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Estudo de Expressdo Génica para a Selecao
de Gendtipos de Trigo Contrastante na
Resposta a Seca

Maria Cristina Rocha Cordeiro'; Walter Quadros Ribeiro Jr?; Marco Aurélio
Pessoa Filho® Rodrigo da Rocha Fragoso*; Marilia Santos Silva®

Resumo — A seca é uma ameaca mundial a produgéo de alimentos e pode
resultar em grandes perdas de produtividade agricola e, em especial, dos
cultivos de cereais como o trigo. A selegdo de cultivares de trigo tolerantes a
seca é muito importante para que as perdas de produtividade advindas das
mudangas climaticas sejam mitigadas. A regiao do Cerrado brasileiro € uma
savana tropical situada no interior do Pais, e representa uma area conside-
rada como uma fronteira agricola de produgéo de alimentos e cereais, como
o trigo. Nessa regiao, o trigo pode ser plantado no inverno com irrigagéo (de
abril/maio a agosto/setembro) e, alternativamente, na safrinha, em cultivo de
sequeiro (de fevereiro a maio) e, por isso, a selegdo de gendtipos tolerantes a
seca é muito importante. Este trabalho teve por objetivo estudar a expressao
génica em gendtipos contrastantes de trigo para compreender o complexo
sistema fisioldgico-genético de tolerancia a seca nessa cultura agricola, au-
xiliando na seleg¢do dos melhores gendtipos que possam superar os efeitos
das mudangas climaticas. Duas abordagens foram envolvidas: (a) analises
em bibliotecas subtrativas de cDNA e (b) sequenciamento de transcriptoma
pela plataforma 454 GS FLX (Roche). Os potenciais genes expressos estao
relacionados com atividades de expresséao e regulagéo génica, ligagao de fa-
tores de transcrigado (FT) em acidos nucleicos ou proteinas a FT, atividade ca-
taliticas ou de regulagédo enzimatica, proteinas receptoras e transportadoras
ou com o sistema de oxidorredugdo. Este trabalho representa os primeiros
resultados de expresséo génica em gendtipos com respostas contrastantes a
seca na Embrapa Cerrados.

Termos para indexagao: fenotipagem; campo; cera; sequenciamento; mu-
dangas climaticas; seca.
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Gene Expression in Contrasting Wheat
Genotypes in Response to Drought

Abstract — Drought is a global threat to food production and can result in
large losses in agricultural productivity and, in particular, in cereal crops such
as wheat. The selection of drought-tolerant wheat cultivars is very important
so that yield losses resulting from climate change are mitigated. The Brazilian
Cerrado region is a tropical savanna located in the interior of the country and
represents an area considered as an agricultural frontier of food production
including cereals such as wheat. In this region, wheat can be planted in winter
with irrigation (from April/May to August/September) and, alternatively, in
off-season, in rainfed cultivation (from February to May) and, therefore, the
selection of drought-tolerant genotypes is very important. In order to select
common genotypes and mitigate the impacts of climate change in this region
on agricultural productivity, phenotyping methodologies associated with
molecular methodologies are carried out in order to understand the complex
physiological-genetic system of drought tolerance in this crop as a way to
assist in the selection of the best genotypes for this region, so that they can
overcome the effects of climate change. The study of gene expression in this
work involved two approaches: (a) analyzes in subtractive cDNA libraries
and (b) transcriptome sequencing using the 454 GS FLX platform (Roche).
The potential expressed genes are related to gene expression and regulation
activities, binding of transcription factors (TF) in nucleic acids or proteins to
TF, catalytic or enzymatic regulation activities, receptor and transport proteins
or related to the oxide-reduction system. This work represents the first results
in gene expression analysis in contrasting genotypes to drought response at
Embrapa Cerrados.

Index terms: phenotyping; field; wax; sequencing; climate change; drought.
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Introducao

A seca é uma ameacga mundial a produgao de alimentos e pode ser mais
drastica devido as mudancgas climaticas. Pode resultar em grandes perdas de
produtividade agricola e, em especial, dos cultivos de cereais como o trigo,
que é largamente utilizado como alimento sendo uma das maiores fontes
de energia no mundo todo (Sallam et al., 2019). Portanto, a selecao de cul-
tivares de trigo tolerantes a seca € muito importante para que, as perdas de
produtividade advindas das mudancgas climaticas sejam mitigadas (Khan et
al., 2019).

A selecado de gendtipos tolerantes a seca envolve um estudo multidisci-
plinar e integrado com as ferramentas de analises morfoldgicas, fisioldgicas
e as modernas de analises genéticas como a gendmica, a transcriptdmica,
a protedmica, além da utilizagdo de sensores fotoelétricos entre outras me-
todologias, para que se possa alcangar mais éxito e velocidade na selegéo
dos melhores gendtipos. Adicionalmente, essas ferramentas auxiliam na
identificacdo dos principais mecanismos genéticos das plantas associados a
tolerancia a seca, que nos apontam caminhos para a geragéo de genotipos
superiores mais tolerantes (Mosa et al., 2010). Um desses mecanismos que
as plantas possuem e permitem maior tolerancia a seca é a produgao de cera
cuticular (Bl et al., 2017; Xue et al., 2017; Patwari et al., 2019).

A tolerancia a seca em plantas € uma caracteristica que pode ser asso-
ciada a outros estresses, como calor, salinidade, doengas e pragas, resultan-
do em um sistema fisiolégico-genético bastante complexo para se pontuar
0s mecanismos principais envolvidos. Representa uma heranca poligéncia,
que envolve a integragdo de mais de um mecanismo fisiolégico como a fo-
tossintese e o metabolismo (Marcek et al., 2019; Sallam et al., 2019), além
dos processos de resposta de defesa em funcéo da homeostase do sistema
nessa situagao.

O trigo tem uma estrutura genémica complexa sendo uma planta hexaploi-
de. Em nivel genético, a tolerancia a seca, por ser uma heranca multigénica,
envolve diferentes tracos de loci quantitativos (QTLs) (Qassem et al., 2018).

Atualmente, ja foi obtida a sequéncia genémica completa do trigo (Guan
et al., 2020; Walkowiak et al., 2020), permitindo o avancgo de estudos multidis-
ciplinares integrados, pois essa sequéncia possibilita o isolamento de novos



8 BOLETIM DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO 387

marcadores genéticos (Microsatélites, SNPs, KASPs); a revisdo e a corre¢ao
de mapas genéticos ja estabelecidos; a selecdo de genes ainda n&o conhe-
cidos nos diferentes processos fisioldégicos-genéticos; as analises de sintenia
entre cultivares homologas, como o arroz e outros cereais.

