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RESUMO

Identificac&o de elementos cis-reguladores (CRE) nos promotores de genes
Co-expressos em cana-de-acgucar

A cana-de-acucar é uma planta de grande importancia econémica para o pais,
sendo uma das principais culturas no valor da produc¢éo agricola, justificando estudos
gue visam aumento em sua producéo. O entendimento da regulacédo de seus genes
pode gerar base para essa finalidade. Esse trabalho se prop6s em avaliar elementos
cis-reguladores (CREsS) em promotores de genes co-expressos na folha de cana-de-
acgucar, através da busca “de novo” de motivos e comparagdo com um banco de dados
de elementos cis-reguladores (JASPAR), a fim de entender os fatores que atuam na
regulacéo da transcricdo desses genes. Houve a identificacdo de 2579 motivos que
foram comparados entre si, agrupados por sua similaridade e comparados contra o
JASPAR. Dessa comparacdo, 98 motivos obtiveram semelhanca com os sitios de
ligacdo de fatores de transcricdo (FT) conhecidos. Em seguida, foi realizado analise
dos FTs resultantes conforme sua familia e outras subclassificacfes para inferéncia
de informacéao funcional dos motivos. Foram identificados sitios de ligacdo com FTs
pertencentes a varias familias, dentre elas, AP2/ERF, MADS-Box, DOF, Myb-related,
BBR/BPC, TCP, GRF, que apresentam funcdes no desenvolvimento, morfologia e
resposta ao estresse. Concluiu-se que a estratégia de avaliagdo de motivos em genes
co-expressos foi eficaz na avaliacdo de CREs em cana-de-acucar, apesar de que nédo
houve comprovacao de especificidade de expressido a “clusters” determinados por
meio da ferramenta utilizada. Além disso, foi apontada a necessidade da realizacao
de estudos acerca de elementos cis-reguladores presentes em monocotiledéneas,
objetivando ampliar a gama de dados disponiveis para comparacao.

Palavras-chave: Regulacdo, Promotores, Elementos cis-reguladores, Genes co-
expressos, Cana-de-acucar, Motivos



ABSTRACT

Identification of cis-regulatory elements (CRE) in promoters of co-expressed
genes in sugarcane

Sugarcane is a plant of great economic importance for the country, being one
of the main crops in the value of agricultural production, justifying studies hat aim to
increase its production. Understanding the regulation of their genes can generate a
basis for this purpose. This work aimed to evaluate cis-regulatory elements (CRES) in
promoters of co-expressed genes in the sugarcane leaf, through a “de novo” search
for motifs and comparison with a database of cis-regulatory elements (JASPAR), in
order to understand the factors that act in the regulation of the transcription of these
genes. There was the identification of 2579 motifs that were compared among
themselves, grouped by their similarity and compared against JASPAR. From this
comparison, 98 motifs were similar to the transcription factor (TF) binding sites. Then,
analysis of the resulting TFs was carried out according to their family and other
subclassifications for inference of functional information of the motifs. Binding sites
were identified with TFs belonging to several families, among them, AP2/ERF, MADS-
Box, DOF, Myb-related, BBR/BPC, TCP, GRF, which have functions in development,
morphology and stress response. It was concluded that the evaluation strategy of
motifs in co-expressed genes was effective in the evaluation of CREs in sugarcane,
although there was no proof of specificity of expression to clusters determined through
the used tool. In addition, the need for studies on cis-regulatory elements present in
monocotyledons was pointed out, aiming to expand the range of data available for
comparison.

Keywords: Regulation, Promoters, Cis-regulatory elements, Co-expressed genes,
Sugarcane, Motif
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1 INTRODUCAO/JUSTIFICATIVA
1.1 Cenario econdmico da cana-de-acucar

A cana-de-acUcar € uma das principais culturas em valor de produgéo agricola
no Brasil, superada apenas pelo milho e pela soja (INSTITUTO BRASILEIRO DE
GEOGRAFIA E ESTATISTICA - IBGE, 2022). No que se refere a sua producéo,
estima-se que na safra de 2022/23 seja produzido em torno de 572,9 milhdes de
toneladas, gerando 25,83 bilhdes de litros de etanol e 33,89 milhdes de toneladas de
acucar (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO - CONAB, 2022),
demonstrando sua importancia tanto nos setores agricolas quanto industriais dentro
do cenario nacional. Destaca-se que a biomassa mais utilizada para a producéo de
eletricidade é derivada da cana-de-agucar, representando 19,1% da oferta interna de
energia e mais de um terco de toda a energia utilizada no Brasil e participando de
13,8% de renovaveis na matriz em nivel mundial (EMPRESA DE PESQUISA
ENERGETICA - EPE, 2022).

No cenario atual de mudancas climaticas, existem muitos esforgos para ampliar
a oferta de fontes renovaveis de energia, como a biomassa da cana-de-agucar. Visto
isso, ha cada vez mais estudos visando o aumento e melhoria de sua produtividade
(EMBRAPA, 2021). E cada vez mais claro que o futuro do melhoramento de culturas
de importancia econdmica passa pela modificacdo dos componentes das redes de
regulacéo da expressao génica, ou seja, os fatores de transcricdo e/ou 0s promotores
alvos destes (GAO et al., 2019).

1.2 Informacdo gendmica da cana-de-agucar

As variedades comerciais modernas de cana-de-acUcar resultaram de um
processo que envolveu a hibridizacado de varias espécies do género Saccharum, a
maioria delas poliploides (SFORCA, 2019). A cana-de-agUcar possui sequéncias
genbmicas para trés dessas variedades até o momento que foram geradas por
sequenciamento de leituras longas (GARSMEUR et al., 2018; RIANO-PACHON;
MATTIELLO, 2017; SOUZA et al., 2019; TRUJILLO-MONTENEGRO et al., 2021). A
variedade SP80-3280, que se trata do cultivar com maior quantidade de dados
moleculares disponiveis em bancos de dados publicos, possui ao menos dois
rascunhos ainda muito fragmentados, observando-se a alta quantidade de “contigs” e
o curto tamanho do N50 (Tabela 1) (RIANO-PACHON; MATTIELLO, 2017; SOUZA et
al., 2019). “Contig” é o nome dado ao fragmento montado por sobreposicao de “reads”
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(leituras de sequenciamento), ja N50 representa o comprimento da sequéncia do
“contig” mais curto a ser somado para cobrir ao menos 50% do comprimento total da
montagem, essa soma € realizada do maior “contig” para o menor. Rossi (2022), em
sua dissertacdo, organizou 0s genes dessa variedade em uma representacéo
conjunta e ndo redundante, além de realizar um agrupamento por genes Co-expressos
baseando-se em um estudo de desenvolvimento da folha de cana-de-acucar. No
estudo de base em questdo, realizado por Mattiello et al. (2015), houve coleta e
andlise de dados do transcriptoma da folha +1 (a primeira folha com a barbela da
bainha totalmente exposta) de cana-de-aclUcar, em quatro segmentos da folha,
chamados de Base0, Base, Médio e Ponta, e que representam diferentes estagios do
desenvolvimento da folha. Dentre os resultados desse grupo de trabalho, foram
identificados componentes relacionados ao estresse abiodtico e bibtico e fatores de
transcricdo (FTs) associados ao desenvolvimento e polaridade da folha sendo

expressos diferencialmente em segmentos distintos.

