-acUcar permite a
aguisicdo de respostas bioldgicas relevantes que fornecam conhecimentos
sobre a planta e que possam ser utilizados nas areas de transcriptoma, biologia
de sistemas, protebmica e mapeamento metabdlico. No presente estudo,
analises de enriguecimento funcional em redes regulatérias de cana-de-acglcar
foram conduzidas com intuito de integrar dados genéticos e moleculares
relacionados ao papel da cana-de-aclUcar em resposta a estresse hidrico,
mudancas na relacdo fonte-dreno e no fotoperiodo, assim como durante a
induc&o do desenvolvimento floral.

METODOLOGIA
Enriquecimento funcional em genes de Arabidopsis thaliana

Inicialmente, foi realizado o treinamento para manuseio das ferramentas
de analise de enriquecimento funcional de genes. Foram utilizados os dados
previamente anotados pelo grupo de pesquisa do Laboratério de Bioinformatica
e Biologia de Sistemas do IB, em especial a relacédo de ortologia entre os genes
de cana-de-acucar e Arabidopsis thaliana. Estes dados foram submetidos a
analise de enriqguecimento de termos e categorias do Gene Ontology (GO)
(ASHBURNER, et al; 2000).

Utilizando os programas BINGO (MAERE, et al; 2005) e ClueGO
(BINDEA, el al; 2009) com teste hipergeométrico e correcédo de taxa de falsa
descoberta de Benjamini e Hochberg (FDR < 0,05), ambos plugins do software
Cytoscape (SHANNON, et al; 2003), foi realizada a analise de enriquecimento
dos termos GO para determinar quais categorias funcionais foram super-
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representadas nos transcritos que apresentaram expresséo nas

identificadas.

redes

Anotacéo funcional e construcdo do banco de dados de genes de cana-de-

acucar

Para anotacdo dos genes e posterior montagem do banco de dados
provenientes da cana-de-acUcar, foi realizado o alinhamento das sequéncias por
meio do programa BLAST+ (ALTSCHUL, et al; 1990). Para tal, foram utilizados
0s parametros -p Blastx, -b 20, -v 20, -e 0.00001, -F F. As sequéncias dos
transcritos da cana-de-acgucar foram alinhadas contra todo o banco de dados NR
do NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Andlises de enriquecimento funcional e avaliacao estatistica

Os dados anotados do transcriptoma da cana-de-acucar

foram

submetidos a andlise de enriquecimentos de termos e categorias GO pelo plugin
BINGO. Pelo plugin MCODE foram selecionados os clusters mais densamente
conectados para apresentacdo dos resultados da andlise. Para tal, foram
utilizados os parametros Degree cut-off= 2, node density cut-off= 0.1, node score
cut-off= 0.2, K-score= 2 e max. depth=100.

RESULTADOS

Através do plugin BINGO foi realizada
a analise dos trés maiores grupos de
genes da rede (Tabela 1), revelando
guantas e quais categorias estavam
mais enriquecidas, assim como a
analise de toda a rede (Figura 1), com
destaque para o enriquecimento das
categorias associadas a processos
biossintéticos, modificacao de
proteinas e processos metabodlicos
formadores de nitrogénio celular. Na
Figura 1 o tamanho de cada né
representa a quantidade de genes que
estdo incluidos em cada termo da
ontologia génica; o gradiente de cor
indica o enriguecimento de acordo com
o p-value. Estas analises foram
realizadas nos dados da rede de co-
expressdo do experimento com
fotoperiodo de 8h/16h (luz/escuro) de
cana-de-aglcar, em comparagdo ao
fotoperiodo normal de 12h/12h
(luz/escuro). A rede de co-expressao
deste experimento possui 11.335

Sub-rede | N°de genes | Categorias enriquecidas
Cluster 6 220 859
Cluster 48 223 120
Cluster 64 219 91

Tabela 1. NUmeros das principais sub-redes analisadas

através do plugin BINGO.
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Figura 1. Organizacao hierarquica da andlise de enriqguecimento

via BINGO da rede total.
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transcritos organizados em 130 clusters.