A regido do Cerrado brasileiro € uma area de savana tropical com um cli-
ma tipico, contendo uma estagdo chuvosa (de outubro a abril) e, outra, seca
(de maio a setembro) (Figura 1). Consideraveis avangos da agricultura foram
alcangados nessa regido, que tem sido apontada como uma fronteira agricola
de producao de alimentos, em especial, cereais e grdos (soja, milho, sorgo,
arroz, feijao, trigo, mas, também, algodao, cana-de-agucar, café, fruta etc.)
(Albuquerque; Silva, 2008). Nessa regiao, o trigo pode ser plantado no inver-
no com irrigacao (de abril/maio a setembro) e, alternativamente, na safrinha,
em cultivo de sequeiro (de fevereiro a maio), no final da estagado chuvosa e,
por isso, a selecao de gendtipos tolerantes a seca é muito importante (Ribeiro
Junior et al., 2006). Com o objetivo de selecionar gendtipos que enfrentem
0s veranicos comuns na safrinha e de mitigar os impactos nas mudangas cli-
maticas e na produtividade agricola, metodologias de fenotipagem tém sido
estudadas de forma a selecionar cultivares mais tolerantes a seca para essa
regiao.

Este trabalho teve por objetivo estudar a expressédo génica em genotipos
contrastantes de trigo, de forma a compreender o complexo sistema fisiolé-
gico-genético de tolerancia a seca nesta cultura agricola, auxiliando e inte-
grando na selecao de possiveis genes marcadores para os processos de fe-
notipagem das plantas elite em campo, em regime de irrigacdo em gradiente
relacionados a aspectos morfoldgicos e fisioldgicos.
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Figura 1. Precipitacédo pluviométrica média mensal observados na Estag&o Principal

da Embrapa Cerrados, localizada na regido administrativa de Planaltina, DF, no peri-

odo histérico de 1974 a 2013, que demonstra que esta regido se caracteriza por duas

estacgdes: uma chuvosa de outubro a abril e, outra seca de maio a setembro e os tipos

de cultivo do trigo na regido sao: cultivo em sequeiro/safrinha (fevereiro a maio) e
cultivo irrigado (maio a setembro).

Fonte: (Silva et al., 2017).

Material e Métodos

O experimento foi conduzido entre maio a setembro de 2011, na area ex-
perimental da Embrapa Cerrados, localizada em Planaltina, DF cujas coorde-
nadas geograficas s&o 15°35'30” S e 47°42’30” W e altitude de mil metros. Os
dados climatologicos (precipitagdo pluviométrica, umidade relativa e tempe-
ratura) podem ser observados na Figura 2. O clima predominante na regiéo é
do tipo Aw, tipico das savanas com duas estag¢des bem definidas: uma seca e
fria (outono e inverno — abril/maio a agosto/setembro) e outra quente e Umida
(primavera e verdo — setembro a margo), segundo a classificagdo de Képpen.

O solo da area foi classificado como Latossolo Vermelho, distrofico, com
textura argilosa (Santos et al., 2018). A composi¢cao quimica do solo da area
do experimento continha 0,9 cmol/dm® de calcio; 0,6 cmol/dm® de magné-
sio; 0,05 cmol/dm® de potassio; 0,2 cmol/dm® de aluminio; 0,5 cmol/dm?
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de fosforo; 32,5 g/dm® de matéria organica (MO); 200 g/kg’ de areia,
275 g/kg™ de silte, 525 g/kg' de argila e pH 5,6. Anteriormente a instalagao
do experimento, a area foi cultivada com trigo por 6 anos com as mesmas
cultivares testadas no presente estudo. A adubacao do plantio foi feita com
400 kg de 4:30:16, com 80 kg de N em cobertura no perfilhamento na for-
ma de ureia. O herbicida pré-emergente foi Pendimentalin, na dosagem de
3 L/ha e pés-emergente metsulforam metilico, na dosagem de 4 g/ha, além
de aplicagcdo de um fungicida preventivo Estrobirulina+Triazol, na dosagem
de 1 L/ha. Foi utilizado também redutor de crescimento trinexapac etilico para
evitar acamamento na dosagem de 0,5 L/ha do produto. A semeadura dos
gendtipos de trigo nas parcelas foi realizada com o auxilio de semeadora de
parcelas experimentais do modelo Semeato, de tragéo tratorizada, com oito
linhas espacgadas por 0,17 m. A quantidade de semente foi calculada para
obter um estande de 90 plantas por metro, sendo esta corrigida em fung¢éo do
teste de germinacao previamente realizado. A colheita do experimento foi me-
canizada e as parcelas foram pesadas e corrigidas para a umidade de 13%.
O delineamento experimental foi em blocos ao acaso, em esquema de parce-
las subdivididas, com trés repeti¢cdes. As parcelas corresponderam aos geno-
tipos de trigo BRS020062 e PF020037, que apresentam niveis contrastantes
de cerosidade foliar que foi observado de forma bem evidente visualmente e
documentado em fotos (Ribeiro Junior et al., 2006). Foram utilizadas parcelas
subdivididas, sendo estas correspondentes aos genotipos e as subparcelas,
aos regimes hidricos. A irrigagéo inicial foi feita de forma homogénea em to-
dos os gendtipos até aos 30 dias apds a emergéncia, que corresponde ao
perfilhamento. As laminas utilizadas foram calculadas de acordo com o pro-
grama de Monitoramento da Irrigagdo no Cerrado®, que considera os dados
climaticos da regido, a evapotranspiragao da cultura e o turno de rega para
calcular a quantidade de agua necessaria. Apos esse periodo de estabele-
cimento da cultura, adaptou-se a metodologia do line source (Hanks et al.,
1976). A sobreposicao entre os diferentes aspersores promoveu uma dimi-
nuigao gradiente de agua da area central (considerada lamina ideal) para a
extremidade do experimento, o que permitiu criar os regimes hidricos. O ma-
terial foliar (trés folhas) foi coletado dos gendtipos PF020037 e BRS020062,
respectivamente, que sao linhas irmas, com e sem produgao de cerosidade
foliar, portanto, gendtipos contrastantes para essa caracteristica (que é consi-

6 http://hidro.cpac.embrapa.br/help.html
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derado um mecanismo de tolerancia a seca) em ponto referente a planta com
100% e 50% de agua, nas fases fenoldgicas de espigamento (escala Zadoks
4.9) e enchimento de graos na escala Zadoks 7.5 (Figuras 2, 3 e 4). Segundo
a adaptacao da escala de Zadoks da Food and Agriculture Organization of
United Nations (FAO) para o trigo’, o ponto 4.9 corresponde ao final da fase
de bainha engrossada para a fase espigado, portanto, quase no inicio da fase
espigado e, o ponto 7.5 como sendo no meio da fase do estado leitoso do
grao, portanto, inicio da fase de enchimento de gréos. Neste trabalho, para
simplificar, sera referenciado como espigamento (escala de Zadoks 4.9) e
enchimento de graos (escala de Zadoks 7.5) (Zadoks et al., 1974).