Tabela 1. Métricas das sequencias genémicas de hibridos de cana de acucar

Fonte N° de “contigs” N50 (kbp)

RIANO-PACHON:;

199,028 8,4
MATTIELLO (2017)

SOUZA et al. (2019) 450,608 13,2

Fonte: Riafo-Pachdn e Mattiello (2017) e Souza et al. (2019)

1.3 Principios de regulacdo da expressao génica

O fluxo de informacgéo na célula, nomeado originalmente como "Dogma Central"
(CRICK, 1958) traz 0 genoma como base para a expressdo génica que engloba a
sintese de RNA mensageiro, RNA ribossomal, RNAs transportadores e proteinas. Na
regulacdo dos padrbes da expressao génica, pode-se identificar o papel central das
regibes promotoras dos genes (JUVEN-GERSHON; KADONAGA, 2010). Conforme
Thrall et al. (2013), a regido promotora orienta a transcricdo do gene, nesta regiao
estao presentes elementos reguladores que recrutam FTs especificos; esses, por sua
vez, controlam o nivel de transcricdo quando ligados ao DNA. Esses agentes

recrutadores sao denominados elementos cis-reguladores (CRES) e contribuem para
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a diversidade nos padrdes de expressao tanto temporalmente quanto espacialmente
(WITTKOPP; KALAY, 2012). Durante a transcricdo da grande maioria dos RNAs
mensageiros, a atuacao dos FTs, ap0s sua ligagdo com seu respectivo CRE, envolve
uma interacdo com a RNA polimerase Il, seja ela direta ou através de um mediador
(KORNBERG, 2007) (Figura 1).

Wlellettor

Figura 1. Representacdo esquemdtica dos processos regulatérios mediados pelos elementos
presentes na regido promotora do gene (KORNBERG, 2007).

Conforme Gonzalez (2016a), os FTs séo proteinas detentoras de um dominio
de ligagdo com o DNA que reconhece os CREs e agem como ativadores ou
repressores, aumentando ou diminuindo a expressao do gene, geralmente, através
da interagcdo com outros componentes do complexo de inicio da transcricdo. Isso
ocorre devido a presenca de outros dominios de interacdo presentes nos FTs
localizados em regides distintas, e de acao independente, em relagcdo ao dominio de
ligagdo com o DNA (GONZALEZ, 2016a).

No que concerne a presenca desses reguladores em plantas, apesar de muitos
FTs serem compartilhados com outros grupos de eucariotos, ha a presenca de alguns
mais especificos a esse grupo (GONZALEZ, 2016a). Isso torna o estudo dos fatores

de transcricdo em plantas necessario para entender sua funcao e especificidade.

1.4 Ferramentas para andlise de promotores e identificacdo de CREs
Héa varios métodos de analise de promotores que se diferem na estratégia e

dados utilizados. Em relacdo ao descobrimento de novos CREs, esse pode ser
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realizado através de técnicas de estudo “de novo” que buscam por “motivos” nas
regides promotoras de genes co-expressos (AERTS, 2012). Motivos sdo sequéncias
curtas e conservadas de nucleotideos e apresentam sitios putativos de ligacao
proteica, sendo sua descoberta importante para o entendimento da regulagdo da
transcricdo (ZAMBELLI; PESOLE; PAVESI, 2012).

O STREME (BAILEY, 2021) integrante do “MEME suite” (BAILEY et al., 2015)
€ um dos programas que podem ser utilizados para realizar a descoberta de motivos
fazendo uso de uma estrutura de dados chamada &rvore de sufixos generalizada e
pontuando matrizes de peso de posi¢cdo (PWMs). Para avaliar os motivos, o STREME
utiliza um teste estatistico unilateral do enriquecimento de combinac¢des para 0 motivo
em um conjunto de sequéncias alvo em comparagdo com um conjunto controle
(BAILEY, 2021). Os possiveis sitios de ligacdo sdo modelados PWMs, definindo uma
pontuacdo para cada um dos quatro nucleotideos possiveis para cada posicao do
motivo (WEINER, 1973). Esse programa também apresenta um processo de
refinamento do motivo em que uma sequéncia é revisada até a selecdo daquela que
melhor discrimina as sequéncias alvo das sequéncias controle (BAILEY, 2021).
Estudos recentes em sequéncias em tandem no genoma humano (NISSANI,
ULITSKY, 2022) e em redes de co-expressdo em Camellia sinensis (ZHENG et al.,
2022) utilizaram essa ferramenta, por exemplo.

Dentre as entradas dos programas de descobrimento de motivos, dados de co-
expressao de genes sao frequentemente utilizados (AERTS, 2012; MISHRA, 2018),
visto que uma das razbes para que um grupo de genes seja co-expressado € a
coordenacdo em seu processo regulatério, sugerindo que as regibes promotoras
compartilhem CREs (LIU; LI; CHENG, 2019). Em cana-de-agucar, por exemplo, um
estudo com a variedade SP80-3280 identificou motivos em promotores de genes co-
expressos durante estresse hidrico e analisou FTs que, possivelmente, se ligam a eles
(DINIZ et al., 2020). Dessa forma, estudos afins sdo chave para discriminar 0s
mecanismos de regulacao das plantas em diferentes fases de seu desenvolvimento.

Assim, neste trabalho buscou-se responder a pergunta: E possivel identificar
CREs putativos nos grupos de genes co-expressos em cana-de-agucar durante o
desenvolvimento da folha? E, em caso afirmativo, € possivel identificar FTs que

potencialmente reconhecem esses CRES?



15

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivos gerais
Identificar elementos cis-reguladores em promotores de genes co-expressos durante

o desenvolvimento da folha em cana-de-agucar através de analise in silico.

2.2 Objetivos especificos
Identificar motivos em promotores de genes co-expressos em cana-de-agucar.
Verificar a ocorréncia dos motivos em bancos de dados.
Analisar os fatores de transcricdo que se ligam aos motivos encontrados.

Verificar a recorréncia de elementos cis-reguladores nos promotores da cana-

de-acUcar.
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3 METODOLOGIA
3.1 Dados de genes co-expressos

Foram usados dados provenientes da dissertacdo de mestrado de Rossi
(2022), que identificou 99 grupos (“clusters”) de genes co-expressos durante o
desenvolvimento da folha +1. Brevemente, neste estudo foram usados dados publicos
de quatro segmentos de cana-de-acucar (MATTIELLO et al., 2015) e os perfis de
expressdo dos genes foram agrupados com o software Mclust (SCRUCCA; FOP;
RAFTERY, 2016). Os dados de Rossi (2022) derivam dos identificadores dos genes
e dos arquivos de anotacéo de duas versdes do genoma da variedade SP80-3280 em
formato GFF (RIANO-PACHON; MATTIELLO, 2017; SOUZA et al., 2019). Uma tabela
com a atribuicdo de cada um dos genes em cada um dos 99 “clusters” de co-

expressdo pode ser encontrada em https://doi.org/10.6084/m9.figshare.21748790, e

foi o ponto de partida deste estudo.

