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RESUMO

Pesquisas com cana-de-agucar (Saccharum sp.) ja identificaram e caracterizaram um
conjunto de genes envolvidos na particdo de carbono e sinalizagao por agucar, além
daqueles relacionados a resposta a elevados niveis de CO2 atmosférico. No entanto,
0s mecanismos moleculares responsaveis pelo cruzamento entre estas diferentes
vias regulatérias e de sinalizacao e a sua diversificacdo nas plantas ainda precisam
de ser mais elucidados para melhor compreender os padrbes de crescimento e
producao de biomassa. Estamos apenas comec¢ando a produzir dados detalhados de
expressao genética necessarios para compreender a rede de interagdes em nivel
molecular. Para fornecer uma visao sistémica da resposta da cana-de-aglcar ao
processo de maturagéo e ao equilibrio fonte-dreno, bem como as relagdes entre esses
processos e o aumento da oferta de COz2, neste estudo foram realizadas analises de
correlacdo da expressdo génica do transcriptoma da cana-de-agucar. Genes
envolvidos na maturacao do colmo, metabolismo de carboidratos, relacdo fonte-dreno
e resposta ao CO2 foram avaliados em redes e sub-redes, com foco em genes que
respondem ao CO2 atmosférico. A rede de co-expressao génica resultante da cana-
de-agucar consiste em 7.094 transcritos e 46.372 interagdes. A rede agrupada resulta
em 81 agrupamentos de similaridade distintos na forma de clusters. Dos 34 genes de
resposta ao CO:2 analisados, 13 estavam presentes na rede de co-expressao,
correspondendo a 13 clusters. Deste grupo, trés genes relacionados a respostoa ao
CO2 também apresentaram resposta na relacdo fonte-dreno da cana-de-agucar,
pertencentes aos clusters c6, c13 e c25, respectivamente. Quanto a sua suposta
identidade, o primeiro foi caracterizado como precursor de uma proteina induzida pela
luz, o segundo como um gene ligado a resposta ao estresse da ferritina e o terceiro
relacionado ao metabolismo de carboidratos do tipo xiloglucano endo-
transglicosilase/hidrolase. Isso mostra que o aumento na quantidade de CO:2
atmosférico tem ligacdo com o metabolismo fonte-dreno e com a particdo de carbono
na cana-de-agucar, pois quanto mais CO2 disponivel, maiores serdo os niveis de
fotossintese da planta e, consequentemente, maior sera sua disponibilidade de
carbono. A analise de genes expressos diferencialmente em grande parte indicou que
0s genes fotossintéticos regulam negativamente os genes relacionados a parede
celular. Por fim, foram estabelecidas as relagdes evolutivas das redes obtidas assim
como a ontologia transcricional das redes génicas de cana-de-agucar. Juntos, &
fornecida uma visao sistémica do equilibrio fonte-dreno e do processo de maturacao
da cana-de-agucar, associado a sua resposta ao COz atmosférico, o que pode ajudar
a capturar a regulacao de muitos componentes genéticos e antecipar uma maior
capacidade na interpretacado do processo genético e fisiolégico desta espécie.

Palavras-chave: Co-expressao, fonte-dreno, desenvolvimento do colmo, diéxido de

carbono.



ABSTRACT

Research on sugarcane (Saccharum sp.) has already identified and characterized a
set of genes involved in carbon partitioning and sugar signaling, as well as those
related to the response to elevated atmospheric CO: levels. However, the molecular
mechanisms responsible for the crosstalk between these different regulatory and
signaling pathways and their diversification in plants still need further elucidation to
better understand the growth patterns and biomass production. We are only beginning
to generate detailed gene expression data necessary to comprehend the network of
interactions at the molecular level. To provide a systemic view of the sugarcane
response to the maturation process and source-sink balance, as well as the
relationships between these processes and increased CO: availability, this study
conducted correlation analyses of sugarcane transcriptome gene expression. Genes
involved in stem maturation, carbohydrate metabolism, source-sink balance, and CO2
response were evaluated in networks and subnetworks, focusing on genes responsive
to atmospheric CO2. The resulting sugarcane gene co-expression network comprises
7,094 transcripts and 46,372 interactions. The clustered network yields 81 distinct
similarity groupings in the form of clusters. Of the 34 COz2-responsive genes analyzed,
13 were present in the co-expression network, corresponding to 13 clusters. From this
group, three COz-responsive genes also showed a response in the sugarcane source-
sink balance, belonging to clusters c6, c13, and c25, respectively. Regarding their
putative identity, the first was characterized as a precursor of a light-induced protein,
the second as a gene linked to ferritin stress response, and the third as related to
carbohydrate metabolism of the xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase type. This
demonstrates that increased atmospheric CO:z levels are linked to source-sink
metabolism and carbon partitioning in sugarcane, as higher CO2 availability results in
increased photosynthesis levels in the plant and, consequently, greater carbon
availability. The analysis of differentially expressed genes largely indicated that
photosynthetic genes negatively regulate genes related to the cell wall. Finally, the
evolutionary relationships of the obtained networks were established, along with the
transcriptional ontology of the sugarcane gene networks. Together, this provides a
systemic view of the source-sink balance and maturation process in sugarcane
associated with its response to atmospheric CO2, which may help to elucidate the
regulation of many genetic components and anticipate greater capabilities in
interpreting the genetic and physiological processes of this species.

Keywords: Co-expression, source-sink, stalk development, carbon dioxide.
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1 INTRODUCAO

1.1 Avancos e desafios genémicos

Muitas caracteristicas das culturas agricolas sdo quantitativas, complexas e
controladas pela interacdo entre multiplos genes. O progresso recente no
mapeamento genético, gendmica funcional e sequenciamento de genomas produziu
uma abundancia de dados sobre loci de caracteristicas quantitativas e a expressao
de genes associados a essas caracteristicas. O progresso no desenvolvimento de
novas variedades de plantas cultivadas pode ser grandemente melhorado se as
consequéncias fenotipicas das alteragdes puderem ser previstas com precisao a partir
da composicao genética (Hammer et al., 2006). O desenvolvimento de métodos
preditivos precisos, capazes de escalar do genétipo para fenétipo, pode ser abordado
através da biologia de sistemas juntamente com dados de gendémica e expressao
génica para identificar causalidade entre componentes de diferentes vias e multiplos
fenétipos (Moore, 2005).

Um dos objetivos principais da genética vegetal € a descoberta de
subsistemas moleculares subjacentes a caracteristicas complexas (Ficklin, Feltus,
2011). A combinacao de gendbmica, genética e métodos computacionais em nivel de
sistema fornece uma abordagem poderosa para a compreensao de sistemas
bioldgicos complexos. De particular importancia é a descoberta da interacao génica
que leva a caracteristicas agricolas e econémicas desejaveis na familia Poaceae
(gramineas). As Poaceae incluem culturas como arroz (Oryza sativa L.), milho (Zea
mays L.), trigo (Triticum spp.) e cana-de-acUcar (Saccharum sp.), que sao
globalmente algumas das culturas mais importantes do ponto de vista agricola e
econ6mico. Compreender as interacbes complexas subjacentes as caracteristicas
agronémicas destas espécies €, portanto, de grande importancia, em particular para
ajudar nas melhorias das culturas para enfrentar os desafios para a alimentacao
humana, mas também para a compreensao basica de sistemas biolégicos complexos.
Em casos de espécies de gramineas com genomas de poliploidia complexa, como a
cana-de-agucar, onde 0s recursos gendmicos nao progrediram tanto como em outras
gramineas (por exemplo, arroz, sorgo, milho), os métodos de gendémica funcional
translacional podem ser mais custosos, bem como estratégias eficazes para o
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melhoramento das culturas e para desvendar as consequéncias funcionais da
poliploidia (Ficklin, Feltus, 2011).

Agora que os dados de expressdo genética foram gerados para varias
espécies de plantas, eles podem ser explorados para descoberta de genes baseada
em hipdteses para revelar respostas transcricionais em certos genétipos ou a
estimulos externos, assim como para descobrir a expressao coordenada de diferentes
genes (Usadel et al., 2009). Os dados desses tipos de andlises apoiam a hipdtese de
que genes funcionalmente relacionados tendem a ser CoO-expressos
transcricionalmente (Ruprecht et al., 2011). Genes com perfis de expressao altamente
correlacionados no tempo ou em diversas condicbes experimentais podem ser
agrupados e permitir a compreensao de grupos de genes que respondem de maneira
semelhante a condi¢des variadas e que podem, portanto, ser co-regulados. O objetivo
final € compreender os sistemas bioldgicos com detalhes suficientes para permitir
previsdes precisas e quantitativas sobre o comportamento dos sistemas biolégicos,

incluindo previsdes dos efeitos das modificacées do sistema (Katagiri, 2003).