As folhas foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e man-
tidas congeladas a -80 °C até sua utilizacdo. O RNA (acido ribonucleico) foi
extraido das folhas coletadas nos pontos com e sem estresse das linhagens
PF020037 e BRS020062 nas fases de espigamento e enchimento de graos
com o reagente Concert (Invitrogene) seguindo as instrugdes do fabricante. O
material da fase de espigamento também foi purificado na coluna do PureLink
RNA Mini Kit (Ambion). Apos sua extragao, o RNA foi quantificado em espec-
trofotdmetro do tipo Nanodrop ND2000 e observado em eletroforese de gel a
1,5% de agarose. Tendo sido considerado integro, o material foi utilizado nas
etapas posteriores de purificagdo do RNA mensageiro poliA+ e construgcao
das bibliotecas subtrativas de cDNA (Figura 6). O RNA poliA+ foi purificado
utilizando-se o kit Oligotex mRNA Midi seguindo as instru¢des do fabricante.
Apos a purificagdo, o RNA poli A+ foi quantificado em espectrofotdmetro do
tipo Nanodrop ND2000 e observado em eletroforese de gel a 1,5% de agaro-
se. Sendo considerado integro, foi utilizado na construgao das bibliotecas de
cDNA. Duas bibliotecas subtrativas de cDNA foram construidas utilizando-se
o kit PCR-Select cDNA Subtraction, seguindo as instru¢ées do fabricante:
uma, tomando-se como tester o RNA poliA+ do genétipo PF020037 sob es-
tresse hidrico na fase de enchimento de gréaos e driver o RNA poliA+ do ge-
notipo PF020037 sem estresse hidrico na mesma fase; e outra, tomando-se
como tester o RNA poliA+ do gendtipo BRS020062 sob estresse hidrico na
fase de enchimento de graos e driver o RNA poliA+ do gendtipo BRS020062
sem estresse hidrico na mesma fase. Os cDNAs resultantes da subtragao
de cada uma das bibliotecas foram clonados em vetor do tipo PGemTeasy

7 https://pt.scribd.com/document/319732725/Escala-Zadoks-Trigo#logout
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e transformados por eletroporacdo em células de Escherichia coli (E. coli)
competentes do tipo XL1blue. Os clones obtidos foram crescidos em meio
LB liquido, congelados e mantidos a -80 °C em glicerol e enviados em placa
de meio Luria Bertani (LB) soélido para posterior minipreparagéo e sequencia-
mento na empresa Macrogen Inc. (Seoul, Coréia).

O servigo de minipreparacgdo para o sequenciamento foi realizado automa-
ticamente por meio de robés em procedimento préprio da empresa Macrogen,
assim como, o sequenciamento, utilizando um sequenciador modelo 3730XL
DNA analyzer (AB, USA) e o kit BigDye v3.1 (AB, USA). Foram sequenciados
0s 576 clones resultantes referentes a biblioteca subtrativa da variedade cero-
sa e 0s 44 clones resultantes referentes a variedade nao cerosa. As analises
de bioinformatica das sequéncias obtidas do sequenciamento dos clones das
bibliotecas subtrativas foram realizadas segundo o seguinte protocolo: (1) os
eletroferogramas foram lidos e as sequéncias convertidas em formato Fasta;
(2) as sequéncias de maior qualidade (qualidade minima de phred > 20) fo-
ram analisadas e processadas utilizando as ferramentas de bioinformatica
como Lucy DNA sequence quality and vector trimming tool — SeqCleanLucy?,
Cross_match e RepeatMasker, sendo as sequéncias de ma qualidade, de
vetores ou repetitivas removidas; (3) caudas poli-A/T encontradas nas se-
quéncias foram recortadas para um tamanho minimo de oito pares de base
(pb); (4) sequéncias menores que 100 pb foram descartadas, assim como
sequéncias compostas somente por repeticdes microssatélite; (5) o agrupa-
mento foi feito utilizando-se a ferramenta de bioinformatica TGICL clustering
tool; (6) as sequéncias agrupadas foram submetidas a analise de similarida-
de, utilizando a ferramenta de bioinformatica Basic Local Aligment Search
Tool (BLAST) no modo BLASTX contra os bancos de dados n&do redundante
(nr), Eukaryotic Orthologous Groups of Proteins (KOG), e Swiss-Prot Protein
Sequence Databank; (7) a anotagao foi finalizada utilizando a Plataforma de
bioinformatica Blast2GO — Functional Annotation and Genomics (https://www.
blast2go.com/), em que foi realizada as seguintes analises: (a) mapeamento
de termos de ontologia génica (GO); (b) busca por dominios conservados via
InterProScan; e (c) por cédigos EC (enzyme codes); (8) as anotagdes foram
alteradas manualmente, quando necessario; (9) os graficos de dispersao de
termos GO, de espécies com os hits mais significativos na analise BLASTX e

8 http://sourceforge.net/projects/seqclean/
http://lucy.sourceforge.net/
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sumarios do processo de anotacao também foram gerados com o programa
blast2go.

As amostras analisadas em RNA-seq foram as mesmas extraidas como
anteriormente, referentes aos gendtipos selecionados com e sem cerosidade
(62M (EG), 62N (EG), 37E (EG), 37N (EG), 37E (ES) e 37N (ES) nas fases
fenoldgicas de espigamento (ES) e enchimento de gréos (EG).

Antes do sequenciamento, as amostras de RNA enviado a Macrogen fo-
ram analisadas em Bioanalyzer (Agilent) para verificagdo de qualidade na
prépria empresa Macrogen. O sequenciamento de RNA-seq e posterior mon-
tagem e analises de bioinformatica foram realizadas no servigco terceirizado
da empresa Macrogen da Korea utilizando o programa GS FLX (versao 2.6)
(Roche), seguindo as seguintes etapas:

Etapa 1 — para todas as amostras analisadas: as sequéncias geradas utili-
zando a plataforma 454 GS FLX (Roche) foram processadas e niveladas com
0 mesmo background e foram corrigidos erros de imagem e sinal e, também,
as sequéncias relacionadas com primer e/ou sequéncias de ma qualidade
foram removidas.

Etapa 2 — em cada biblioteca/amostra, o sequenciamento gerou sequéncias
que variaram de tamanho de <50 pb a ~600 pb aproximadamente, com pre-
dominancia de sequéncias de 400 pb a 600 pb. As sequéncias foram ali-
nhadas pelo programa GS De novo Assembler (versdo 2.6). O alinhamen-
to constituiu uma hierarquia de sequéncias agrupadas da seguinte forma:
Isogrups >Isotigs > Contigs, que representam o resultado da sobreposi¢ao
no alinhamento entre as sequéncias geradas. Os agrupamentos sédo devidos
a variantes de processamento de RNA mensageiro (RNAm) e, havendo RNA
ainda nao processado nas amostras, alguns contigs também podem estar
relacionados com sequéncias de Intron ou terminais 5’; 3’. A opg¢ao no progra-
ma foi cDNA. Os parametros foram: seed step (12 pb); seed length (16 pb);
seed count (1) (referentes as melhores sequéncias raw); minimum overlap
length (40); minimum ovelap identity (90); aligment identy score (2); aligment
difference score (-3); Isogroup threshold (500 contigs); Isotig threshold (100
contigs); IsotigContig count threshold (100 contigs); IsotigContig Length thre-
shold (3 pb).
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Etapa 3 — as sequéncias Singleton foram processadas pelo programa
SeqCleanLucy®, em que foram removidas sequéncias muito pequenas, con-
sideradas problematicas, sequéncias contaminantes, de baixa qualidade ou
complexidade.