3.2 Extragcéo daregido promotora de genes co-expressos

Para a extracdo da regido promotora de cada um dos genes nos 99 grupos de
genes co-expressos durante o desenvolvimento da folha +1 foi desenvolvido um script
na linguagem Python usando a biblioteca PyRanges (STOVNER; SAETROM, 2020).
Este script (FindPromoter.py) I1é os dados de anotacdo em formato GFF3 e os dados
das sequéncias em formato FASTA dos dois rascunhos do genoma. Neste arquivo,
se encontram as posi¢des, ao longo dos contigs, dos éxons, sequéncias codificantes
(CDS), regibes nao traduzidas (UTR), entre outras. O script identifica a primeira CDS
do gene, e extrai uma sequéncia de 1000 pares de bases (bp) a partir da primeira
posicao corrente acima (“upstream”) da CDS. Consideramos que as regides de 1Kbp
gue sobrepbem com um outro gene ndo seriam validas, e por isso, sO foi mantida a
regido intergénica entre os dois genes, o gene de interesse e o gene “upstream” deste,
0 que poderia resultar em regides promotoras menores que 1Kbp. Assim, neste
estudo, foi definida como regido promotora aquela iniciando no nucleotideo
imediatamente anterior ao codon de inicio do gene e até 1000bp “upstream”, até o
limite do proximo gene “upstream”, ou até chegar ao limite do contig. O script para
realizar a operacao descrita esta disponivel em
https://doi.org/10.6084/m9.figshare.21751520. Este script produz, entdo, um banco de

dados em formato FASTA com todas as regides promotoras dos genes do genoma,

gue usa como identificador da regido promotora o mesmo identificador do gene a que


https://doi.org/10.6084/m9.figshare.21748790
https://doi.org/10.6084/m9.figshare.21751520
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ele pertence. Um segundo script (LocateCluster.py, disponivel em:
https://doi.org/10.6084/m9.figshare.21751532), tem como entrada a lista de atribuicdo

de genes em grupos de co-expresséo gerado por Rossi (2022), e produz um arquivo
para cada um dos grupos de co-expressao com os identificadores dos genes do grupo.
Finalmente, com um terceiro script (ExtractSequenceFastafromList.py, disponivel em:

https://doi.org/10.6084/m9.figshare.21751538), € gerado um arquivo fasta, com as

sequéncias promotoras de cada um dos genes, para cada um dos grupos de genes

CO-expressos.

3.3 Busca pelos motivos nos promotores dos genes CO-expressos

A busca de motivos “de novo” foi realizada através do programa STREME
(BAILEY, 2021). Esse programa utiliza como entrada um conjunto de sequéncias e
gera uma saida com os motivos encontrados em forma de uma Position Weight Matriz
(PWM). Foram realizadas duas buscas com esse programa para cada um dos 99
“clusters” identificados no estudo anterior (ROSSI, 2022), cuja sequéncias de entrada
eram as regides promotoras: uma busca usando como controle as mesmas
sequéncias dos promotores, mas com a ordem das bases embaralhada de forma
aleatéria — “All”, e uma busca cujo controle eram as regifes promotoras de genes
presentes em todos os outros “clusters” — “Exclusive”, esta segunda busca tinha como
intuito facilitar a descoberta de motivos exclusivos de cada “cluster”. Para ambas as
buscas o tamanho minimo e maximo para o motivo foi de 6bp e 12bp,
respectivamente, segundo estudos prévios em cana-de-acucar (DINIZ et al., 2020;
LIU et al., 2022). Os motivos identificados sdo representados por meio de uma PWM,
utilizada para realizar comparacdes entre sequéncias posteriormente. A identificacdo
dessas matrizes inclui o niumero do “cluster” onde foi achado, a estratégia de busca,
um namero serial e, ao final, a sequéncia consenso do motivo. Além desse dado, o
programa também retorna as sequéncias que geraram aquele motivo.

Posteriormente, foi utilizado o programa TOMTOM (GUPTA et al., 2007) que
realiza uma comparacdo dos motivos; essa ferramenta foi utilizada para identificar
motivos similares e posteriormente agrupa-los. Isso foi realizado comparando todos
0s motivos resultantes do STREME contra eles mesmos, sendo os resultados de
busca com g-value < 0,1 considerados significativos (g-value representa um ajuste no
p-value utilizado para avaliar taxa de descoberta falsa). Em seguida, foi realizado um

agrupamento com 0s motivos que encontraram correspondentes similares, baseando-
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se numa estratégia de analise de redes com a criagcdo de uma rede na qual 0s nos
representavam os motivos, e as arestas representavam a similaridade entre pares de
motivos. O software MCL (VAN DONGEN, 2000) foi utilizado com um valor de inflagao
de 21 (que foi o valor encontrado neste trabalho que maximiza o nimero de “clusters”),
para identificar agrupamentos (“clusters”) na rede com alta similaridade. A rede foi
visualizada com o software Gephi (BASTIAN; HEYMANN; JACOMY, 2009). Para cada
“cluster” foi escolhido como motivo representante aquele com o maior valor de
betweenness centrality e maior tamanho de sequéncia. Betweenness centrality € uma
medida de centralidade dos nés da rede baseada no calculo do caminho mais curto
entre dois nos, seu valor representa a somatéria das razdes entre todos 0os caminhos
mais curtos entre dois motivos qualquer que passam pelo motivo em que esta sendo
calculada a métrica (BRANDES, 2003). Os representantes de cada “cluster” foram
selecionados para as proximas etapas de analise.

Com o intuito de identificar motivos previamente relatados na literatura, os
motivos selecionados como representantes de cada “cluster” junto com aqueles que
nao formaram “clusters” (singletons), foram utilizados como entrada no programa
TOMTOM, com 0 mesmo parametro de busca utilizado anteriormente, e comparados
contra o banco de dados JASPAR (CASTRO-MONDRAGON et al., 2022), que reune
dados de sitios de ligacdo de FT. O resultado desta comparacao também ajudou a
identificar os FTs que possivelmente se ligariam ao motivo pesquisado, assim como a
classe, familia e identificador no banco de dados UniProt desses FTs. Dentre os
motivos que tiveram correspondente no banco de dados, foram escolhidos aqueles
gue estavam presentes em pelo menos 30% das sequéncias de cada “cluster’ de
genes co-expressos, de acordo com os resultados do STREME, para as analises

seguintes.

3.4 Andlise dos FTs que, potencialmente, se ligam aos motivos selecionados
Para cada um dos motivos, foi considerada a familia de FT mais representativa,
ou seja, aquela com maior numero de ocorréncias identificada na comparagéo com o
JASPAR. Em seguida, foi realizado uma pesquisa na literatura para os motivos que
estavam representados em mais de 30% das sequéncias conforme a andlise do
STREME, utilizando-se informacfes obtidas pelo UniProt (BATEMAN et al., 2021),
principalmente sua identificacdo no banco de dados Araport quando possivel, para

identificar as relacdes filogenéticas dos FTs ja publicadas na literatura e suas fungdes.
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3.5 Verificacdo dos motivos identificados: Escaneamento contra o genoma

A metodologia de escaneamento contra o0 genoma consistiu na realizagao de
uma busca com motivos que tiveram “matches” significativos no banco de dados
JASPAR, verificando sua ocorréncia nos promotores de todos 0s genes anotados nos
rascunhos do genoma da cana-de-acUcar da variedade SP80-3280, através da
ferramenta FIMO (GRANT; BAILEY; NOBLE, 2011) utilizando g-value de 0,01. O
FIMO, também integrante do “MEME suite”, avalia todas as sequéncias e procura por
ocorréncias dos motivos individualmente, porém se o namero de correspondéncias
encontradas atingir o valor maximo permitido, o FIMO descartara 50% das
correspondéncias menos significativas, assim como as novas correspondéncias que
estiverem abaixo do nivel de significancia (GRANT; BAILEY; NOBLE, 2011). O intuito
desse escaneamento foi verificar a especificidade dos motivos encontrados dentro do

genoma.
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4 RESULTADOS
4.1 Tamanho da regido promotora nos rascunhos do genoma da variedade
SP80-3280
Nos dois rascunhos disponiveis do genoma da cana-de-acucar da variedade
SP80-3280 (RIANO-PACHON; MATTIELLO, 2017; SOUZA et al., 2019), existem
525.526 genes, dos quais podem ser extraidas as regides promotoras com tamanho
maior que zero pares de bases, sendo possivel extrair uma regido promotora de 1000

Kbp para 69,1% dos genes (Figura 2).