A representacao de relagdes co-expressas como redes permite ao biélogo
contextualizar mais prontamente seus genes ou proteinas de interesse (Mutwil et al.,
2010). Redes de co-expressdao de plantas foram construidas para Arabidopsis
thaliana (Atias, Chor, Chamovitz, 2009; Burks et al., 2022; Mao et al., 2009; Mentzen
et al., 2008; Mutwil et al. , 2010; Persson et al., 2005; Wei et al., 2006), cevada
(Hordeum vulgare L.) (Faccioli et al., 2005; Panahi, Shahi, 2024), arroz (Ficklin, Luo,
Feltus, 2010; Lee et al., 2009; Zhang et al., 2022), choupo (Populus sp.) (Ogata,
Suzuki, Shibata, 2009; Zhang, Yin, 2020), tabaco (Nicotiana tabacum L.) (Edwards et
al., 2010; Mo et al., 2022) e milho (Ficklin, Feltus, 2011; Liu et al., 2021).

1.2 CO:2 e mudancas climaticas

As mudancas climaticas, principal forca motriz do aquecimento global, sdo
definidas como as mudangas nos padrdes climaticos causada principalmente pelas
emissoes de gases de efeito estufa (GEE), que fazem com que o calor fique preso na
atmosfera. Compreender o impacto dessas mudangas sobre os sistemas naturais e
humanos, com seus riscos e vulnerabilidades, € um importante ponto de partida para
entender o atual estado de emergéncia climatica (Fawzy et al., 2020). As principais

causas do efeito estufa sédo a utilizacdo de minerais e combustiveis em industrias que
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emitem grande quantidade de dioxido de carbono (COz) e outros compostos; meios
de transporte que emitem gases poluentes através da exaustao; e o desmatamento,
que causa a liberacdo de CO: pela queima, além de impedir a absorcao desse gas
poluente pelas arvores, aumentando a sua quantidade no ar (Mikhaylov et al., 2020).

Desde a Revolucao Industrial, caracterizada pela produgcdo em massa e
geracdo de eletricidade, a partir do século XVIII (um curto periodo de tempo
comparado ao surgimento da vida), a humanidade ja langou enormes quantidades de
gases de efeito estufa na atmosfera, ja que a producao de energia dependia e ainda
depende em grande parte da queima de combustiveis fésseis (Norby, Zak, 2011;
Yoro, Daramola, 2020). Os principais GEEs sdo o CO2 e o metano (CH.), sendo o
primeiro o principal responsavel pelas alteracdes climaticas (Kweku et al., 2017;
Maheshwari, Chandra, Jain, 2018).

De acordo com o Atlas Global do Carbono (2021), em 2019, as emissdes de
CO: atingiram mais de 35.000 megatoneladas (mt) (reduzindo ligeiramente em 2020
devido a pandemia naquele periodo), sendo que as emissoes totais da humanidade
ao longo da histéria ja atingiram cerca de 2.000 gigatoneladas (gt), com perspectivas
de crescimento. A Figura 1 mostra a mudanga na média de temperatura da superficie
do planeta e de precipitacdo comparando os intervalos entre os anos de 1986 a 2005
e a previsao de 2081 a 2100. Os dados de 2022 da Agéncia Internacional de Energia
(IEA) mostraram que o crescimento global das emissées de gases com efeito de
estufa nesse ano nao foi tdo elevado como alguns inicialmente temiam devido as
perturbacdes causadas pela crise energética global, sendo este crescimento muito
mais lento do que a recuperacao de 2021 de mais de 6%. A crescente implantacao
de tecnologias de energia limpa, como energias renovaveis, veiculos elétricos e
bombas de calor, ajudou a evitar 550 mt adicionais em emissdes de CO2, embora
ainda ndo sejam suficientes para resolver o problema no tempo necessario (IEA,
2022).

Dos 10 anos mais quentes desde 1880, cerca de nove ocorreram desde 2005
e, em 2019, as temperaturas em muitas partes do mundo foram mais altas do que a
média; assim, para oferecer solugdes ao problema do aquecimento global e das
mudancas climaticas, diferentes paises se uniram para assinar tratados que
prometem sua lealdade para minimizar a emissdo de CO: na atmosfera (Yoro,
Daramola, 2020). Segundo dados do Painel Intergovernamental sobre Mudancas
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Climaticas (IPCC), organizado por Pértner et al., (2022), para que tenhamos a chance
de manter ao alcance o limite de 1,5°C estabelecido pelo Acordo de Paris, o mundo
deve alcancgar o pico de emissdes de GEE nos préximos trés anos, e todas as
trajetorias que limitam o aquecimento a 1,5°C (com ou sem excedente) também
dependem da remocgdo de carbono da atmosfera. No entanto, nos ecossistemas
terrestres, os efeitos dos servigos naturais de sequestro de carbono ligados a
fertilizacdo sao limitados pela seca e pelo calor, e exacerbados por impactos nao
antropogénicos (Portner et al., 2022).

RCP2.6 RCP8.3
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o I N — —— i«

-2 =15 =1 =05 0 05 i 15 2 3 4 5 7 9 n

(b) Change in average precipitation (1986-2005 to 2081-2100)

i e 3

(e — 1 I I | | =3
-50  -40 30 20 -0 0 10 20 30 40 S0

(%)

Figura 1: Mapas comparativos demonstrando a mudanga na média de temperatura da superficie do
planeta (a) e na média de precipitagdo (b) comparando os intervalos de tempo entre os anos 1986-
2005 e a previsao entre 2081-2100. Fonte: IPCC, 2014.

A fenologia vegetal também depende da temperatura, e as mudancgas
climéaticas trouxeram interesse na compreensao e modelagem dessas respostas, ja
que é importante compreender 0os mecanismos por tras das mudangas fenoldgicas
para prever mudancas futuras deste tipo e seus impactos (Piao et al., 2019). Estas
mudancas afetam diretamente a produ¢do mundial de alimentos, e este cenario ja tem
potencial de modificar a producéo global das dez maiores culturas e a produgéao de
calorias alimentares consumiveis em paises especificos e globalmente (Ray et al.,
2019). Os efeitos das alteragdes climaticas na agricultura podem ser diretos, indiretos
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e socioeconOmicos e, considerando que os resultados das tensdes abibticas sobre o0
rendimento das culturas sao dificeis de calcular com preciséo, acredita-se que estas
tensbes tenham uma influéncia substancial na industria agricola, dependendo a

extensdo dos danos a area total cultivada (Raza et al., 2019).

1.3 Efeitos do CO: nas plantas

No que diz respeito as plantas, sugere-se que o aumento do CO2 tenha um
efeito de “fertilizacido”, pois aumenta a condutancia da fotossintese, além de diminuir
a evapotranspiracdo, auxiliando a planta no enfrentamento da seca, reduzindo a
absorcédo de O, e melhorando a assimilagdo do carbono (C), mitigando, assim, as
potenciais consequéncias das alteragbes deletérias causadas pelas alteracbes
climaticas (Cassia et al., 2018). Contudo, os estimulos provocados pelo CO: elevado
(eC0O2) podem ser suprimidos por outros estresses climaticos ou ambientais
negativos, até porque o CO2 € um gas com efeito de estufa, assim, o seu aumento
traz também um aumento desses outros estresses (Xue et al., 2017).

A producao de raizes de mudas de pinheiro silvestre (Pinus sylvestris L.) foi
significativamente maior sob eCO2 em cerca de 122%, e estas foram mais espessas
neste ambiente, com taxa de respiracdo e quantidade de nitrogénio (N) também
aumentadas no tratamento (Janssens et al., 1998). O peso seco total das plantas de
tulipa (Liriodendron tulipifera L.) expostas ao eCO:2 foi 173% maior e 0 peso seco
apenas da raiz aumentou 99%, enquanto a area especifica da folha caiu 21% nessas
condi¢oes (O' Neill, Luxmoore, Norby, 1987). No algodoeiro (Gossypium sp.), 0 eCO:2
estimulou a proliferacao radicular, o que resultou em maior poder de aproveitamento
do volume ocupado do solo, possivelmente aumentando a disponibilidade de agua e
nutrientes e, consequentemente, a area da rizosfera (Rogers, Prior, O' Neill, 1992). O
eCO:2 aumenta a oferta de fotoassimilados, estimulando o crescimento micorrizico, o
que também pode aumentar o crescimento das plantas, pois aumenta a oferta de
nutrientes, diminuindo a competicdo na micorriza e aumentando os fungos e a planta,
que se ajudam mutuamente no crescimento (Lin, Zhang, Bai, 2000).

A relacado planta-patégeno também pode ser alterada sob o eCO2, com uma
resisténcia mais forte contra patégenos virais ou (hemi)biotréficos e uma maior
vulnerabilidade a patégenos necréfagos e herbivoros mastigadores, no entanto, os
niveis de fitohormdnios podem ser afetados por outros fatores e sugere-se que existe
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uma relacao mal definida entre a fertilizagcdo com N, os niveis atmosféricos de CO:z e
a resisténcia das plantas (Bazinet, Tang, Bede, 2022).