Etapa 4 — as anadlises de similaridade totais dos [/sogroups>Isotigs>
Contigs e Singletons resultantes nas amostras do gendtipo com cerosidade
PF020037 (ES e EG) e sem cerosidade BRS020062 (EG) foram obtidas pelo
programa BLAST, utilizando como valor de corte o 1.0E-3.

Etapa 5 — as anotagdes de Gene Ontology (GO)™ realizadas. Esse tipo de
sequenciamento foi selecionado pelo fato de, na ocasido, ndo haver
disponivel genoma completo do trigo e, esse sistema, gerando fragmentos
da ordem de 300 pb—400 pb em média, permitia uma montagem das
sequéncias de forma mais correta sem genoma de referéncia.

Resultados e Discussao

Os gendtipos de trigo (PF020037 e BRS020062) foram cultivados no cam-
po experimental da Embrapa Cerrados sob regime hidrico de line source ou
gradiente linear. No decorrer do experimento, praticamente ndo ocorreram
precipitagdes €, como o experimento ocorreu no inverno, na antemanha do
plantio, as temperaturas minimas chegaram a 10 °C (Figura 2). Os genétipos
foram identificados por diferentes capacidades de produzir cerosidade foliar,
que representa um mecanismo de tolerancia ao estresse hidrico. Essa ce-
rosidade foi observada de forma bastante clara visualmente e documentada
por foto.

Na Figura 3, demonstram-se as fases fenoldgicas da cultura do trigo, se-
gundo a escala de Zadoks (Zadoks et al., 1974) para a visualizagdo daquelas
de coleta de material para as analises que foram realizadas (Espigamento
— 4.9 e Enchimento de grdos — 7.5) e, na Figura 4, pode ser observada uma
visdo geral dos cultivos de trigo em plantio sob line source. A parte central
representa o ponto em que as plantas estdo sendo irrigadas com quantidades
6timas de agua para o cultivo. Nas extremidades, observa-se as plantas que

¢ http://sourceforge.net/projects/seqclean/
http://lucy.sourceforge.net/

0 http://www.geneontology.org/
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estdo submetidas ao maximo do estresse. Na Figura 5, é observado o deta-
Ihe do vigor do gendtipo ceroso (PF020037) no ponto com mais estresse, no
final da fase de enchimento de gréos.

120 Tmin°C = Tmed °C = Tmax °C — UR% == Chuvamm
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Figura 2. Dados climatolégicos da Estacdo Experimental da Embrapa Cerrados,
demonstrando a variagdo da umidade relativa, a temperatura e a precipitagao pluvio-
métrica no ano e periodo do experimento (maio a setembro). De maio a setembro, a
precipitacdo foi ausente e a umidade relativa do ar decaiu de 92,8% a 30%. Dados
gentilmente fornecidos por Edson Sano.

Fonte: Silva et al. (2017).
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Figura 3. Esquema das fases fenoldgicas na cultura do trigo na escala e subescala de
aproximagao da FAO para o trigo". As setas vermelhas indicam as fases de coleta de
material foliar para os estudos moleculares.

Fonte: baseado em Zadoks et al. (1974).

" https://pt.scribd.com/document/319732725/Escala-Zadoks-Trigo#logout
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Figura 4. Area geral do experimento de cultivo do trigo no campo sob regime hidrico
de line source. O ponto A representa a area de maior irrigagéo (sem estresse hidrico)
e, os pontos B e C representam as areas cujo estresse hidrico € maximo.

Figura 5. Detalhe do vigor do gendtipo com maior cerosidade foliar (PF020037) na
regido de maior estresse hidrico, na fase de enchimento de graos, em relagéo a outros
gendtipos avaliados na fenotipagem de 2011. A seta amarela indica o genétipo ceroso
(PF020037).

A fase de espigamento (ES) (Escala de Zadoks 4.9) foi escolhida pela
observagédo visual, clara, no genétipo PF020037 de cerosidade encontrada
na folha, a partir dessa fase, na planta sob estresse hidrico (Ribeiro Junior
et al., 2006). As plantas presentes nos pontos com estresse ja apresentavam

Foto: Maria Cristina Rocha Cordeiro

Foto: Maria Cristina Rocha Cordeiro
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cerosidade e, aquelas presentes no ponto sem estresse nao, vindo a aconte-
cer em uma fase mais tardia do ciclo. Porém, a comprovacgao quimica desta
observagéo ainda necessita ser obtida. A fase de enchimento de gréos (EG)
foi escolhida por se tratar da fase em que a diferenga do potencial hidrico é
maior para as analises subsequentes de avaliacdo de produtividade, por ser
uma das fases criticas da cultura cultivada nos campos do Cerrado Brasileiro.

Na Tabela 1, sdo mostradas as quantidades iniciais e finais de tecido uti-
lizada, o RNA total e 0 RNA poliA+ obtidos de cada amostra utilizada. Esses
procedimentos de extracao de RNA e selegdo do RNA poliA+ demonstraram,
aproximadamente, 0 mesmo padrao de resultado com respeito a quantidade
de RNA resgatado/variedade/condigdo. A maior diferenga foi com a varieda-
de mais cerosa na fase de enchimento de graos que, mesmo sem estresse,
necessitou do dobro da quantidade de material para se obter a mesma quan-
tidade de RNA e a variedade sem cerosidade uma maior facilidade para a
obtencao de RNA nas mesmas condi¢gdes ambientais. Nao se sabe se esses
efeitos podem ser devido a auséncia/presenca de producéo de cerosidade
ou a outros eventos moleculares presentes na cuticula da folha no genétipo
PF020037, sendo este dado considerado pontual devido ao gendtipo dife-
rente ou a algum procedimento de coleta ou, ainda, o armazenamento dos
materiais vegetais. Todos os RNAs obtidos também demonstraram estarem
integros na analise em gel de agarose (Figura 6) como também sua qualida-
de foi confirmada em Bioanalyzer (Agilient).

Tabela 1. Resultado da eExtragdo do RNA dos gendtipos de trigo.