Tamanho geral dos promotores

10°

Quantidade (logio)

=
o
S

0 200 400 600 800 1000
Tamanho do promotor (bp)

Figura 2. Histograma com os valores dos tamanhos dos promotores que puderam ser obtidos. Eixo y:
guantidade de promotores com determinado valor em escala logaritmica (logio); Eixo x: valor do
tamanho dos promotores em pares de base.

Nota-se que a maior parte dos promotores apresentaram valores que

permitiram a sequéncia das atividades.

4.2 Motivos identificados

Em relacdo aos resultados do STREME, para cada “cluster” de genes co-
expressos houve em média 20,4 motivos encontrados, com um total de 2024 motivos,
usando a estratégia de controle “All’, e uma média de 5,6, com um total de 555
motivos, usando a estratégia de controle “Exclusive”. Totalizando 2579 motivos

encontrados. Os resultados do STREME séo gerados em forma de uma PWM que
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podem ser demonstradas como logotipo de sequéncia (Figura 3). Todas as PWM
estao disponiveis em https://doi.org/10.6084/m9.figshare.21749246.
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Figura 3. Exemplo de logotipo de sequéncia do motivo ClI_77_All_5-GARGRRGAGRGG obtido como
resultado do STREME.
4.3 Agrupamento por similaridade dos motivos

J4 quanto ao agrupamento dos motivos, o uso da ferramenta TOMTOM
demonstrou que grande parte dos motivos encontrados apresentavam algum grau de
similaridade com motivos dentro de um mesmo grupo ou de outros grupos de
promotores de genes co-expressos. Apenas 307 motivos ndo encontraram um similar
de acordo com os parametros selecionados, sendo 296 motivos resultantes da
estratégia de busca "Exclusive" e 11 motivos da estratégia "All" na ferramenta
STREME. Em contrapartida, houve alguns motivos que encontraram até 280
correspondéncias, como no caso do motivo “Cl_77_All_5-GARGRRGAGRGG”, cujo
logotipo de sequéncia esta na Figura 3.

As relagbes de similaridade entre os motivos foram representadas como uma
rede, ou grafo, e visualizadas através da ferramenta Gephi (Figura 4). Nesta rede o0s
nos representam os motivos, e seu diametro esta representando o seu betweenness
centrality. Nota-se que a maioria dos motivos apresentam pelo menos uma conexao
com algum outro, fazendo deste um grafo altamente conectado. A partir dos dados
utilizados para gerar essa rede, o MCL conseguiu agrupar os motivos em 298

“clusters”.


https://doi.org/10.6084/m9.figshare.21749246
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Figura 4. Grafo representando a similaridade entre os motivos desenvolvido através do software Gephi.
Os nés representam 0s motivos e seu didmetro esta representando o seu betweenness centrality.
Quanto mais escura a tonalidade do n6é maior o seu grau, ou seja, maior o nimero de arestas
conectadas a ele.

4.4 Comparacao dos motivos contra banco de dados e andlise

Dos 605 motivos selecionados, motivos Unicos (307) somados aos motivos
representativos dos clusters de motivos selecionados na etapa anterior (298), e
comparados com 656 CREs de plantas anotados disponivel no banco de dados
JASPAR, através da ferramenta TOMTOM, apenas 98 apresentaram similaridade com
algum dos perfis de ligacao conhecidos de FT (arquivo correspondente disponivel em
https://doi.org/10.6084/m9.figshare.21749273). Dentre o0s resultados, foram

observados CREs que apresentam sitio de ligacdo de 277 FTs. Os FTs estdo

classificados em 16 classes (Tabela 1) e distribuidos em 31 familias (Tabela 2).

Tabela 2. Classificacdo dos FTs que apresentam sitio de ligacdo semelhante aos motivos descobertos
e a quantidade de correspondéncias encontradas.

Quantidade de Quantidade de Quantidade de
Classificacao* correspondéncias motivos : JASPAR
descobertos motivos no

AP2/EREBP 1912 89 102
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AP2 1 1 6
ERF/DREB 1911 88 96
B3 17 7 28
ABI3 6 2 4
ARF 11 5 20
BBR/BPC 19 3 3
Basic  helix-
loop-helix 99 48 75
factors
(bHLH)
BES/BZR 8 5 6
TCP 12 7 30
Basic leucine
Zipper factors 63 38 47
(bZIP)
Group A 8 8 9
Group B 1 1 1
Group C 4 2 2
Group D 15 9 11
Group G 6 5 5
Group H 1 1 2
Group K 2 1 1
Group S 25 10 10
CoH2 zinc 33 11 31
finger factors
CAMTA 1 1 3
CH3 9 1 3
GRF 9 1 3
CPP 4 4 5
Fork
head/winged 1 1 5
helix factors
E2F 1 1 4
GCM domain 18 11 93
factors
NAC 12 5 51
WRKY 4 4 45
WRKY-
like FRS/FRF 2 2 2
Heat  shock 4 4 10
factors
Homeo
domain 18 15 30
factors
HD-ZIP 11 9 25
PLINC 7 6 6
MADS box 33 18 21

factors
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M alpha 1 1 1
MIKC 32 17 20
Other C4 zinc
finger-type 116 17 45
factors
C4-GATA- > > 11
related
DOF 64 12 31
LBD 50 3 3
Tryptophan
cluster 62 24 141
factors
. GARP_G2- 1 1 22
like
Myb 30 12 66
Myb-related 7 7 34
Trihelix 24 4 12

Obs.: Classe (negrito); Familia (italico).

Fonte: Autoria propria

Visando o aprofundamento nas analises de FTs, prosseguiu-se analise na
literatura com 17 motivos que estavam com representacdo de mais de 30% em pelo
menos um dos “clusters” que ele estava representando (Tabela 3). Cada motivo foi
identificado junto com a familia mais frequente dentre as familias de FTs com sitio de

ligacdo similar a ele, como observado na Tabela 4.
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Tabela 3. Motivos representados por ID e suas respectivas sequéncia consenso e “clusters” no qual o
motivo ou similar esté incluso com representacao de 30% ou maior entre as sequéncias das regifes
promotoras.