Foram realizadas analises de enriquecimento também pelo plugin
ClueGO dos trés principais clusters e de toda rede. As figuras abaixo apresentam
os resultados das andlises da sub-rede 6 (Figura 2) e também da rede global
(Figura 3). As analises foram feitas com kappa score = 0,4 e com a especificidade
dos termos da ontologia génica reduzida conforme a quantidade de genes, para
retornar redes que tenham menor quantidade de nos.
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Figura 2. Rede de interacdes e andlise grafica de enriqguecimento do Cluster 6 realizado pelo programa
ClueGO.
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Figura 3. Andlise gréafica de enriquecimento da rede total realizada pelo programa ClueGO

Apbs a realizacdo da anotacdo funcional realizada por meio do BLAST
dos transcritos da cana-de-acUcar contra todo o banco de dados NR do NBCI,
foi obtida anotacédo para mais de 76.000 transcritos. Estes transcritos foram
submetidos a analise de enriquecimento funcional pelo plugin BINGO.
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Utilizando o algoritmo do MCODE
(Degree cut-off= 2, node density cut-
off= 0.1, node score cut-off= 0.2, K-
score= 2 e max. depth= 100) foram
analisados os 130 clusters da rede
génica da cana-de-acUcar, sendo
encontrados 12 clusters (Figura 4)
com grande conectividade. Dentro
deste conjunto, temos 6 clusters com
enriguecimento funcional relevante
(Corrected p-value < 0.05) (Tabela 2
e Figura 5).

Cluster Termos GO

116

Protein localization to
peroxisome;
Establishment of protein
localization to
peroxisome;
Peroxisomal transport;

12 Regulation of secondary
metabolic process;
Regulation of
phenylpropanoid
metabolic process

66 RNA processing;

Gene expression;

26 RNA modification;
ncRNA catabolic
process;
miRNA
process;
55 RNA modification;

RNA processing;

SnRNA metabolic
process;
RNA
processing;
52 ncRNA procesing;
ncRNA metabolic
process;

RNA processing;

rRNA procesing;

catabolic

metabolic

Tabela 2. Termos GO enriquecidos
nos 12 clusters da sub-rede gerada
no MCODE.

RNA metabolic process > g

Figura 4. Rede de alta densidade gerada pelo MCODE, com os 12
clusters densamente conectados destacados em amarelo.
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Figura 5. Rede de clusters que apresentaram enriquecimento funcional com correct
p-value < 0.05

Neste conjunto de dados € possivel observar a grande presenca de
termos GO enriquecidos associados a diferentes classes de RNA. Em estudos
prévios, € definido que a expressédo de smallRNAs, como o0 miRNA, tem papéis
importantes na resposta apresentada pelas plantas durante o estresse abidtico
e bidtico (THIEBAUT, 2017). O miRNA € um importante regulador de expresséo
génica em plantas, que é expresso normalmente durante o desenvolvimento ou
em resposta a desafios ambientais, tendo como alvos, por exemplo, 0os genes
que estdo envolvidos no transporte de nutrientes e produgdo metabdlica
(CARNAVALE, 2013). Outros estudos sugerem que long ncRNAs em plantas
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podem exercer diversas funcbes diferentes na resposta ao estresse, como
realizar a modificagcdo de histonas, metilar DNA, ser o precursor de SRNAs e/ou
bloquear a interacdo entre miRNAs e seus alvos (WANG, 2017).

CONCLUSOES

Sendo a cana-de-acucar um recurso importante para o desenvolvimento
econdmico nacional, é de suma importancia a analise do seu comportamento em
resposta as situacdes de estresse. As analises iniciais mostraram que a cana-
de-aclcar estd ativamente respondendo a estimulos ambientais, mas
principalmente foi possivel identificar redes de co-expressédo génica envolvidas
na resposta fotossintética frente as mudancas de fotoperiodo. Ademais, 0s
resultados obtidos posteriormente sugerem que a cana-de-acUcar apresenta
mecanismos de resposta ao estresse relacionados com diversas classes de
RNA, tais como miRNA, siRNA e ncRNA.
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