Quantidade média Quantidade média

Variedade ma‘::::fif::;;e(g) de RNA total final de RNA poliA+ final
(mg) (ng)

37E (EG) 2 1,5 33

37N (EG) 4 1,7 2,0

62E (EG) 2 2,8 2,3

62N (EG) 2 2,6 4,5

37E (ES) 2 1,0 B

37N (ES) 2 2,5 B

Obs. Gendtipo 37 (PF020037), Gendtipo 62 (BRS020062); ES — espigamento (escala de Zadoks 4.9); EG —
enchimento de gréos (escala de Zadoks 7.5), N — ndo estresse; E — com estresse.
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Figura 6. Gel de agarose 1,5% demonstrando a in-
tegridade do RNA extraido das plantas para constru-
¢ao de bibliotecas de cDNA e sequenciamento na
Plataforma 454 GS FLX Roche. (a) amostra 37
E(ES); (b) amostra 37 N (ES); (c) amostra 62 E
(EG); (d) amostra 62 N (EG); (e) amostra 37 E (EG);
(f) amostra 37 N (EG). ES — fase de espigamento;
EG - fase de enchimento de gréos. O ponto Verme-
Iho demonstra a auséncia de DNA genémico conta-
minante no pogo (alto do gel) e os pontos em ama-
relo destacam as bandas referentes a RNAribosomal
ou menores, RNA transportador (baixo do gel), que
normalmente s&o visualizados nesse perfil.

O resultado das bibliotecas subtrativas demonstrou que, na biblioteca do
gendtipo ceroso (PF020037), o numero de sequéncias resultantes apos a
subtracgao foi muito superior do que o da biblioteca genétipo nao ceroso (576:
44, respectivamente — Tabela 2). Nao se sabe se esses resultados foram de-
vidos a algum problema relacionado com a subtragéo da biblioteca ou podem
estar expressando uma situagéo durante o estresse no genétipo PF020037.
Para a biblioteca do gendtipo ceroso, foram observadas muitas sequéncias
relacionadas com retrotransposons. Praticamente dois tergcos da biblioteca foi
representada por essas sequéncias e, mesmo com procedimentos para lim-
peza com programas de analise especificos, ainda permaneceu com algum
residual. Esse tipo de sequéncias parece ser normal de serem encontradas
em cereais e ja foram relacionadas como presentes e coadjuvantes durante
uma grande indugéo de expressao de genes. A presenca de transposons foi
confirmada com o recente sequenciamento gendmico do trigo, pois foi com-
provado que realmente existem muitas sequéncias de transposons nesse
genoma (Walkowiak et al., 2020). Assim, o observado nessa analise parece
estar expressando, ao menos de forma parcial, a realidade desse genoma,
nesse transcriptoma. Na analise em RNA-seq, foi demonstrado que o nimero
de sequéncias nos genotipos sob estresse, tanto nas fases de espigamento
(escala de Zadoks 4.9) quanto no enchimento de grdos (escala de Zadoks
7.5), é superior com relagdo ao numero de sequéncias obtidas das plantas
sem estresse em todos os casos analisados (Tabela 2). Esse resultado quan-
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titativo estd em acordo com o resultado que obtivemos com as bibliotecas
subtrativas de cDNA.

Tabela 2. Resultado Geral das Analises de Sequenciamento das bibliotecas subtrati-
vas de cDNA e RNA-seq (Plataforma 454 GS FLX Roche).

Numero de sequéncia total

Fase (analise) LCILELLE
Gendtipo fenolégica Condigao iblibli =l G
Bibliblioteca read obtida
(pB) subtrativade RNAseq (PB)
cDNA
PF020037 ES NE - 249.318 391.509
PF020037 ES E - 336.116 396.128
PF020037 EG NE 576 (9) 319.590 418.811
PF020037 EG E 403.929 418.988
BRS020062 EG NE 44 (24) 200.874 419.21
BRS020062 EG E 478.302 398.78

Obs. NE — ndo estressada; E- estressada; ES — espigamento; EG — enchimento de gréos. Em vermelho, sdo
destacados o numero de sequéncias consistentes totais das bibliotecas subtrativas de cDNA.

De 576 cDNAs sequenciados resultantes da biblioteca subtrativa no ge-
noétipo ceroso PF020037, apods a analise de bioinformatica, somente 35 se-
guéncias puderam ser anotadas, das quais, nove foram consideradas con-
sistentes; 16 ndo consistentes; e dez sequéncias caracterizadas como no hit
(sem homologia conhecida) (Figura 7). Assim, o numero final de sequéncias
anotadas e efetivamente caracterizadas foram somente nove sequéncias
(Tabela 2). O ponto de corte foi com Evalue e 10*.

Na biblioteca subtrativa do genétipo ndo ceroso BRS020062, foram obti-
dos 44 cDNAs totais na biblioteca, dos quais, de 32 sequéncias anotadas, 24
foram consideradas consistentes; 7, inconsistentes; e 1 considerada no hit
(Figura 7). As sequéncias geradas na biblioteca subtrativa do genétipo nédo
ceroso foram consideradas, de uma maneira geral, melhores do que as do
genotipo ceroso, porque demonstraram maior qualidade; o numero quantita-
tivo final de sequéncias consistentes, 24 sequéncias, superior em relagdo ao
numero da biblioteca subtrativa do gendtipo ceroso PF020037 (9) (Tabela 2,
Figura 7). A presenca de sequéncias consideradas no hit em ambas as biblio-
tecas expressa sequéncias génicas potenciais novas que ainda nao foram
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caracterizados e/ou relacionados com algum processo ou sistema ainda au-
sente no banco de dados disponivel utilizado para a analise BlastX.

m Genotipo ndo Ceroso Quantidade = Gendtipo Ceroso Quantidade

sequéncias anotadas totais

sequéncias anotadas consistentes [T —

sequéncias anotadas ndo consistentes

sem hits em Blast

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Figura 7. Resultado da anotac&o das sequéncias encontradas nas biblio-
tecas subtrativas de cDNA.

A maior parte dos top hits encontrados em ambos os casos tiveram maior
homologia com Triticum (T. aestivum, T. monococcum), Hordeum vulgare e
Oryza sativa mas, também, houve sequéncias com homologia a outros or-
ganismos como o Harpegnathos saltador (inseto) e outras, especialmente
entre as sequéncias resultantes da biblioteca subtrativa do genétipo ceroso
demonstrando, mais uma vez, uma certa inconsisténcia de dados (Figura 8).

Com o resultado de um numero quantitativamente menor de sequéncias
consistentes na biblioteca subtrativa do gendétipo ceroso foi observado que,
no gendtipo ndo ceroso (BRS020062), os resultados das possiveis relagdes
de componentes funcionais em nivel molecular também apresentaram dados
mais enriquecedores de informagdes (Figuras 9 e 10).
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Nicotiana langsdorffil
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Drosophila yakuba
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Corynebacterium matruchotli
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Figura 8. Distribuicdo dos Blast-Top hits por espécies das sequéncias encontradas
nas bibliotecas subtrativas de cDNA do gendtipo ceroso e néo ceroso.