Diferentes espécies também podem responder de maneira diferente ao alto
COq, por exemplo, este ndo teve efeitos significativos na biomassa da parte aérea ou
na relacdo raiz/parte aérea em Bothriochloa ischaemum L., mas aumentou a
biomassa da raiz e diminuiu a relacao raiz/parte aérea em Medicago sativa L. (Xue et
al.,, 2017). Nas gramineas, os efeitos do eCO2 nos atributos funcionais das raizes
foram especificos da espécie, mas foram observadas tendéncias claras para o
aumento da atividade da fosfatase em todas as espécies, levando a uma relagéo C:P
mais baixa (Pineiro et al., 2022).

A fisiologia da planta € outro fator que pode influenciar diretamente na sua
resposta ao CO: elevado. Plantas com padrao C4, como a cana-de-acucar, ja estao
saturadas com CO: natural do ambiente, o que maximiza sua eficiéncia fotossintética
em relagdo as C3, portanto o eCOz nestes casos pode ndo estimular diretamente
maior produtividade nessas espécies (Nelson, Cann, Mackie, 2010). O eCO: pode
induzir aumentos na biomassa vegetal, sequestro de N, efeito priming da rizosfera e
decomposicao total da matéria organica do solo, e o0 aumento da decomposicao total
dessa matéria organica estd positivamente relacionado ao sequestro de N pelas
plantas em pastagens C3 e C4 sob e CO: (Nie, Pendall, 2016).

Sem a adicdo de N externo, o eCO:2 pode reduzir a disponibilidade de N para
as plantas no longo prazo devido a maior absorgao deste nutriente e sua imobilizacao
pelos microrganismos, que crescem a medida que aumenta a rizodeposicao, e assim,
a resposta de crescimento das plantas sob condi¢cbes climaticas adversas nem
sempre pode ser sustentada (Dijkstra et al., 2013; Luo et al., 2004). Outros fatores,
como o pH, também podem influenciar o crescimento das plantas sob eCO2, como
observado em estudo com gramineas, onde esse crescimento foi reduzido em pH 4,3
e 5,9, mas aumentou em pH 7, enquanto as taxas de desnitrificacdo da rizosfera
seguiram padrdes semelhantes ao crescimento, sugerindo que ambos os fatores
estdo interligados (Hall, Paterson, Killham, 1998).

Sob altas concentragdes de CO2 ha também um aumento na biomassa do
colmo e de sacarose na cana-de-agucar, porém, quando combinadas com altas
temperaturas (esperadas com o aumento de CO-), o efeito na biomassa de sacarose
torna-se negativo (Sonkar et al., 2020). Altas concentracées de CO: atmosférico
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também aumentaram a taxa fotossintética, a taxa de sintese de sacarose e 0 peso
das plantas de cana-de-aguUcar cultivadas neste ambiente, além de reduzir a
condutancia estomatica e as taxas de transpiracao e melhorar a eficiéncia do uso da
agua (Souza et al., 2008). Assim, os modelos de resposta da cana-de-acucar as
mudancas climaticas devem considerar as diferentes variaveis para representar os
efeitos do CO: nesta cultura, uma vez que os resultados podem ser diversos,
principalmente se associados a outras mudangas climaticas, o que mostra a
necessidade de mais estudos para uma maior compreensao (Linnenluecke, Nucifora,
Thompson, 2018).

1.4 Fonte-dreno e particionamento de carbono

As plantas se desenvolvem através da evolugdo de redes moleculares e
metabdlicas complexas e bem coordenadas que abrangem genes, metabdlitos e
respostas de aclimatacdo e que modulam o crescimento, a fotossintese, a
manutencdo osmoética e a homeostase dos carboidratos (Saddhe, Manuka, Penna,
2021). O seu crescimento é limitado por processos fisioldgicos e de desenvolvimento:
as taxas metabdlicas determinam a absorcdo e armazenamento de recursos,
enquanto a alocacao desses recursos, a divisdo e expansao celular e importantes
transicdes de desenvolvimento tém efeitos sobre a sua utilizagao, e estes processos
juntos podem ser compreendidos em interagdes fonte-dreno (White et al., 2016).

A capacidade e a eficiéncia de assimilacdo de carbono sdo componentes
importantes do rendimento dos 6érgdos dreno e ha variagdes de espécies na
capacidade fotossintética e na fixacdo de C, que resultam em pressao de selecao,
mas apesar dessa variacao, na maioria das culturas a carga do floema é apoplasmica,
e depende de um gradiente de concentracao de agucar entre o tecido fonte e o tecido
dreno, fornecendo o fluxo de massa obrigatério para o desenvolvimento dos 6rgaos
de armazenamento (Fernie et al., 2020). A Figura 2 mostra um diagrama do processo
do movimento da sacarose e metabolismo na cana-de-acucar da fonte até o dreno.
Evidéncias mostram que os aumentos futuros na produtividade das culturas agricolas
dependem crucialmente de uma compreensao quantitativa da medida em que os
tecidos fontes ou dreno limitam o crescimento e como isso muda durante o
desenvolvimento das plantas (White et al., 2016).
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Figura 2: Diagrama ilustrado do processo do movimento e metabolismo da sacarose na cana-de-
acucar, da sua sintese, nas folhas, até o seu dreno, no colmo. Fonte: Wang et al., 2013.

Ao longo da vida da planta, um mesmo 6rgao pode passar de dreno a fonte e
vice-versa, por exemplo, as folhas jovens comegam como dreno de C, pois nao
conseguem assimilar nutrientes para seu crescimento, mas, a medida que se
desenvolvem, vao assimilar o C que é exportado para outros 6rgaos, tornando-se
fontes de C, além de um mesmo 6rgao também poder ser simultaneamente fonte de
determinado nutriente, mas dreno de outro (Rodrigues et al., 2019). A for¢ca da fonte
de fotoassimilados € ditada tanto pela taxa fotossintética como pela taxa de
remobilizacdo do fotoassimilado dos tecidos originais, no entanto, o rendimento de
muitas culturas raramente atinge o seu potencial maximo de produgéo e a diferenga
de rendimento resultante é definida como a diferenca entre o rendimento agricola
médio e o potencial de rendimento agricola para uma area especifica (Smith, Rao,
Merchant, 2018).

As reservas de hidrato de carbono servem para amortecer desequilibrios entre
fonte e dreno que podem resultar de ajustes temporarios na demanda por assimilados
(por exemplo, defloragdo) ou deficiéncias na assimilagcao de C (por exemplo, desfolha)
(Cai, Xie, Xu, 2021). O carbono desempenha um papel central no desenvolvimento

das plantas, pois é um dos elementos mais abundantes e versateis envolvidos no
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metabolismo, razao pela qual a particdo dos produtos primarios da fotossintese em
diferentes reservatérios funcionais tem sido objeto de investigacbes ha muitas
décadas (Hartmann et al., 2020). A particao de carbono €, portanto, um processo
critico na distribuicdo da energia quimica convertida pela planta através da
fotossintese (Wang et al., 2013).

Algumas enzimas desempenham um papel crucial na particao C e nas relacoes
fonte-dreno. A sacarose pode ser sintetizada em células fotossintéticas e de
armazenamento pela agdo sequencial de duas enzimas: sacarose fosfato sintase
(SPS) e sacarose fosfato fosfatase (SPP) (Wang et al., 2013). Ambas participam da
sintese da sacarose, a primeiro converte a frutose-6-P e a UDP-glicose em sacarose-
P, que é transformada em sacarose pela segunda; a sacarose sintase (SuSy) cliva a
sacarose para gerar UDP-glicose e frutose, enquanto o transporte da sacarose para
0s 6rgaos de drenagem ocorre através do floema, e sua entrada nas células do dreno
pode ser mediada por transportadores de acucar de membrana (Calderan-Rodrigues
et al., 2021).

A enzima SuSy desempenha um papel essencial na manutencao da sacarose
e do carbono em geral, conforme indicado por um estudo em cana-de-aglcar onde
todo o carbono que ndo estava na sacarose refletiu a quebra liquida da sacarose que
entrou no entrend, o que é indicativo de hidrélise por invertases e clivagem pela
sacarose sintase (Botha et al., 2023). As caracteristicas e fungbdes vasculares do
transportador de sacarose, juntamente com o mecanismo transitério de
armazenamento de amido e a atividade da invertase e SuSy, podem potencialmente
ser direcionadas para a dinamica fonte-dreno, favorecendo o acumulo de biomassa
em culturas forrageiras ou o maior rendimento de grdos em cereais (Mathan, Singh,
Ranjan, 2021).

Sabe-se que varios transportadores de acucar também regulam a particao de
carboidratos e as principais etapas de transducgéo de sinal envolvidas na percepgao
de estresses bibticos e abibticos, como SWEETs, SUTs e MSTs, que estao envolvidos
no carregamento e descarregamento de agucar, bem como no transporte de longa
distancia, além de orquestrar processos oxidativos e osmoticos e tolerancia e
resisténcia ao estresse (Saddhe, Manuka, Penna, 2021). O estudo dos
transportadores de sacarose (STs) € uma alternativa promissora para atingir o
potencial de armazenamento deste acucar (Calderan-Rodrigues et al., 2021). A



25

expressao desses transportadores parece estar intimamente ligada ao acumulo de
biomassa pela planta, como mostra estudo de transcriptoma com diferentes
variedades de cana-de-acucar. Neste estudo, houve diversos perfis de expressao
para genes que codificam transportadores de agucar da mesma familia; embora o
SUT4 tenha sido regulado positivamente no grupo de baixa biomassa, o SUT1 foi
altamente expresso nos genoétipos de alta biomassa, enquanto os genes que
codificam para SWEETSs foram regulados negativamente no grupo de baixa biomassa
(Correr et al., 2020).