“Cluster” de genes co-expressos cujo
ID do motivo representativo motivo identificado esta presente em
30% ou mais regides promotoras

Cl 11 Al 2-CGTCGCCGCC 54
Cl 18 All 31-GRGGARGCGGCG 3
Cl 23 Exclusive 2-CCCATCATCTGC 9
Cl_26_All_16-AAATAAAAAAGA 72
8
10
17
40
Cl 29 All 25-AAAAGAAGAA 29
Cl_35 All 10-GAGAGAGAAAG 35
Cl 52 All 2-CCKTCCCCGWC 52
Cl 53 Exclusive 2-GSGCSC 53
Cl 54 All 8-CCTCTCCCTCYC 54
8
Cl_63_All_22-AAATAAAAAAA 63
74
Cl 65 All 25-ARGAAGAARA 65
Cl 76 _All 21-CTGCTGCTCC 93
7
53
Cl_87_All_5-CGCCGCCGCCGC 80
85
35
Cl 89 All 20-CCRCCACCACC 72
Cl_89 All_3-CGSCGSCGSCG 83
2
4
5
7
11
13
16
21
26
29
30
35
36
40
41
43
47
49

Cl_26_All_8-GAWGAKGAWGAG

Cl_91_All_13-AAAAGAAAAAGA
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53
58
60
67
12
77
78
80
92
96

Fonte: Autoria propria
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Tabela 4. Motivos representados por ID e suas respectivas familias de FT mais abundante dentre as
correspondéncias com o banco de dados JASPAR.

ID do motivo

Familia de
FT obtida
pelo
JASPAR

Familia de
FT apos
correcéao

Subclassificacdes* Referéncias

Cl_11_All_2- «~ A-2 A-4 A-5 A-6 B-1 Sakuma et al.
cGTCGecGee ERP/DREB AP2IERF™ 5 5B o8 4B5B6  (2002)
Cl_18 All_31- w~ A-2A-4 A-5 A-6B-1 Sakuma et al.
GRGGARGCGGCG CRM/PREB APZIERF™ g o B3B-4B-5B-6  (2002)
. TheiRen E
Cl_23 Exclusive_2- MADS-
CCCATCATCTGC ~ MIKC Box** MIKC GRAMZOW
(2016)
Lijavetzky,
Carbonero e
AAc\:Al\TI'ZEG_! A! ,ﬂ\,_AAlfSGA DOF DOF Bb Cc Dd Vicente-
Carbajosa
(2003)
TheiRen E
MADS-
Cl_26_All 8- '\,\’/'l' KbC Box** MIKC® GR(Q(';"lzG?W
GAWGAKGAWGAG y Myb- R-R-type :
related related Yanhui et al.
(2006)
Lijavetzky,
Carbonero e
Ac,:él\_A?Agéﬁ,lbl\_GziA DOF DOF Aa Bb Cc Dd Vicente-
Carbajosa
(2003)
Cl_35_All_10- Theune et al.
GAGACGAGAAAG BBR/BPC BBR/BPC  Group | Group Il (2019)
Cl 52 _All 2- - i Sakuma et al.
CCKTCCCCGWE ERF/DREB AP2/ERF (2002)
Cl_53 Exclusive_2- Martin-Trillo e
GSGCSC TCP TCP PCF (Classe |) Cubas (2010)
Cl_ 54 All 8- Theune et al.
CCTCTCCCTCYC BBR/BPC BBR/BPC Group | Group I (2019)
Lijavetzky,
Carbonero e
v vV DOF DOF Aa Bb Dd Vicente-
Carbajosa
(2003)
Lijavetzky,
Carbonero e
Cl_65_ All_25- :
ARGAAGAARA DOF DOF - Vlcen_te-
Carbajosa
(2003)
Cl_76_All_21- Choi, Kim e
CTGCTGCTCC GRF GRF A Kende (2004)
Cl_87_All_5- w A-2A-4 A-5 A-6B-1 Sakuma et al.
ceecaceaecae ERFDREB AP2IERF™ 5 5 p o5 4B5B6  (2002)
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Cl_89_All_20- « A2A-4 A-5A-6B-1 Sakuma et al.
CCRCCACCACC CRF/IDREB AP2IERF™ b o p a5 4B.5B6  (2002)
Cl_89 All_3- « A-2A-4A-5A-6B-1 Sakumaetal.
CGSCGSCGsce ERF/DREB AP2IERF™ & o5 35 1B5B6  (2002)
Lijavetzky,
Carbonero e
Cl 91 _All 13- :
AAAAGAAAAAGA DOF DOF Aa Bb Cc Dd Vlcer!te-
Carbajosa
(2003)

*Subclassificacdes em destaque obtiveram frequéncia absoluta de 9 ou maior para o motivo analisado.
**|dentificacdo da familia corrigida de acordo com a literatura escolhida.
Fonte: Autoria propria

Nota-se que alguns motivos estdo presentes em mais de um cluster, em
especial aqueles com correspondéncias na familia DOF e AP2/ERF. Outros motivos
ndo puderam ter a familia de FTs que o reconhece identificadas pela falta dessa
informacé&o no banco de dados JASPAR.

Por fim, ressalta-se que houve a necessidade de correcdo nas identificacdes
das familias da Tabela 4, pois observou-se a ocorréncia de identificagdes que diferiam
da literatura utilizada para discussao.

4.5 Verificacdo dos motivos identificados: escaneamento contra o genoma

Em relacéo ao escaneamento geral do genoma, foram utilizados os 17 motivos
descritos anteriormente como entrada no programa FIMO. Quando escaneados contra
todos os promotores de SP80-3280, excetuando-se pelo motivo Cl_53 Exclusive 2-
GSGCSC, que ndo encontrou nenhuma correspondéncia, 0sS motivos nao
apresentavam especificidade evidente dentro dos “clusters”
(https://doi.org/10.6084/m9.figshare.21749324).
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5 DISCUSSAO
5.1 Distribuicdo de tamanho dos promotores e similaridade de motivos

encontrados
Foi possivel adquirir promotores suficientes para o tamanho de 1000 pares de
bases. Ainda assim, existe uma fracdo importante de genes, em que a regiao
promotora foi menor que 1000bp. Essa variacdo pode ser devido a baixa qualidade
dos dois rascunhos do genoma desta variedade, rascunhos que ainda estdo muito
fragmentados nas quais as montagens estdo com valor de N50 muito baixo e
guantidade de contigs alta. Além disso, existem genes com regides intergénicas
menores do que 1000bp (RIANO-PACHON; MATTIELLO, 2017; SOUZA et al., 2019).

5.2 Analise de similaridade dos motivos encontrados

No que concerne aos resultados da busca dos motivos nos promotores de
genes co-expressos, observa-se que a estratégia “All” obteve um nimero médio de
motivos maior que a estratégia “Exclusive”, o que esta de acordo com o intuito inicial
de filtrar para obtencéo de motivos mais especificos. O programa utilizado STREME,
ao final das analises, seleciona o motivo que melhor discrimina as sequéncias de
entrada das sequéncias controle (BAILEY, 2021). Assim, motivos com sequéncias
descobertas nas sequéncias de entrada similares aquelas presentes no controle sédo
menos provaveis de serem recuperados. Dessa forma, na estratégia de busca que
utiliza como controle as sequéncias promotoras de outros genes, ou seja, “Exclusive®,
elementos recorrentes comuns entre promotores apresentam menos chances de
serem detectados. Entretanto, na estratégia que utiliza o embaralhamento de forma
aleatéria das bases, ou seja, “All’, os elementos regulatérios presentes na regiao
promotora apresentam suas sequéncias embaralhadas, portanto sdo passiveis de
serem detectados. Justificando, assim, a necessidade de realizar comparagdes dos
motivos por similaridade através da ferramenta TOMTOM, estratégia também adotada
por Dillman et al. (2015), e, posteriormente, agrupamentos. Dentro desses
agrupamentos, apesar de haver motivos presentes na Tabela 4 que compartilham
alguns pares de bases na sequéncia consenso, 0 logotipo de sequéncia que 0s
representa € diferente (Figura 5), o que resulta em diferentes correspondéncias de

sitios de ligacdo de FT ao comparar com os bancos de dados.
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Figura 5. Comparacédo do logotipo de sequéncia dos motivos Cl_63_All_.
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5.3 Comparacédo dos motivos contra banco de dados