Atividade de Transferase
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Figura 9. Resultado da andlise do componente de fungdo molecular
das sequéncias na biblioteca subtrativa de cDNA no gendtipo ceroso
PF020037.
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Atividade transportadora
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Atividade de transferase (4)
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Figura 10. Resultado da analise do componente de fungdo molecular das sequéncias
na biblioteca subtrativa de cDNA no genétipo ndo ceroso BRS020062.

Foram observadas sequéncias, por exemplo, possivelmente relaciona-
das com sistemas de oxidorreducdo ou agédo de peroxidase, que sdo con-
sistentes com os sistemas de defesa da planta submetida a diferentes tipos
de estresse, entre outros possiveis processos metabdlicos constituintes na
planta (Abid et al., 2018). No resultado da biblioteca do genétipo ceroso, foi
observado expressao de genes possivelmente relacionados a regulagéo da
expressédo de genes (ligacdo a DNA e RNA) ou a cadeia respiratéria (re-
lacionados com os processos metabdlicos ou fotossintético), que, também,
tem fundamento na literatura, pois, hoje, ja € bem conhecido que, durante os
diferentes processos de estresses vegetais, esses sistemas biolégicos sao
afetados (Bhatla et al., 2018; QIU et al., 2017; Zhang et al., 2018).

Em comparagdo com as analises com bibliotecas subtrativas de cDNA,
a analise do RNA-seq expressou um poder muito superior em demonstrar a
expressao génica durante o processo de estresse de seca em condigdo de
campo, nos dois genétipos.

O numero de sequéncias génicas geradas (potenciais genes) foi muito
maior em todas as amostras: 62M (EG), 62N (EG), 37E (EG), 37N (EG), 37E
(ES) e 37N (ES) analisadas, (da ordem de, ao menos, 10* vezes superior),
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como pode ser observado na Tabela 2. Assim, a analise de RNA-seq demons-
tra que supera, em muito, a analise com as bibliotecas subtrativas de cDNA.

As analises de bioinformatica do RNAseq identificaram que o tamanho
médio de reads consideradas consistentes para alinhamento em isogrupos,
isotigs e contigs foi aproximadamente o mesmo de 400 pB (Tabela 2). Os
isogrupos ocorrem devido a variantes de processamento de RNA mensageiro
(RNAm).

Com base na anadlise da montagem das sequéncias realizada no RNAseq,
os resultados obtidos foram categorizados a partir de Isotigs constituidas
(que representam sequéncias homoélogas que se sobrepdem para constituir
sequéncias génicas maiores ou completas e/ou sequéncias do tipo Singleton,
que representam sequéncias que nao tem sobreposicao com nenhuma outra,
para a gendtipo ceroso PF020037 nas fases de espigamento na escala de
Zadoks 4.9) e de enchimento de gréos (escala de Zadoks 7.5) e, 0 gendétipo
nao ceroso, BRS020062, nessas mesmas fases respectivamente.

Para os componentes principais, como genes associados a processos
bioldgicos, componentes celulares, de fungdo molecular especifica ou sem
fungéo definida, foi observado que, nessa analise total, apenas no gendtipo
nao ceroso, o componente do numero de genes sem fung¢ao definida (genes
novos) obtidos é consideravelmente superior. Sendo o percentual dos demais
componentes categorizados bastante semelhantes (Figura 11).

Na analise em que se refina um pouco a primeira informacéo sobre com-
ponentes e ja separa as sequéncias encontradas com possiveis funcionali-
dades moleculares, observa-se que, na analise das Isotigs e Singleton totais,
as funcionalidades génicas potenciais mais presentes em todas as fases e os
genotipos estudados estao relacionadas com atividades cataliticas, de liga-
¢ao, genes/proteinas nao classificadas (genes novos) e de ligagao de fatores
de transcrigdo aos acidos nucleicos. Todas essas atividades estdo mais pre-
sentes nas amostras em enchimento de gréaos (escala de Zadoks 7.5) quan-
do comparada a fase de espigamento (escala de Zadoks 4.9). Somente nas
sequéncias singleton essas funcionalidades, na fase de espigamento (escala
de Zadoks 4.9), sdo expressas em maior quantidade. Também, em uma es-
cala abaixo de cem sequéncias totais, observa-se atividade molecular estru-
tural, atividade de regulagao enzimatica, atividade carreadora de elétrons,
atividade de transdugao molecular, atividade receptora e atividade antioxida-
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tiva. As atividades relacionadas com processos moleculares estruturais e as
relacionadas com receptores aparecem em maior quantidade nas amostras
em enchimento de gréos (escala de Zadoks 7.5), independente do teor de
cerosidade na folha do gendtipo estudado. Ha também, em baixa quantidade,
atividades relacionadas com metalo chaperonas que normalmente se expres-
sam sob situacgdes de estresse (Figuras 12 e 13).

Isotigs GO Singletons GO

4G

PF020037 ES

&

PF020037 EG ‘

Figura 11. Componentes principais totais Gene Onthology (GO) das sequéncias
Isotigs e Singleton para os gendtipos ceroso (PF020037) e nao ceroso (BRS020062),
durante as fases de espigamento (ES) e enchimento de grédos (EG) na analise do
RNAseq. Legenda: azul escuro — componente bioldgico; azul claro — componente
celular; verde claro — componente molecular; verde escuro — sem fungéo definida.

PF020062 EG

Todas essas atividades séo perfeitamente coerentes com a resposta de
defesa de plantas a estresses ambientais. Como parte do arsenal de defesa,
existem uma aumentada expressao de genes e de agao de fatores de trans-
crigao, pois, sdo esses, acompanhados por micro RNAs (miRNA), os grandes
mediadores deste processo (El-Esawi et al., 2019; Li et al., 2019). A acdo de
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transportadores diferentes, como, por exemplo, aqueles presentes em canais
de calcio, bomba de sédio:potassio:ATPases, que modificam o padréo ibnico
meio extra/intracelular alterando os processos de oxidorredugao relaciona-
dos a homeostase intracelular. Esses processos oxidativos ocorrem devido
a intensificacdo de multiplas agbes enzimaticas como acao de fosforilases
e fosfatases entre outras (Cui et al., 2018; Chen et al., 2017; Hossain et al.,
2016). Além disso, a resposta de defesa de plantas requer um grande consu-
mo energético, o que poderia justificar a presenga de componentes relaciona-
dos com atividade de reserva de nutrientes. Esse componente, contudo, esta
presente em muito baixa quantidade e muito pouco visivel (somente tracos)
nas Figuras 12 e 13 quando comparado aos demais.