A cana-de-acucar, como uma graminea C4 utilizada principalmente para a
producado de acucar e etanol, possui um sistema fonte-dreno Unico: gradualmente
acumula grandes quantidades de carbono na forma de sacarose em seus colmos
através de um caminho complexo (Calderan-Rodrigues et al., 2021). Os colmos
armazenam o fotossintato como sacarose, que € um dissacarideo soluvel, e pode
atingir concentracdes excepcionalmente altas, de até 650mM ou 18% do peso fresco
do colmo em variedades comerciais (Wang et al., 2013; Welbaum, Meinzer, 1990).

Durante a maturacédo da cana-de-agucar, o destino do C assimilado muda de
componentes insollveis e respiratorios para sacarose, um soluto de armazenamento
osmoticamente ativo (Wang et al., 2013; Whittaker, Botha, 1997). Ao longo do
desenvolvimento da planta, a sacarose sintetizada nas folhas fotossintéticas da cana-
de-agucar é translocada através do floema para os entrends do colmo, incluindo os
entrends imaturos, o dreno de crescimento meristematico, e os entrenés maduros, o
dreno de armazenamento (Wang et al., 2013).

O acumulo de sacarose nos colmos de cana-de-acucar é controlado por uma
complexa rede de genes envolvidos na hidrdlise, ressintese e transporte da sacarose,
na biossintese da parede celular e nas respostas ao estresse abibtico, e as invertases,
SWEET13, SuSy1, SuSy3, CAD1 e CAD6 estdo provavelmente relacionadas aos
processos de particdo de C em colmos apicais (Hosaka, 2021). Correr et al. (2020),
trabalhando com cana-de-aglcar, mostraram que a classe de enzimas SuSy pode
estar envolvida na sintese de sacarose nas folhas, de forma semelhante a SPS e
SPP.

Dois caminhos para abordar esta questdo em plantas parecem promissores:
uma melhor caracterizagdo do mecanismo subjacente as relagdes alteradas na fonte-

dreno em mutantes de desenvolvimento que permite a engenharia racional do
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rendimento das culturas, e estratégias de modelagem aplicadas a escala da planta
como um todo como o uso de um banco de testes para combinagdes e intervengdes
metabdlicas (Fernie et al., 2020). Estas relacbes sdo complexas e a consideracao
deve comecar a centrar-se na natureza dindmica da rede para compreender
plenamente a plasticidade do desenvolvimento da produgdo, particularmente sob
condi¢cées ambientais em mudanga, onde a agua e elementos como o carbono € 0
nitrogénio governam os fluxos e, portanto, a dindmica de fonte-dreno (Smith, Rao,
Merchant, 2018).

1.5 Redes de co-expressao génica

Entre os modelos mais amplamente utilizados para inferéncia de redes
reguladoras génicas estdo as de correlacdo ou co-expressao (Dobra et al., 2004;
Friedman et al., 2000; Friedman, 2004; Segal et al., 2003; Toh, Horimoto, 2002;
Yeung, Tegnér, Collins, 2002). Nestas redes a relacédo de interdependéncia entre os
genes em um complexo sistema de interagéo e regulacédo pode ser prevista por meio
de métodos estatisticos e computacionais, gerando uma representacao da influéncia
reciproca de genes. Uma rede de co-expressao conecta pares de genes (nés) que
sédo significantemente co-expressos através de diferentes condigdes. Assim, o
primeiro passo para a criagdo de uma rede é a obtencao da correlagédo entre cada um
dos pares de genes analisados em uma tabela de correlagdo. O segundo passo é
escolher um valor de corte acima do qual todos os pares de genes sdo conectados.
As redes de co-expressao sao de grande interesse bioldgico, uma vez que genes co-
expressos provavelmente sdo controlados pelos mesmos mecanismos de regulacao
da transcricao, e assim provavelmente tém funcdes relacionadas ou sdo membros de
uma mesma via metabdlica ou complexo proteico (Weirauch, 2011).

Essas redes exibem propriedades estruturais distintas em comparagcdo com
outras redes bioldgicas, como as redes de interacdo proteina-proteina (PPI). Por
exemplo, estudos sobre Saccharomyces cerevisiae indicam que a alta correlacdo de
expressao génica ndo implica necessariamente em interagdes fisicas entre proteinas,
sugerindo que as redes de co-expressao refletem mais as redes regulatérias génicas
do que os PPIs (Xulvi-Brunet, Li, 2009). A hibridizacdo e o fluxo génico também
podem alterar significativamente esse tipo de rede, pois a mistura entre populacdes
leva a expressao génica correlacionada devido ao desequilibrio de ligagdo, em vez de



27

relagbes funcionais. Isso destaca a importancia de considerar a histéria evolutiva ao
interpretar esses resultados em populagdes naturais (Rogini, Bolnick, 2025). Esse tipo
de analise também se mostrara eficaz na previsdo de fungdes génicas, conforme
demonstrado em Aspergillus niger, onde mais de 70% dos genes foram representados
em uma rede de coexpressao recém-gerada. Essa rede superou os modelos
anteriores, mostrando seu potencial na elucidacdo de fendmenos complexos de
regulagado génica (Schape et al., 2023).

Um estudo sobre Lens ervoides investigou as redes de coexpressao de
linhagens endogamicas recombinantes (RILs) resistentes e suscetiveis e identificou
redes envolvidas na resisténcia contra patdgenos, associando médulos com altos
coeficientes de correlacdo com processos metabdlicos, além disso, hospedeiros
resistentes mostraram uma coexpressao mais forte de genes R, o que pode aumentar
a resisténcia (Cao, Banniza, 2024). Em Amorphophallus, a rede de co-expressao foi
usada para explorar mecanismos de resisténcia contra a doenga da podriddo mole,
identificando seis modulos correlacionados com a resisténcia, e genes-chave foram
identificados como potenciais reguladores da resisténcia (Gao et al., 2022). No trigo,
a analise da rede de co-expressao foi usada para estudar a pistilodia, encontrando
modulos associados a doenga e descobrindo que genes centrais e fatores de
transcrigdo, como HB e BES1, desempenham papéis importantes na sua regulagao
(Chen et al., 2022).

Um estudo sobre arroz usou co-expressao para investigar os mecanismos
moleculares da tolerancia ao frio, chegando em 26 mddulos de coexpressao, 12
altamente correlacionados com estresse ou recuperagao pelo frio, além de genes
envolvidos na regulacdo hormonal, autofagia e metabolismo do agucar foram
identificados como chave nessa resposta (Zeng et al., 2022). Um estudo no milho
identificou 12 modulos relacionados a tolerancia a baixas temperaturas, com genes
envolvidos em vias como regulagao do ciclo celular e sinalizagéo de auxina (Yu et al.,
2023). Um estudo sobre a planta do cha (Camellia sinensis) usou essas redes para
investigar os mecanismos regulatorios da biossintese de flavondides, chegando em
moddulos associados a biossintese de catequina, teanina e cafeina (Tai et al., 2018).
Na soja, uma rede de co-expressao em grande escala foi construida usando dados
de RNA-seq de 15 tecidos e encontrou moédulos associados a processos como

fotossintese, gliconeogénese e resposta ao estresse bidtico, com genes centrais
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envolvidos na regulagado da transcricdo e nas vias metabdlicas (Almeida-Silva et al.,
2020).

O método HRR (Hierarchical Random Rewiring) para construir redes de
coexpressao génica envolve uma abordagem sistematica para compreender as
relagbes complexas entre genes com base em seus dados de expressdo. Esse
meétodo incorpora modelos evolutivos que consideram tanto a duplicagdo quanto os
genes de novo, que sao essenciais para entender a integracdo de novos genes em
redes ancestrais (Gu et al., 2019). Assim, € possivel identificar estruturas modulares
hierarquicas dentro de redes de coexpressao génica, que sao indicativas de diferentes
funcbes génicas em varios niveis, finalizando com testes estatisticos usados para
validar as relagdes hierarquicas entre os moédulos, fornecendo informacgdes sobre a
organizacao funcional da rede (Zhang, 2012).

Ja o método HCCA (Hierarchical Clustering of Coexpression Analysis) é
utilizado para agrupamento em redes de coexpressdao génica, aproveitando as
relagdes entre os genes para identificar modulos funcionais. Essa técnica permite a
deteccdo de grupos sobrepostos de genes que podem participar de varios processos
biolégicos, aprimorando a compreenséo das interagdes génicas (Wang et al., 2010).
Além disso, ele pode integrar diversos conjuntos de dados de microarranjos para
formar uma rede de consenso, que reflete a proximidade funcional dos genes e atenua
os vieses de dados ausentes (Bhattacharyya, Bandyopadhyay, 2009).