Nos resultados da comparacéo dos motivos contra o banco de dados, observa-
se que menos de 20% dos motivos (98) utilizados na busca obtiveram
correspondéncias, ou seja, encontraram similares dentre as sequéncias presentes no
JASPAR. Dentre esses 98 motivos, apenas 14 foram encontrados através da
estratégia “Exclusive”. Essa baixa correspondéncia pode ser decorrente da presenca
de promotores especificos para cada tecido (BILAS et al., 2016), visto que os dados
derivam de analises especificas na folha da cana-de-acucar, e da composi¢cdo do
banco de dados utilizado. A base de dados do banco de dados JASPAR é
majoritariamente composta por sitios de ligacdo de FTs presentes em Arabidopsis
thaliana, (86,5%), uma planta eudicotiledénea, em contrapartida ha poucos dados

sobre monocotiledéneas, a exemplo do milho que compde apenas 6,3% dos dados
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(CASTRO-MONDRAGON et al., 2022). Além disso, ha ainda muitas sequéncias de
elemento cis a serem analisadas e descobertas, o que traz a necessidade de novas
pesquisas (BILAS et al., 2016), visto que algumas familias apresentam baixa
representagcéo no banco de dados.

Apesar da baixa correspondéncia para os motivos inseridos na busca, pode-se
observar que para um mesmo motivo é possivel que ele seja reconhecido por FTs de
familias diferentes. Esse fato relaciona-se com a recorréncia de sequéncias que sdo
reconhecidas por familias diferentes, a exemplo do motivo “Caixa-G”, cuja sequéncia
€ reconhecida por FTs das familias bHLH e bZIP (EZER et al., 2017).

5.4 Principais familias de FTs envolvidas na regulacdo do desenvolvimento da
folha em cana-de-agucar

Necessitou-se de uma adequacéo na analise das familias, pois, comparando-
se com os dados presentes em Gonzalez (2016b), o JASPAR classifica algumas
familias como classe e algumas subfamilias como familias. Dentre os 17 motivos que
foram utilizados no estudo e andlise de literatura, as familias de FTs mais presentes
nas comparac6es com os dados do JASPAR foram: AP2/ERF, MADS-Box, DOF, Myb-
related, BBR/BPC, TCP, GRF. A maioria dessas familias também foram observadas
sendo sobrerepresentadas em algumas partes da folha (MATTIELLO et al., 2015),
como Myb e DOF.

Dos dois motivos presentes na Tabela 3 que ndo foi possivel identificar as
subclassificacfes da familia do FT cujo sitio de ligacdo € similar a eles, 0 motivo
Cl_52_All_2-CCKTCCCCGWC pode ser identificado como sendo reconhecido pelo
FT Zm00001d031796 (TU et al., 2020), mas ndo ha muitos dados na literatura sobre
a sua classificacao, poréem é descrito por Ke et al. (2022) uma relacdo com a rota
metabdlica do metabolismo do agucar e do amido, o que esta em conformidade com
Mattiello et al. (2015) que verificou enriqguecimento de sequéncias ha mesma rota
metabdlica. J& o outro motivo Cl_65_All_25-ARGAAGAARA, apesar de ter o FT
correspondente classificado em um clado especifico em analise por Chen e Cao

(2015), n&o foi encontrada literatura relacionada a sua funcéo.

5.4.1 AP2/ERF
A familia AP2/ERF é uma das maiores familias de fatores de transcricdo

encontradas em plantas (YAMASAKI, 2016) e apresenta alta quantidade de sitios de
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ligacdo para essa familia presente no banco de dados JASPAR. Assim, ja era
esperado que alguns motivos detectassem o sitio de ligacdo dos FTs dessa familia.
Conforme Feng et al. (2020), esses fatores de transcricdo estdao envolvidos em
diversas fungfes: crescimento, desenvolvimento, regulacdo hormonal, controle da
floracdo, senescéncia, destino do meristema da espigueta, iniciacdo da raiz,
desenvolvimento e tamanho da folha, desenvolvimento de sementes/frutos e
amadurecimento.

Essa familia pode ser subdividida em 3 subfamilias baseados na estrutura
geral: AP2, RAV e ERF. Sakuma et al. (2002) em seu estudo divide ERF em duas
outras subfamilias ERF e CBF/DREB, gerando subclassificacdes dentro dessas: Al-
A6 para ERF e B1-B6 para CBF/DREB. Ja Nakano et al. (2006) estabelecem uma
nova classificagdo filogenética, sendo a subfamilia ERF dividida em 10 grupos,
indicados de | a X.

No presente estudo, os subgrupos considerados sobrerepresentados para ERF
foram o0 B-1 em CI_11_All_2-CGTCGCCGCC e Cl_89_All_20-CCRCCACCACC; B-3
em Cl_11 All_2-CGTCGCCGCC, CI_18_All_31-GRGGARGCGGCG, CI_87_All_5-
CGCCGCCGCCGC, CI_89 All_3-CGSCGSCGSCG; e A-5 em Cl_89 All_20-
CCRCCACCACC. A Tabela 5 apresenta a correspondéncia dos grupos para
diferentes autores. Cabe ressaltar que, segundo Yamasaki (2016), os FTs DREB e
ERF reconhecem sequéncias similares com diferengcas sutis, assim a presenca

conjunta dessas duas subfamilias ja era esperada para um mesmo motivo.

Tabela 5. Relagbes estre as subclassificagbes da familia AP2/ERF para diferentes autores detectadas
com frequéncia absoluta de 9 ou maior.

Subfamilia® Subgrupo? Subgrupo?
DREB A-5 Il
ERF B-1 VIII
ERF B-3 IXe X

1 Sakuma et al. (2002)
2 Nakano et al. (2006).

Fonte: Autoria propria

O subgrupo A-5 apresenta FTs induzidos por estresse reportados em varias
espécies (MIZOI; SHINOZAKI; YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2012). Esse grupo também
contém FTs associados com resposta ao estresse abiético atuando como repressores
em genes associados a tolerancia a seca e ao frio (MIZOIl; SHINOZAKI; YAMAGUCHI-
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SHINOZAKI, 2012). Assim, espera-se que 0s “clusters” enriquecidos com o sitio de
ligacdo ao grupo A-5, estejam relacionados principalmente com estresse abiotico.