= Numero total de isotigs 62 EG M Numero total de isotigs 37 EG

3 Numero total de isotigs 37 ES

Atividade de proteinas ligantes a FT
Atividade catalitica
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Atividade de regulagdo de tradugéo
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Atividade de regulacéo de canal

Atividade de transdugé@o molecular
Atividade de carreadora de elétrons
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Figura 12. Andlise total GO dos componentes principais de funcionalidade mo-
lecular potencial das sequéncias Isotigs (numero total) obtidos no transcriptoma
de trigo nas amostras ES (espigamento — escala de Zadoks 4.9), EG (enchimen-
to de gréos — escala de Zadoks 7.5) nos gendtipos PF020037 e BRS020062.
Legenda: Cinza — representa a variedade cerosa PF020037 na fase de espigamento;
Azul — representa a variedade cerosa PF020037 na fase de enchimento de gréos;
e Verde — representa a variedade néo cerosa PF020062 na fase de enchimento de
gréos.
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Figura 13. Analise total GO dos componentes principais de funcionalidade mole-
cular potencial das sequéncias Singleton (numero total) obtidas no transcriptoma
de trigo nas amostras ES (espigamento — escala de Zadoks 4.9), EG (enchimen-
to de grdos — escala de Zadoks 7.5) nos gendtipos PF020037 e BRS020062.
Legenda: Cinza — representa a variedade cerosa PF020037 na fase de espigamento;
Azul — representa a variedade cerosa PF020037 na fase de enchimento de gréos
e Verde — representa a variedade nado cerosa PF020062 na fase de enchimento de
gréos.

A demanda de expressdo de genes na fase de espigamento (escala de
Zadoks 4.9) do gendtipo PF020037 (Figuras 12 e 13), além da situagado de
estresse hidrico e outros no campo pode ser também devido ao fato de que a
planta ainda esta em desenvolvimento e, por isso, requerendo o aumento de
expressao de varios genes e, talvez, inclusive, aqueles relacionados com a
biossintese de cerosidade como um fator protetor ao estresse de seca (Bi et
al., 2017; Xue et al., 2017; Patwari et al., 2019).
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Por ndo apresentar cerosidade na cuticula e ser mais sensivel por outras
caracteristicas, o genétipo BRS020062 necessita incrementar os processos
de expressao génica para superar o estresse (Figuras 12 e 13). O desvio do
consumo energético causado para incrementar a resposta de defesa da plan-
ta ao estresse a seca resulta na diminuigao da taxa de crescimento da planta,
bem como na redugéo da produtividade ou perda de qualidade, de modo que
a planta possa ainda conseguir sobreviver (Ullah et al., 2018).

Um numero superior de expressao génica na fase mais tardia (enchimento
de graos) (Figuras 12 e 13) pode ser atribuido também ao fato de que esta ul-
tima é aquela em que a planta incrementa a sua produtividade. Os graos (se-
mentes) contém uma grande quantidade de energia “embutida” na forma de
proteinas, de enzimas e de outros fatores para atender as necessidades de
desenvolvimento do embrido (futura nova planta). Para que isso acontega, &
necessario incrementar a sintese de proteina nessa fase e todos os sistemas
bioldgicos e enzimaticos para esse fim. Além disso, a planta ainda necessita
incrementar a atividade dos sistemas biolégicos e fisiolégicos relacionados
as diversas respostas de defesa aos estresses ambientais da planta em cam-
po (seca, calor, salinidade, patégenos) para conseguir superar e sobreviver
com uma boa produtividade (Ullah et al., 2018).

A seguir, sdo apresentadas outras considerag¢des possiveis com o resulta-
do da andlise de RNAseq.

O gene mais expresso no genotipo ceroso na fase de espigamento (esca-
la de Zadoks 4.9) é potencialmente uma proteasome alfa subunidade A1 de
atividade transportadora. Esta € expressa 900 vezes mais do que na planta
sem estresse. Os oito genes subsequentes encontrados nao apresentam ho-
mologia conhecida e variam de expresséo de 600 a 200 vezes em relagao a
planta ndo estressada (Tabela 3).

Na fase de enchimento de grdos, os top 10 genes mais expressos no
genotipo ceroso também tém homologia desconhecida (no hit) e suas expres-
sdes variam de 500 a 200 vezes em relagcao a planta nao estressada.

Como ja mencionado, a presenga de sequéncias génicas sem classifica-
¢ao (no hit) expressa o poder da metodologia do RNAseq na identificagéo de
potenciais sequéncias génicas novas para compreensao dos diversos siste-
mas e processos na planta durante o estresse hidrico no campo. Este resul-
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tado esta presente neste transcriptoma e em acordo com o encontrado na
analise com bibliotecas subtrativas de cDNA (Figuras 7, 12 e 13).

Tabela 3. Potenciais sequéncias génicas com expressao significativa durante o
estresse a seca na Analise 454 GS FLX (Roche).

Genotipo ceroso Genotipo nao ceroso

Escala Zadoks 4.9 Escala Zadoks 7.5 Escala Zadoks 7.5

Proteasome Alfa Subunit
A1(+900X)

Sequéncia de homologia  Sequéncia de homologia
nao identificada (Top 8 nao identificada (Top 10

Sequéncia de homologia
ndo identificada (+600X)

genes -+200-600X) genes -+200-500X)

DREB 2A DREB 2A DREB

WRKY WRKY WRKY

MYB MYB -
Genes relacionados com a Genes relacionados com a _
biosintese de cera biosintese de cera

Genes relacionados com a Genes relacionados com a
biosintese de cutina biosintese de cutina

Genes relacionados com a Genes relacionados com a
biosintese de suberina biosintese de suberina

. Biosintese de etileno e .
Genes relacionados com a Genes relacionados com a

biosintese de etileno el (|separ sl biosintese de etileno
transferase — IPT)

Na variedade cerosa, nas duas fases fenoldgicas analisadas, foram en-
contrados genes relacionados com potenciais fatores de transcricdo como,
por exemplo, DREB 2A, WRKY, MYB, o que demonstra a expressao de genes
relacionados com regulagdo ou expressao de genes ser importante nesse
sistema, corroborando ao ja relatado na literatura corrente (El-Esawi et al.,
2019; Li et al., 2019). Também foi possivel observar genes relacionados com
biossintese de cera, formacgao de cutina, suberina ou parede celular, o que
corrobora com a observagdo morfolégica visual para este gendtipo, em que
se identifica a presenca de cerosidade em folhas a partir da fase de espiga-
mento (escala de Zadoks 4.9) (Bl et al., 2017; Ribeiro Junior et al., 2006).
Esse deve ser, certamente, um de seus mecanismos de resposta de defesa
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expressando em um fenétipo mais tolerante. Outros genes de controle hormo-
nal, tais como os relacionados com a biossintese de etileno ou com a biossin-
tese de citocianinas, como a isopentenil transferase (IPT), que ja foi relatado,
em arroz, como um gene capaz de induzir uma certa tolerancia a seca, pois
garante uma homeostasia entre os processos source: sink (Ullah et al., 2018;
Hossain et al., 2016; Reguera et al., 2013; Peleg et al., 2011). Esse gene
também foi encontrado nesse transcriptoma. Porém, somente foi encontrado
na fase de enchimento de gréaos (escala de Zadoks 7.5), aparentemente em
baixa expressao e somente na planta ndo estressada. Esse achado poderia
ser um indicativo de que, apesar da cerosidade cuticular observada nesse
gendtipo, o efeito da biossintese de citocianinas — mantendo a homeostase
entre os processos de fotossintese e metabolismo (especialmente sintese de
proteinas na fase de enchimento de graos, escala de Zadoks 7.5), descritos
em plantas de arroz tolerante (REGUERA et al., 2013; PELEG et al., 2011)
—, pode nao estar presente nessa cultivar. Porém, mais experimentos sao
necessarios para responder completamente essa questao.