O software Planet engloba varias ferramentas projetadas para analisar e
visualizar interagdes génicas em diferentes espécies com o intuito de construir redes
de coexpressao génica. Essa ferramenta serve como uma plataforma abrangente
para analises comparativas de redes de coexpressdao em plantas, facilitando a
previsao das fungdes dos genes e a transferéncia de conhecimento entre as espécies
(Mutwil et al., 2011; Proost, Mutwil, 2016). Outras ferramentas, como o DAPFinder e
o DAPview também fornecem funcionalidades para construir e comparar redes de
coexpressao génica, particularmente na distingado de associagdes gene-gene entre
fendtipos (Skinner et al., 2011). Além disso, o CoexpNetViz permite que os
pesquisadores utilizem seus préprios dados de expressao génica para gerar redes de
coexpressao multiespécies, aprimorando as capacidades de analise comparativa na

pesquisa de plantas (Tzfadia et al., 2016).
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Neste estudo, fornecemos ao leitor os fundamentos das redes regulatérias
transcricionais, com énfase na co-expressdao em cana-de-agucar. Comegamos com
uma visao geral das pesquisas e abordagens técnicas, seguida por um exame das
redes regulatérias da cana-de-agucar envolvidas no equilibrio fonte-dreno e no
processo de maturacdo, com foco em como os genes responsivos em eCO: se
comportam nesse meio. Finalmente, exploramos as redes especificas desses genes
responsivos para analisar suas principais ligacbes e enriquecimentos funcionais,

comparando também com a resposta em outras espécies de interesse.
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2 OBJETIVOS

O objetivo geral foi identificar transcritos envolvidos no balango fonte-dreno e
nos diferentes estagios de desenvolvimento de cana-de-agUcar que estejam
altamente relacionados a genes responsivos em ambientes de CO: elevado,
caracterizando assim suas interrelagées e enriquecimentos funcionais.

Finalmente, os objetivos especificos deste estudo foram:

1. Estabelecer as redes de co-expressédo durante o desenvolvimento
dos colmos e no balanco fonte-dreno pelo método correlagdo e separar em grupos
pelo método de clusterizacao;

2. ldentificar os transcritos responsivos (desenvolvimento e fonte-dreno)
em cada uma das redes obtidas;

3. Identificar os transcritos que respondem em eCO: em cana-de-
acucar nas redes de co-expressao obtidas;

4. Analisar os grupos de redes, e suas dinamicas transcricionais, para
cada gene de interesse em eCOz;

5. Analisar o enriquecimento funcional para cada rede;

6. Comparar evolutivamente as redes obtidas com outras redes
relacionadas em Arabidopsis thaliana e Oryza sativa.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Analise dos dados de expressao génica em larga escala

Dados brutos do Affymetrix GeneChip Sugarcane Genome Array (Affymetrix,
Santa Clara, CA, EUA) publicados por Casu et al. (2007) e McCormick, Cramer, Watt
(2008) foram obtidos do Gene Expression Omnibus (GEO
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/), com numero de acesso GEO GSE5021 e
GSE11934, respectivamente. Também foram utilizados os dados brutos de Souza et
al. (2008), estudo feito em colaboragdo com nosso grupo de pesquisa. No primeiro
estudo (Casu et al., 2007) os autores conseguiram identificar 119 transcritos que foram
diferencialmente expressos no colmo da cana-de-agucar (meristema, entrenés 1-3, 8
e 20) durante o desenvolvimento da variedade de cana-de-agucar Q117 cultivada no
campo. Na analise de McCormick, Cramer, Watt (2008), os autores manipularam os
niveis de agucar nas folhas, em Saccharum sp. hibrido cv. N19, cultivado em campo,
com doze meses de idade, por anelamento das folhas a frio (5°C) por 80 horas para
examinar os mecanismos em que o acumulo de acucar nas folhas afeta a atividade
fotossintética. Esse estudo identificou genes que respondem ao anelamento a frio (56
h), onde muitos deles (74) estdo envolvidos em vias metabdlicas primarias e
secundarias. Diminuicdo da expressao de genes relacionados a fotossintese e
aumento da expressao de genes envolvidos na particao assimilada, sintese da parede
celular, metabolismo do fosfato e estresse também foram observados. Ja no terceiro
estudo (Souza et al., 2008), foram analisados os efeitos do CO: elevado na
fotossintese, no desenvolvimento e no metabolismo de carboidratos em Saccharum
sp. Esse estudo mostrou aumento de 30% na fotossintese das plantas do
experimento, além de aumento de aproximadamente 40% no teor de biomassa e
sacarose, baixas taxas de condutancia estomatica e uso mais eficiente da agua. O
trabalho também identificou 33 genes com expressao diferencial nas folhas de plantas
que cresceram em alta concentragédo de CO: (13 reprimidos e 20 induzidos), sendo
0s genes induzidos relacionados principalmente a fotossintese e ao desenvolvimento.
O dado suplementar 1 traz uma tabela que compara os principais métodos utilizados
nos trés trabalhos analisados. Os genes que aparecem expressos diferencialmente
no artigo de Souza et al. (2008) foram usados no presente como isca para investigar
redes do desenvolvimento e da relagdo fonte-dreno em bases de dados geradas a
partir de artigos de Casu et al. (2007) e McCormick, Cramer, Watt (2008).


http://www/
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Os dados em formato CEL foram normalizados aplicando-se Robust Multiarray
Analysis (RMA) (Irizarry, 2003), utilizando o software RMAExpress (Bolstad et al.,
2003), com posterior normalizagdo por gene, para a mediana. Todas as sondas
correspondentes a sequéncias controlem foram removidas da analise de rede, e os
niveis de expressao normalizados foram entdo adequados para a analise de co-

expressao.

3.2 Construcao de rede de co-expressao

Redes de co-expressdo génica foram construidas a partir dos arquivos pré-
processados usando a versao autbnoma do software PlaNet (Mutwil et al., 2011) que
utiliza a correlacdo de Pearson para construir matriz de correlagao entre genes. Para
visualizacdao das relagcdes de expressao, foi utilizado o HRR entre quaisquer dois
genes como medida (Mutwil et al., 2011), visto que associacbes baseadas em
classificacdo produzem analises robustas de co-expressdo (Obayashi, Kinoshita,
2009). Utilizamos o valor de HRR que otimizou a relevancia biologica (corte de HRR
de 30) das redes.

Uma rede de co-expressao em larga escala foi gerada pelo Heuristic Cluster
Chiseling Algorithm, HCCA, (Mutwil et al., 2011). Para particionar a rede em clusters,
usamos o0 HCCA com 3 passos de distancia do n6 semente e tamanhos de cluster
desejados variando de 40 a 400. Finalmente, conectamos os clusters com base em
relacdes de co-expressao mutua para formar uma rede de clusters, onde quaisquer
dois clusters na meta-rede sdo conectados se as somas dos pesos das bordas
compartilhadas entre eles forem significativas e a pontuagcdo de conectividade
exceder 0,02, de acordo com Mutwil et al. (2010). Finalmente, o pacote Cytoscape
(Shannon et al., 2003) foi utilizado para calcular o layout do modelo das redes. Os
clusters resultantes (disponiveis em http://sysbiol.ib.unicamp.br/SugarcaneNetwork)
apresentam genes Cco-expressos, presumivelmente envolvidos em processos
bioldgicos relacionados.

A partir da rede de co-expressao principal, foram construidas redes de
vizinhanga para sondas marcadas como responsivas para eCOz no trabalho de Souza
et al. (2008). Para essa construcdo, foram testados diferentes métodos: redes com
até segundos vizinhos totais, redes com até terceiros vizinhos totais, redes com até
segundos vizinhos filtradas (mantendo os primeiros vizinhos, mas apenas o0s
segundos vizinhos com HRR<10) e redes com até terceiros vizinhos filtradas
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(mantendo os primeiros vizinhos, mas apenas 0s segundos e terceiros vizinhos com
HRR<10). As anadlises de enriquecimento MapMan foram realizadas para todas as
redes geradas em todos os testes. Por fim, foram escolhidas para andlise mais
aprofundadas as redes com até trés vizinhos totais.

3.3 Anadlise espaco-temporal da expressao génica por topologia e
comparacao evolutiva de redes

As redes génicas da cana-de-agucar responsivas ao processo de maturagao e
a relagao fonte-dreno foram submetidas a andlise da expressao génica sobre a
topologia da rede, através do software ViaComplex (Castro et al., 2009) e do pacote
levi do software R. A comparagéo evolutiva das redes foi realizada comparando a
topologia das redes de cana-de-agUcar, Arabidopsis thaliana, e Oryza stativa,
utilizando os dados de co-expressao obtidos do portal PlaNet (Mutwil et al., 2011). A
visualizacdo em Hive Plots das relagdes evolutivamente conservadas nas redes de
co-expressdo dessas espécies de plantas foi realizada com software JHIVE
(https://hiveplot.com).