Os grupos B-1 e B-3 foram reportados sendo induzidos por estresse osmético
nao-letal, sugerindo sua importancia na adaptacéo a condi¢cfes de estresse abiotico
(MIZOI; SHINOZAKI; YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2012). Esses subgrupos também ja
foram reportados conjuntamente associados com resposta a patdgenos (PRE et al.,
2008). O subgrupo B3 é reportado como um dos principais agentes na regulacéo de
vias de resisténcia a doencas (GUTTERSON; REUBER, 2004), biossintese de
alcaloides (YAMADA et al., 2020), na repressao do caminho de sinalizacdo de ABA
(PANDEY et al., 2005) e na resposta a diferentes estresses bioticos (GU et al. 2000).
Em especifico para B1, FTs pertencentes ao subgrupo VIII quando sobre-expressos
induziram ou colaboraram na indugéo de morfologia da morte celular em Arabidopsis
(OGATA et al.,, 2013). Dessa forma, pode haver uma relacdo entre repostas ao
estresse abiodtico e bidtico e os “clusters” enriquecidos com sitios de ligacédo a FTs do
grupo B-1 e B-3. Essa resposta tanto em relacdo ao estresse bidtico quanto abiético
também foi verificada nas folhas de cana-de-agucar por Mattiello et al. (2015).

5.4.2 DOF

DOF é uma familia de fatores de transcricdo que contém sitio de ligagdo em
promotores de diversos genes, intervindo em varios aspectos do metabolismo de
resposta as entradas ambientais para controlar as respostas de crescimento da planta
(NOGUERO et al., 2013). Entretanto supde-se que a maior parte dos sitios ndo sejam
funcionais in vivo (YANAGISAWA, 2016) e que seu funcionamento, provavelmente,
seja associado com outros fatores de transcricdo. Essa combinacdo geraria a
necessidade de especificidade do promotor (NOGUERO et al., 2013). Sendo assim, a
presenca de varios motivos que tenham similaridade com o sitio de ligacdo dessa
familia era esperada.

Lijavetzky, Carbonero e Vicente-Carbajosa (2003) propdem a divisdo dos DOFs
em 4 grupos: Aa, Bb, Cc, e Dd, utilizados nas identificagdes de DOFs deste trabalho,
sendo todos o0s grupos encontrados nas correspondéncias na somatéria dos motivos.
Os motivos Cl_91 All_13-AAAAGAAAAAGA, CI_63_All_22-AAATAAAAAAA e
Cl_29 All_25-AAAAGAAGAA obtiveram correspondéncia com FTs do grupo Aa.
Dentre os FTs com funcdo conhecida nessa familia, ha o Atlg07640 (AtDOF1.1) que
esta envolvido na biossintese de um metabolito com funcdo de defesa (SKIRYCZ et
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al., 2006). Os grupos Bb, e Dd se encontraram presentes nas correspondéncias de
todos os motivos cuja familia mais representativa foi o DOF (Cl_26_All_16-
AAATAAAAAAGA, Cl_63_All_22-AAATAAAAAAA e CI_91_All_13-AAAAGAAAAAGA
e Cl_29 All_25-AAAAGAAGAA). Dentre o grupo Bb ha alguns FTs com funcéo
conhecida: AT5G02460 (AtDof5.1) e AT3G55370 (AtDof3.6), os quais apresentam
papéis distintos. AtDof5.1 regula a polaridade adaxial-abaxial (KIM et al., 2010), ja
AtDof3.6 esta associado com resposta a luz, pois é relatado modulando a sinalizagédo
de fitocromo e criptocromo em Arabidopsis (WARD et al., 2005), sendo que sua sobre-
expressdo resulta em defeitos de crescimento (Kang et al., 2003). Em relacdo ao
grupo Dd, esse também se trata de um subgrupo cujos FTs apresentam funcdes
diversas, dentre eles: AT1G69570 (CDF5), AT1G29160 (AtDofl.5), AT3G50410
(AtDof3.4) e AT5G66940 (AtDof5.8). CDF5 e AtDOf1.5 estdo relacionados com
floracdo fotoperiddica, o primeiro também atua na repressdo da expressdo de
CONSTANS (FORNARA et al., 2009) e o segundo é sugerido ter o papel de regulador
negativo da via de sinalizagéo do fitocromo (PARK et al., 2003). Isso evidencia a
atuacdo das forcas evolutivas sobre os dominios ndo relacionados com a ligacdo ao
DNA, como descrito por Gonzalez (2016a). Ja AtDof3.4 atua no controle do ciclo
celular e AtDof5.8 na diferenciacdo e desenvolvimento vascular (YANAGISAWA,
2016). Assim, observa-se que promotores com 0S motivos encontrados com
similaridade aos sitios de ligacdo a familia DOF estejam associadas a diversas
funcdes importantes para o metabolismo da folha.

5.4.3 MADS-box

A familia MADS-box, composta por FTs que contém o dominio MADS, é
encontrada em quase todos os eucariotos (THEIREN; GRAMZOW, 2016). Ressalta-
se, porém, que o numero de genes que codificam FTs MADS-box aumentou
consideravelmente durante a evolugao das plantas terrestres. Dentre suas fungdes
pode-se citar desenvolvimento dos 6vulos, sementes, flores e frutos. Essa familia
subdividida em MADS-box tipo | e tipo Il ou MIKC (THEIBEN; GRAMZOW, 2016), este
altimo foi muito importante, pois suas duplicacbes propiciaram inovacdes
evolucionarias. MIKC também é subdividido em MIKCC®, um grupo mais antigo que foi
recuperado através das buscas dos motivos Cl_26 All 8-GAWGAKGAWGAG e
Cl_23 Exclusive_2-CCCATCATCTGC, e MIKC* (HENSCHEL et al., 2002). Entre os
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FTs que compde MIKCES, ha aqueles envolvidos no desenvolvimento e na mudanca do
estagio vegetativo para o reprodutivo (THEIREN; MELZER, 2016).

Entretanto, as funcdes de FTs pertencentes a esse grupo ainda estdo sendo
estudadas. Em uma pesquisa recente de Latif et al. (2022) observou-se que a sobre-
expressdo do gene AT5G62165 (AGL42), que foi identificado no presente estudo,
atrasou a senescéncia foliar pela regulacédo negativa de genes NAC causadores de
senescéncia em algod&o. Portanto, os motivos similares ao seu sitio de ligacdo podem

estar associados, também, com fun¢fes na folha.

5.4.4 BBR/BPC

A familia Barley B-Recombinant/Basic Pentacysteine (BBR/BPC) é uma familia
recente na evolugdo das plantas (NAGATA; HOSAKA-SASAKI; KIKUCHI, 2016),
tendo preferéncia para se ligar a motivos GAGA-DNA (MEISTER et al.,, 2004).
Conforme Theune et al. (2019), essa familia pode ser dividida em dois clados | e II,
separados recentemente, pois esses clados séo restritos a espermatéfitas. Nesse
estudo foram identificados trés FTs pertencentes a familia BBR/BPC em ambos os
motivos  Cl_35_All_10-GAGAGAGAAAG e CI_54_All_8-CCTCTCCCTCYC:
AT5G42520 (BPC6), AT2G01930 (BPC1) e AT4G38910 (BPC5), sendo apenas BPC1
pertencente ao clado |. Apesar de os motivos serem compostos de pares bases
distintos, foi validada a ligagdo de BPC1 e BPC6 a sitios-alvo genbmicos e sua
afinidade para repetices estendidas dos nucleotideos GA/TC in vivo (THEUNE et al.,
2019).