No gendtipo ndo ceroso, o gene mais abundante também nao tem homolo-
gia conhecida (no hit) e esta expresso 600 vezes a mais do que na planta nao
estressada. Outros genes relacionados com fatores de transcricdo DREB,
WRKY também podem ser encontrados, mas nao foi encontrado isopentenil
tranferase ou genes relacionados com controle hormonal. Somente genes
relacionados com a biossintese de etileno. Esse dado também pode ser ex-
plicado porque este fitormoénio esta associado a condigdo de senescéncia,
que representa a fase final nas plantas suscetiveis ou nao tolerantes ao baixo
teor de umidade ou outros estresses abioticos e biodticos (Ullah et al., 2018).

O resultado gerado na analise de RNA-seq é bastante complexo e todos
os resultados apresentados aqui necessitam ser estudados e validados com
mais experimentos. Inclusive, a demonstragdo do aumento da cerosidade
em folhas do gendtipo ceroso aqui estudado. Entretanto, com o exposto, é
possivel observar o poder que a metodologia oferece para novos estudos e
para a elucidagdo de processos e mecanismos biolégicos complexos como
a tolerancia a seca em plantas. Todos esses estudos sdo necessarios na
inovagao de melhores tecnologias capazes de superar possiveis ameagas a
produtividade agricola devido as mudangas climaticas.
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Ressalta-se, com o sequenciamento completo do genoma do trigo, o re-
sultado do sequenciamento deste transcriptoma em genétipos de respostas
contrastantes a seca, fenotipadas em campo no Cerrado Brasileiro, pode
servir para subsidiar novos trabalhos a partir de uma nova montagem des-
se transcriptoma. Entre estes, aqueles com o objetivo de identificagdo dos
principais mecanismos fisiolégicos em nivel genético de tolerancia a seca em
plantas cultivadas nessa regidao, que é considerada uma area de expansao
para a cultura, bem como, caracterizagao de novos genes e marcadores para
serem utilizados em processo de genotipagem e fenotipagem nessa cultura
em campo, agregando informacgdes nos mapas genéticos ou auxiliando anali-
ses de sintenia entre gendtipos relacionados ou, ainda, subsidiar estratégias
para o desenvolvimento de plantas mais tolerantes pelas metodologias do
DNA recombinante.

O estudo de fenotipagem de plantas tolerantes a seca em campo, ainda,
subsidia decisbes para o uso eficiente de agua de irrigacdo para a cultu-
ra do trigo plantado em safrinha ou na estagédo seca do Cerrado brasileiro,
contribuindo para a pratica de cultivo sustentavel em atengédo aos objetivos
do desenvolvimento sustentavel da Organizacao das Nacdes Unidas (ONU),
Agenda 2030.

De uma forma geral, comparando-se o resultado da funcionalidade dos
genes potenciais resultantes, gerados nas bibliotecas subtrativas com a ana-
lise total de potenciais genes do RNAseq, pode ser dito que as sequéncias
génicas consistentes resultantes das bibliotecas subtrativas de cDNA pare-
cem estar englobadas no resultado das possiveis fungdes ou relagdo de pro-
cessos fisioldgicos-genéticos resultantes da montagem realizada na analise
de RNAseq. Entretanto, essa segunda analise amplia muito essa categori-
zagao. Talvez, uma unica vantagem da analise com bibliotecas subtrativas
seja a de maximizar a identificagdo de genes mais especificos e diferenciais,
mas, ndo necessariamente, aqueles que ocorrem em baixa expressado. Mas
essa abordagem deve ser superada por meio do sequenciamento RNAseq
em uma unica célula (Shulse et al., 2019).

Os avancos ainda mais prementes da metodologia do RNAseq e o se-
quenciamento completo do genoma do trigo, com os sistemas llumina
(Hlumina Inc.) e Pacific Bioscience Company (PacBio) ou outros, associados
com os marcadores caracterizados em varios mapas genéticos e outras ana-
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lises, permitem dizer que o potencial do RNAseq em gerar informagdes de
expressao génica e serem identificadas sequéncias génicas novas para a
compreensao dessa complexa resposta de defesa da planta (estresse hidrico
no campo associado com o de calor, salinidade e de patégenos) é enorme
e € uma metodologia indispensavel para ser integrada nos projetos com a
finalidade de geragdo de inovagdes para a tolerancia a seca em vista das
mudangas climaticas.

Conclusoes

Este trabalho permite concluir que:

As estratégias de construgdo de bibliotecas subtrativas de cDNA e se-
quenciamento de trancriptomas (RNA-seq) permitem a selegéo e a caracteri-
zagao de genes relacionados em processos fisioldgicos-genéticos intracelu-
lares. Entretanto, a estratégia do RNA-seq & consideravelmente muito mais
eficiente para selecao, identificacdo e caracterizagao.

As analises realizadas com os dados das sequéncias categorizadas, de
uma forma total, e por funcionalidade molecular potencial, permitem demons-
trar uma grande expressao génica entre os gendtipos estudados. Sendo os
potenciais genes mais expressos apresentam atividade em processos rela-
cionados com atividade de expressao e regulagao génica; ligagéo a fatores
de transcricdo (FT) em acidos nucleicos ou proteinas a FT, atividade cata-
liticas ou de regulacdo enzimatica e proteinas receptoras, transportadoras
e relacionadas com o sistema de oxidorreducédo. Todos esses ja bem ca-
racterizados na literatura para o estresse ambiental. Esses dados, contudo,
representam um potencial e necessitam mais experimentos e estudos com o
objetivo de comprovar e validar em condigbes de campo.

Este resultado de sequenciamento de transcriptoma em gendétipos de trigo
em condicao de estresse hidrico em campo na regiao do Cerrado brasileiro
pode servir para subsidiar novos trabalhos, pois as informagées geradas po-
dem ser utilizadas para uma montagem mais fidedigna, como também, para
a comprovacgao dos principais mecanismos de tolerancia a seca em plantas
cultivadas nessa regido para serem utilizados em processo de genotipagem
e fenotipagem em campo.
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