3.4 Ontologia génica, identificacao de ortologia, anotacdo e

enriquecimento funcional MapMan

Em estudo de nosso grupo (Vicentini et al., 2012) conduzimos a classificacao
ortologica da atual colecao EST de cana-de-agucar disponivel ao publico. Utilizando
esta classificacao foi possivel associar os transcritos analisados a seus ortélogos no
conjunto de dados dos proteomas de Viridiplantae (Arabidopsis thaliana, Populus
trichocarpa, Oryza sativa, Sorghum bicolor, Selaginella moellendorffii. e
Physcomitrella patens). A anotacao funcional dos transcritos foi feita com termos de
categorias MapMan (Thimm et al.,, 2004) usando BLASTx (e-value < 10-5). O
enriquecimento do MapMan foi calculado selecionando termos anotados, em cada
rede, que mostram um enriquecimento ou esgotamento significativo (teste de Fisher
p-value <= 0.05) em relacao a toda a anotacdo do MapMan do conjunto de cana-de-
acucar obtido do site do MapMan. Tanto os dados das redes de co-expressao quanto
as anotagbes e enriquecimento funcionais estdo  disponiveis em

http://sysbiol.ib.unicamp.br/SugarcaneNetwork. As analises de conjunto foram

realizadas através do software Venny 2.1 (Oliveros, 2015,

https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/vennyy/).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacao inicial

Neste estudo foram utilizados dados provenientes dos trabalhos de Casu et al.
(2007) e McCormick, Cramer, Watt (2008), que analisaram o desenvolvimento do
colmo e a relacdo fonte-dreno na folha da cana-de-agucar, respectivamente. Na
analise de Casu et al. (2007) foram identificados um total de 124 sondas
correspondentes a 119 transcritos expressos diferencialmente durante o
desenvolvimento do colmo. Esses transcritos foram caracterizados principalmente
como membros da superfamilia celulose sintase, sendo estes das familias celulose
sintase A e (CesA) e celulose sintase-like (Csl), exibindo uma expressao coordenada
durante o desenvolvimento do colmo. Além disso, também foi determinado que outros
transcritos envolvidos no metabolismo e lignificacdo da parede celular foram co-
expressos com membros das familias dos genes CesA e Csl.

Ja na analise feita por McCormick, Cramer, Watt (2008) com o aumento de
sacarose na folha, um conjunto de 407 sondas de cana-de-acucar foi expresso
diferencialmente, advindos de um total de 8.236 conjuntos de sondas comparados
entre o experimento e o controle. Os autores entdo identificaram 143 sondas em seis
categorias para analises adicionais, com a inteng&o de focar os resultados da matriz
em eventos relacionados aos carboidratos foliares e ao status fotossintético. As
categorias foram: metabolismo de carboidratos, fotossintese (reacbes de luz e
escuridao); sinalizacao de agucar, transporte e metabolismo de Pi, metabolismo
mitocondrial, metabolismo da parede celular e resposta ao estresse. Dentro desses
grupos, um total de 74 transcritos foram representadas por McCormick, Cramer, Watt
(2008).

Além dos dados de ambos os trabalhos, ndés também utilizamos dados
provenientes da andlise de Souza et al. (2008) acerca da resposta da cana-de-agucar
a altos niveis de CO2 atmosférico. Esse trabalho, feito também através de analises de
microarray, indicou um total de 33 genes expressos diferencialmente em pelo menos
uma das amostras analisadas. Ao agruparem esses genes em categorias funcionais,
analisando com foco em inducado e repressao, os genes que foram induzidos estao

nas categorias de fotossintese, metabolismo de carboidratos, proteinas, lipidios e
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acidos nucleicos, enquanto os reprimidos foram classificados como fatores de

transcricdo e genes de resposta ao estresse.

4.2 Redes de co-expressao génica e de clusterizacao

As sondas Affymetrix vindas dos trabalhos de Casu et al. (2007) e McCormick,
Cramer, Watt (2008) foram utilizadas para a criagcdo de uma rede de co-expresséo
génica pelo método de correlagao (Figura 3). Apesar da utilizagao dados de ambos os
estudos na construgdo dessa rede, ndo € todo o conjunto de sondas encontrado
nessas andlises que esta presente na rede final. Isso acontece, pois uma rede de co-
expressao s6 pode ser gerada através de uma similaridade entre os niveis de
expressao de dois ou mais genes, ou seja, acima de um certo limite de similaridade,
genes e pares de genes formam uma lista de nés e arestas correspondentes a partir
dos quais a rede é construida (Serin et al., 2016). Assim, apenas os conjuntos génicos
que apresentaram correlagcdo na expressdao compdem a nossa rede final.

Importante antes diferenciarmos o conceito de sonda e gene, que serao
bastante debatidos em nossas analises. Os genes sao partes do cédigo genético,
considerados a unidade béasica de herancga, que contém as informacdes necessarias
para especificar as caracteristicas de cada individuo (Green, 2024). J4 as sondas sao
fragmentos de DNA, escolhidos para registrar a expressao de determinados genes,
de modo que um conjunto de sondas pode estar associado a apenas um gene (Liu et
al., 2003). Isso significa que algumas das sondas analisadas nesse trabalho podem
corresponder a um mesmo gene na pratica.

A rede total possui 7.960 nés e 46.372 arestas ligando esses nés. Nessa rede,
os nés indicam as sondas utilizadas, enquanto as arestas mostram as relagdes entre
0os genes. Posteriormente, os genes identificados com expressao diferencial na
analise da cana-de-acucar em altas concentracbes de CO:2 que aparecerem no
conjunto que compde essa rede serdo analisados separadamente em detalhes.

A partir da rede de co-expressdo em cana-de-agucar apresentada na Figura 3,
0 agrupamento dos genes co-expressos foi obtido através do método HCCA (Mutwil
et al.,, 2011). Esse método agrupa os genes com niveis de expressdo mais
correlacionados (Murad, 2013). Ao todo, foram encontrados 81 clusters,
correspondentes as 7.960 sondas, e interligados por 195 arestas (Figura 4). Para cada
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cluster foi realizada uma anadlise de enriquecimento funcional pelo MapMan (Dado
Suplementar 2).

A Tabela 1 faz um resumo das caracteristicas da rede de co-expressao de
cana-de-agucar. As sondas utilizadas na formacao da rede foram organizadas em 653

termos de anotagcao MapMan.
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Figura 3: Rede de co-expressao génica de cana-de-agucar. Os nds sdo conjuntos de sondas do
Affymetrix GeneChip Sugarcane Array. As arestas indicam co-expressao significativa entre conjuntos

de sondas acima de um limite rigido (r >= 0.8).
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Figura 4: Meta-rede de clusters de genes co-expressos gerados por HCCA. Os clusters sdo
compostos por genes de balango fonte-dreno, processo de maturagao e resposta ao COz. Os clusters
que apresentam genes responsivos para o aumento de CO: estdo marcados em azul.

Conjuntos de sondas na rede de co-expressao 7.960
Arestas na rede 46.372
Clusters HCCA 81
Termos funcionais do MapMan anotados 653

N® de genes significativamente regulados relatados neste estudo 526

Clusters de HCCA com genes significativamente regulados 69

Tabela 1: Caracteristicas das analises de co-expressao génica obtida para cana-de-agucar.

4.3 Sondas responsivas em eCO2 presentes na rede de co-expressao

Dos 33 genes responsivos para eCOz2 cana-de-agucar identificados por Souza
et al., (2008), foram separados aqueles associados a uma ou mais sondas Affymetrix
presentes na rede para compor nossas analises. Ao todo, 13 genes responsivos a
eCO2 foram correspondentes a 21 sondas presentes na rede de co-expressao. Com
relacdo aos clusters, 13 destes apresentam uma ou mais sondas que responderam
ao aumento de COg, sendo estes os clusters c03, c06, c07, c13, c14, c20, c25, c32,
c34, c44, c45, c74 e c77. A Tabela 2 traz a lista completa de sondas responsivas a
eCO:z2 do trabalho de Souza et al. (2008) que fazem parte da rede de co-expressao,
com seus respectivos genes correspondentes e o cluster ao qual a sonda pertence.



Gene Sonda Cluster
SCCCLR1072G07.g* Sof.4193.2.51_at 3
SCEPRZ1010F07.g Sof.3557.1.S1_a_at 6
SCACLR2007B05.g  Sof.2957.1.S1_at 6
SCCCLR2002F08.g  Sof.3124.1.S1_s_at 7
SCCCRZ2C01H04.g* Sof.3446.2.S1_at 13
SCCCRZ2C01HO04.9* Sof.3446.2.51_s_at 13
SCCCRZ2C01H04.g* Sof.3446.2.S1_x_at 13
SCCCRZ2C01H04.g* Sof.3446.3.S1_a_at 13
SCCCRZ2C01HO04.9* Sof.3446.3.51_x_at 13
SCQSRT1034D03.g Sof.3182.1.S1_at 14
SCEZLR1031A03.g  Sof.4943.1.S1_at 20
SCVPRT2079H06.g Sof.4519.1.S1_at 20
SCCCLR1072G07.g* Sof.4193.1.S1_at 25
SCBFLR1046C09.g  Sof.3569.1.S1_at 25
SCCCLR1072G07.g* Sof.4193.3.A1_at 32
SCCCCL3005E10.b  Sof.2388.1.S1_at 34
SCAGLR1043E03.g Sof.1525.1.S1_at 44
SCVPRT2075B03.g  Sof.1877.1.A1_at 45
SCCCLR1079A02.g* $Sof.5198.1.51_a_at 74
SCCCLR1079A02.g* $So0f.5198.3.51_a_at 74
SCCCLR1079A02.g* Sof.5198.3.51_at 77
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Tabela 2: Lista de genes de cana-de-agucar responsivos a eCO; identificados por Souza et al.