Em relacdo as funcdes desses FTs, Theune et al. (2019) cita que BPC6
apresenta relacdo com a via sinalizacdo de brassinoesteroides. Monfared et al.,
(2011), descreve sobre sobreposicao de funcédo dos FTs integrantes do clado | e Il.
Conforme o autor, plantas mutadas para BPC1, BPC2, BPC4 e BPC6 apresentaram
defeitos vegetativos e reprodutivos, concluindo que os quatro FTs apresentam papel
na senescéncia de inflorescéncia, crescimento laminar da lamina foliar, tamanho do
peciolo e da lamina foliar, especificacdo da forma da célula adaxial e abaxial e padrao
estomatico. Assim, observa-se nessa familia um importante papel na determinacéo da
morfologia da folha e pode-se inferir que os motivos com sitios de ligagdo similares a

essa familia também atuem no controle dessa funcao.

545 TCP
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A familia Teosinte branchedl/Cincinnata/proliferating (TCP) faz parte de um
grupo de FTs especificos de plantas (GONZALEZ-GRANDIO; CUBAS, 2016). Essa
familia apresenta influéncia nos padrdes de crescimento dos tecidos e 6rgéos durante
o desenvolvimento da planta, especialmente nas folhas e flores (NICOLAS; CUBAS,
2016). Segundo Nicolas e Cubas (2016), esse controle de desenvolvimento da folha
descrito para a familia TCP esta especificamente relacionado com controle do tempo
de maturacao e diferenciacdo. Os FTs TCP podem ser divididos em duas classes
baseada nas diferencas do dominio TCP: classe | e classe || (MARTIN-TRILLO;
CUBAS, 2010). A classe | foi amplificada recentemente nos grupos vegetais, mas
ainda ndo ha andlises filogenéticas suficientes para determinar seu grau de
conservacao entre as linhagens de plantas (GONZALEZ-GRANDIO; CUBAS, 2016).
Apenas um dos dois FTs recuperados pelo motivo Cl 53 Exclusive_2-GSGCSC
pertencente a familia TCP pbde ser identificado no banco de dados Araport, o FT
AT1G35560 (TCP23) pertencente a classe |. Estudos indicam que os FTs dessa
classe atuam redundantemente na regulacédo do crescimento, formato e maturagéo
da folha. Mais especificamente em relagdo ao FT TCP23, Nicolas e Cubas (2016)
citam sua atuacdo em folhas regulando o comprimento, largura, perimetro e area da
lamina, crescimento do peciolo e diferenciacao celular. Ja Martin-Trillo e Cubas (2010)
relatam que foi previsto a possibilidade de sua atuacdo no controle da transcricdo dos
genes do cloroplasto.

Assim, genes cujos promotores sao apresentam sitios de ligacao para essa
familia podem apresentar uma forte relacdo com o desenvolvimento da folha e dessa
forma o motivo encontrado apresenta um forte vinculo com a origem dos dados de
Mattiello et al. (2015).

5.4.6 GRF

A familia GROWTH-REGULATING FACTOR (GRF) apresenta FTs
relacionados com a manutencdo de meristemas e promocao de proliferacao celular
em diversos orgédos em plantas (BAZIN et al., 2013), sendo detectados em tecidos
com grandes padrées de expressdo genes especificos para mitose. CHOI, KIM e
KENDE (2004) em seu estudo agruparam os FTs da familia GRF em trés subfamilias:
A, B e D. Os autores relatam que a subfamilia A apresenta FTs que desempenham

funcbes na semente e no estagio de muda em plantas. O FT OsGRF4 uanico



39

recuperado pela correspondéncia do motivo ClI_76_All 21-CTGCTGCTCC faz parte
dessa subfamilia.

Como j& previsto para a subfamilia A, estudos relatam a funcdo de OsGRF4 no
controle e desenvolvimento de gréos e no tamanho da panicula em arroz (DUAN et
al., 2015; SUN et al., 2016). Entretanto, Li et al. (2018) em sua pesquisa observou que
OsGRF4 confere regulacdo do crescimento, metabolismo de C e N em arroz. Além
disso, os resultados do mesmo autor constataram influéncia do FT na assimilacdo de
biomassa, folha e largura do caule, folha e colmo. Logo, apesar de o FT OsGRF4 ser
encontrado associado, principalmente, com o desenvolvimento da semente, estudos
recentes demonstram atuac&o no desenvolvimento e rotas metabdlicas na folha, papel
que pode ser sugerido aos genes cujo promotor apresenta sitios de ligagcdo com esse
FT.

5.4.7 Myb-related

A familia MYB-related é descrita como parte da superfamilia MYB. A
superfamilia MYB é composta por FTs que compartilham o dominio MYB, sendo que
membros da familia MYB-related sdo classificados por possuirem apenas uma ou
duas repeticdes desse dominio (HONG, 2016). Dentre as funcfes conhecidas para os
FTs dessa familia hd o controle da morfogénese celular, desenvolvimento do
cloroplasto, associagéo com o ciclo circadiano (DU et al., 2013).

Essa familia de FTs pode ser dividida em cinco subfamilias (YANHUI et al.,
2006), dentre elas a R-R-type da qual um dos FTs encontrados na correspondéncia
com o motivo Cl_26 All_ 8-GAWGAKGAWGAG faz parte. Conforme Yanhui et al.
(2006), alguns FTs dessa subfamilia estariam envolvidos com resposta de defesa em
plantas, devido a verificacéo de alta expresséo de genes de R-R-type associada niveis
altos de &acido salicilico. Du et al. (2013) em seu artigo traz algumas fun¢des do
subgrupo R-R-type relacionadas ao ciclo circadiano, resposta ao estresse salino e
promocdo de senescéncia foliar, funcbes que possivelmente 0s genes com

promotores contendo esse motivo também podem apresentar.

5.5 Verificagdo dos motivos identificados: escaneamento contra o genoma
O escaneamento do genoma através da ferramenta FIMO né&o gerou dados em
relacdo a especialidade dos motivos a “clusters” especificos. Visto que a ferramenta

FIMO ndo mostra todas as ocorréncias de um motivo, ndo é possivel observar as
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guantidades totais para estimativa de relacéo entre motivos dentro de cada “cluster”.
Além disso, a ferramenta FIMO realiza buscas por motivos individualmente e a co-
expresséo dos genes dentro de um conjunto pode estar atrelada a mais de um motivo
(BILAS, 2016).

Ja em relacdo ao motivo Cl_53 Exclusive_2-GSGCSC sua falta identificacédo
no escaneamento pode estar atrelada ao fato de que a sequéncia € uma sequéncia
curta e apresenta pouca informacédo funcional nas posi¢coes localizadas meio da

sequéncia.
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6 CONCLUSAO

Conclui-se que a estratégia de avaliacdo de motivos em genes co-expressos
foi eficaz na avaliacdo de CREs em cana-de-acUcar, visto que se pdde recuperar sitios
de ligacdo de 98 motivos com correspondéncia no banco de dados de motivos
anotados JASPAR, apesar de que ndo houve comprovacdo de especificidade de
expressdo a “clusters” determinados. Os motivos encontrados podem estar
relacionados com fung¢des no desenvolvimento, morfologia e resposta ao estresse de
acordo com a subfamilia. Além disso, sdo necessarios mais estudos em
monocotiledéneas, mais especificamente dos clados préximos a cana-de-acucar, a
fim de possibilitar um maior nimero de correspondéncias nos acervos de sitios de

ligagdo com fatores de transcri¢ao.
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