(2008) que possuem sondas presentes na rede de co-expressao, com seus respectivos

clusters. Sondas correspondentes ao mesmo gene estao marcadas com um asterisco e grafadas na

4.4 Analise de clusters com transcritos responsivos em eCO:2

mesma Cor.

Para cada cluster com sondas responsivas em alto COz foi criada uma rede de

correlacdo menor, contendo todas as sondas pertencentes ao cluster em questao,

com base na rede maior ja construida na Figura 3. A Figura 5 traz as 13 redes

correspondentes a cada um dos clusters. Na parte inferior de cada rede esta o

enriquecimento do MapMan para o cluster que gerou a rede. Ao lado de cada rede

estdao o numero de nds e o nimero de arestas desta. Em cada rede, os n6s marcados

em azul correspondem as sondas responsivas em eCOz, o verde representa sondas
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que respondem a analise de desenvolvimento do colmo, e em vermelho e laranja
estdo as sondas responsivas a analise de fonte-dreno, sendo que as em vermelho
fazem parte do conjunto geral de sondas, enquanto as que possuem cor laranja fazem
parte do conjunto especifico desse trabalho. Os ndés marcados com cor roxa
representam sondas que respondem tanto no trabalho de CO:2 elevado quanto na
analise de fonte-dreno, e aquelas com cor marrom respondem tanto para fonte-dreno
quanto no desenvolvimento do colmo. Nés falaremos melhor sobre essas sondas em
comum entre duas analises posteriormente.

Os clusters com as maiores redes sdo c06 (254 nés), ¢25 (207 nds) e c03 (195
nds), enquanto aqueles com as menores redes sao c44 (74 nés), c32 (83 nds) e c74
(85 nbs). As redes dos clusters ¢32 e ¢77 possuem apenas uma sonda responsiva
para eCO2 e nenhuma outra que responda as analises de fonte-dreno ou
desenvolvimento do colmo. O enriquecimento do cluster c32 esta ligado ao
metabolismo secundario de flavonoides antocianinas, enquanto o enriquecimento da
sonda de CO:2 dessa rede é relacionado ao fator de iniciacado translacional elF-4A.

O metabolismo secundario dos flavonoides, incluindo as antocianinas, pode ser
regulado por vérios fatores. No geral, a regulacdo da biossintese de antocianinas
envolve uma rede complexa de processos, com o complexo MBW e os fatores de
iniciacdo da traducao desempenhando papeis importantes (Zhang et al., 2008). Além
da participacao de alguns fatores de transcrigéo e fatores de iniciacao translacional,
proteinas ribossémicas e genes relacionados ao complexo proteico SKP1-CUL1-F-
box também desempenham um papel na regulacao translacional e pés-traducéao da
biossintese de antocianinas (Aizza, Dornelas, 2015). O fator de iniciacdo da tradugéo
elF-4A em si nas plantas estd envolvido na regulacdo da sintese proteica e
desempenha um papel no controle do inicio da tradug¢édo quando a fotossintese varia
(Dutt et al., 2015), o que pode explicar sua regulacao diferenciada em eCO:x.

Ja o enriquecimento do c77 é ligado ao desenvolvimento de embriogénese
tardia, enquanto a sonda de eCO:2 que pertence a esse cluster se relaciona com a
enzima Cafeoil-CoA 3-O-metiltransferase 1 (CCoAOMT1). Essa enzima esta
envolvida na biossintese de lignina e foi estudada em varias espécies de plantas.
Assim, a CCoAOMT1 pode estar relacionada ao processo de embriogénese pois a
biossintese de lignina e a lignificacdo da parede celular sdo etapas criticas na
formacao de embrides vegetais (Park et al., 2011). A clonagem de um ortélogo de
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CCoAomt de Hibiscus cannabinus L. também demonstrou sua expressao em varios
tecidos e 6rgaos durante o desenvolvimento (Ghosh et al., 2012). A mudanca na
regulacao da enzima CCoAOMT1 em eCOz pode ter acontecido pois essa enzima
pode desempenhar um papel no aumento da fotossintese e na resisténcia ao

estresse, reagées comuns da planta nessas condi¢des (Zhao et al., 2021).
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Figura 5: Conjunto de redes de correlagido para os clusters com sondas responsivas para
eCOs. A cor azul representa sondas responsivas para eCOz, o verde representa sondas responsivas
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no desenvolvimento do colmo, em vermelho estdo as que respondem em analise de fonte-dreno no
conjunto geral e em laranja estdo as do conjunto menor de fonte-dreno. Sondas responsivas para
eCO: e fonte-dreno estdo marcadas em roxo e aquelas que respondem ao desenvolvimento do colmo
e fonte-dreno estdo em marrom.

Por outro lado, os clusters c07, c13 e c6 sdo 0os que possuem mais sondas
responsivas das trés analises, com 30, 26 e 24 sondas responsivas em cada cluster,
respectivamente. O cluster c07 possui enriqguecimento ligado a degradacao de
proteinas, e a sonda responsiva para alto CO:z presente nessa rede € enriquecida
como proteina ligada a dorméncia. O processo de dorméncia das sementes € bastante
complexo e envolve uma série de reacgdes, entre elas a degradacéao e formacao de
proteinas. Por exemplo, o hormdnio giberelina presta um papel crucial na germinagao
das sementes, e uma proteina chamada DELLA pode interagir com o receptor celular
de giberelinas, impedindo a germinacgéo, assim, a degradacao dessa proteina € um
dos processos que induzem a germinacao da semente (Pawtowski, Staszak, 2016;
Ueguchi-Tanaka et al., 2005). Ja foi relatado que a presenca de CO:2 elevado no meio
pode influenciar nos padrées de dorméncia das sementes. A taxa de germinagao pode
ser promovida pelo COz aplicado exogenamente, mas as sementes que néo
germinem na presenga de COz2 podem entrar em uma fase secundéria de dorméncia,
0 que também acontece em certas condicoes de estresse (Aanderud et al., 2015;
Debska et al., 2013).

O enriquecimento do cluster c13 esta relacionado a ligacao, quelagao e
armazenamento de metal, enquanto 0 gene correspondente as cinco sondas
presentes nesse cluster (SCCCRZ2C01H04.g) tem enriquecimento relacionado a
ferritina. As ferritinas sao proteinas de armazenamento de ferro essenciais para o
metabolismo celular, com fun¢des na suplementacdo desse metal e na entrega de
nutrientes (Chang, Lv, Zhao, 2023). A ferritina nas plantas também desempenha um
papel na fisiologia vegetal, incluindo armazenamento de ferro e protegdao contra o
estresse oxidativo, pois sao responsaveis por reservar ferro de uma forma segura e
biodisponivel (Briat et al., 2010; Lima, 2007). A mudanga na expressao de um gene
ligado a ferritina sob alto CO2 pode ser explicada, pois nos vegetais o ferro € um
elemento chave necessario para a fixacdo de CO2 e producao de biomassa, e em
individuos sem essa proteina pode ocorrer a diminuicao da fixacdo de COz, sugerindo
que a cadeia fotossintética de transferéncia de elétrons € menos eficientemente

utilizada pelas enzimas do ciclo de Calvin na auséncia de ferritinas (Briat et al., 2010).
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Ja no cluster c6, o enriqguecimento esté ligado ao estresse abibtico por calor, e
ambas as sondas responsivas para eCOz2 presentes nesse cluster sao relacionadas a
uma proteina induzida por luz. O estresse abidtico, particularmente o estresse térmico,
pode exercer um impacto significativo na fotossintese nas plantas, e,
consequentemente, nas proteinas envolvidas nesse processo. O estresse térmico
esta relacionado a um declinio na capacidade fotossintética, afetando o crescimento
das plantas e a produtividade da cultura (Swami, Munjal, Deswal, 2021). Além disso,
os locais sensiveis ao calor no aparato fotossintético, como o complexo de evolugcéao
de oxigénio do fotossistema Il e da enzima Ribulose-1,5-Bisfosfato Carboxilase
Oxigenase (RuBisCQO), também podem ser diretamente afetados por esse estresse
(Muhammad et al., 2021).

Utilizando entdo os dados provenientes das anélises de fonte-dreno,
desenvolvimento de colmo e efeitos do eCO2 na cana, foi montada uma tabela com a
quantidade de sondas responsivas, além do termo de enriquecimento do MapMan
para cada um dos clusters criados. Essa tabela completa pode ser encontrada como
dado suplementar deste trabalho (Dado suplementar 3). Na tabela 3 estédo
apresentados esses dados apenas para 0s clusters que possuem sondas responsivas
para o aumento de COz, que é o foco de nossa analise.

Ao todo, a tabela conta com os 13 clusters com sondas responsivas para eCOz,
sendo que o cluster ¢13 foi o que apresentou 0 maior numero de sondas responsivas
nessa analise (cinco no total), enquanto todos os outros apresentaram uma ou duas
sondas responsivas. Apesar de possuir o0 maior numero de sondas responsivas, é
importante destacar que as cinco sondas que respondem ao alto COz do cluster c13
na verdade correspondem a um unico gene, como consta na tabela 2. Esse também
€ 0 cluster com a maior proporcao de sondas responsivas no geral (24,8%), seguido
dos clusters c07 (17,79%) e c74 (11,76%). O principal termo enriquecido desse cluster
diz respeito a ligacdo, quelagdo e armazenamento de metal, como ja mencionado. Ja
para o cluster c07, o enriquecimento esta ligado a degradacédo de proteina, dado
também ja mencionado. Por fim, para o ¢74 a funcao foi associada ao DNA em geral.
Com relagcdo ao enriquecimento dos clusters responsivos em geral, os principais
termos presentes, que aparecem em mais de um cluster, sdo a modificacdo e

degradacao de proteina, estresse e organizacao e transporte celular (tabela 3).
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Genes Des.
Genes Prop. P- Fonte-
Cluster Top termo MapMan ho . do eCO:
responsivos (%) value dreno
cluster colmo
c03 Estresse 196 8 4.08 0.0 2,3 2 1
c6 Estresse calor 254 25
9.84 0.0 4,19 1,1
abiotico
c07  Degradagao de 163 29
1779 0.0 28 1
proteinas
c13  Ligagéo, quelacéo e 125 31
armazenamento de 24.8 0.0 26 5
metal
c14  Modificagdo pds- 155 11
7.09 0.0 10 1
traducao de proteina
c20  Transporte de 180 6
3.33 0.0 4 1,1
vesiculas celulares
c25 Organizagéo celular 207 19 9.18 0.0 16, 1 1,1
€32  Metabolismo 83 1
secundario
1.2 0.01 1
flavonoides
antocianinas.
c34  Sintese de 101 2
precursores de 1.98 0.027 1 1
parede celular AXS
c44  Sinalizagdo de MAP 74 4
) 5.40 0.0 3 1
guinases
c45 Emenda de 111 13
processamento de 11.71  0.003 11 1 1
RNA
c74 DNA nio 85 10
11.76 0.012 5 2,1 2
especificado
c77 Desenvolvimento 86 1
embriogénese tardia 1.16 0.0 1

abundante

Tabela 3: Principais termos funcionais de enriquecimento MapMan para clusters de HCCA
compostos por genes significativamente regulados na resposta ao eCO,. Os numeros em azul
indicam genes regulados negativamente, enquanto os escritos em vermelho sao regulados
positivamente na analise. Em roxo estdo aqueles cuja regulacdo é ao mesmo tempo positiva e

negativa nos diferentes experimentos do trabalho que os analisou.
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A modificacdo e degradacao de proteinas aparece como um dos principais
termos enriquecidos nos clusters com genes responsivos para alto COz. A degradacao
de proteinas nas plantas pode ser influenciada por niveis elevados de diéxido de
carbono atmosférico. Ja foi observado que a exposi¢do de plantas a CO:z elevado
pode resultar em aumento do estresse oxidativo e carbonilagdo de proteinas nas
plantas (Ishihara et al., 2021). Além disso, técnicas de meta-andlise revelaram que as
principais culturas alimentares, incluindo arroz e trigo, ttm menores concentracdes de
proteina quando cultivadas sob condicdes elevadas de COz2 (Taub, Miller, Allen, 2008).
Essas descobertas sugerem que o aumento das concentragdes de CO2 na atmosfera
provavelmente diminuira a concentracdo de proteina de muitos alimentos vegetais
humanos, afetando sua qualidade nutricional (Nimmo et al., 1990).

A resposta ao estresse € outro termo enriquecido com maior frequéncia nos
clusters com genes responsivos. Ja foi reportado em algumas analises que o COz2
elevado pode mitigar os impactos negativos do estresse nas plantas. No geral, essa
condicao desempenha um papel significativo na mitigagdo dos impactos negativos do
estresse, promovendo a assimilacdo de carbono, reduzindo os danos oxidativos e
melhorando o crescimento. Em alguns casos, altos niveis de CO2 podem promover a
assimilacao de carbono, aumentar os niveis de acidos graxos (FA) e reduzir o dano
oxidativo em plantas sob essas condicdes (Xi et al., 2023). Além disso, o alto CO2
pode melhorar o crescimento das plantas e atuar reduzindo a toxicidade de metais
pesados como o vanadio (V) (Alsherif, AbdElgawad, 2023). A inducao da biossintese
de glucosinolato alifatico (GL) foi identificada como o principal efeito do eCO2 em
folhas estressadas pela seca, o que também contribui para o efeito mitigador do
estresse do eCOz2 (AbdElgawad et al., 2023).

A organizagdo e transporte celular também estdo entre os termos mais
enriquecidos nos clusters analisados na tabela 3, o que é explicado pois a elevada
concentracdao atmosférica de CO2 pode afetar a organizacdo e o transporte celular
nas plantas. A exposicado a altos niveis de CO2 é capaz de induzir mudancas na
divisdo celular, expansao e taxas de ciclagem, levando até a alteracées na estrutura
da planta no nivel do 6rgao (Sharma, Sinha, Bhatnagar, 2014). O cloroplasto é
particularmente afetado pelo alto teor de CO2, com acumulo de amido e distor¢ao dos
tilacéides (Gamage et al., 2018). O aumento da fotossintese sob alto CO2 precisa ser

acompanhado por um aumento no numero de mitocondrias para atender as demandas
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de energia celular (Kaldenhoff, 2012). Estudos também mostraram alteragbes
ultraestruturais em peroxissomos, reticulo endoplasmatico, complexo golgiense e
citoesqueleto devido ao enriquecimento de COz (Pritchard et al., 1999).

Com o objetivo de comparar os conjuntos de sondas responsivas dos trés
trabalhos analisados, as 407 sondas provenientes do trabalho que analisa a relagao
fonte-dreno (McCormick, Cramer, Watt, 2008), 124 vindas da analise de
desenvolvimento do colmo (Casu et al., 2007) e 21 que respondem ao CO:2 elevado
(Souza et al., 2008) foram organizadas em um diagrama de Venn (Figura 6). O
diagrama mostra que das 21 sondas responsivas para eCOz2, sete também fazem
parte do conjunto de sondas da analise de fonte-dreno. Além disso, nove das 407
sondas de fonte-dreno sdo compartilhadas com o conjunto de 124 sondas vindas da
analise do desenvolvimento do colmo. A presenca de sondas em comum entre as
analises de eCO:2 e fonte-dreno é esperada, pois esta € a que apresenta o maior
namero de sondas responsivas entre as trés. Além disso, existe uma relagdo bastante
proxima conhecida entre o aumento de CO2 no ambiente e 0 aumento da taxa
fotossintética na planta por conta da maior disponibilidade de gas carbbénico na
atmosfera (Wang, Wang, Liu, 2022).

As sete sondas em comum entre a resposta ao CO2 e a analise de fonte-dreno
correspondem a trés genes pertencentes aos clusters c6, c13 e ¢25. As cinco sondas
do cluster c13 em comum entre os dois trabalhos sdo as mesmas que aparecem na
Tabela 2, e que fazem desse cluster o que possui a maior quantidade de sondas que
respondem ao aumento de CO2. A sonda pertencente ao cluster c25 que é
compartilhada entre as analises de fonte-dreno e aumento de COz, no trabalho de
McCormick, Cramer, Watt (2008) faz parte do subconjunto selecionado pelos autores
focado em eventos relacionados aos carboidratos foliares e ao status fotossintético.
Com relacao ao enriquecimento desses genes, segundo Souza et al. (2008), o gene
cuja sonda pertence ao cluster c6 aparece como percursor de uma proteina induzida
por luz, o que corresponde as sondas do clusterc13 esta ligado a producéao de ferritina
(como ja discutido anteriormente) e o correspondente a sonda do cluster c25 foi
relacionado a enzima xiloglucano endo-transglicosilase/hidrolase (XTH).
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Figura 6: Diagrama de Venn comparando o conjunto de sondas vindas das andlises de fonte-dreno
(McCormick, Cramer, Watt, 2008), desenvolvimento do colmo (Casu et al., 2007) e resposta ao eCO:>
(Souza et al., 2008).

A producdo de uma proteina induzida por luz pela sonda do cluster c6 em
comum entre os trabalhos de CO:2 elevado e fonte-dreno faz sentido, pois quanto
maior 0 gas carbénico disponivel no ambiente, maior a produgéo fotossintética da
planta, o que ativa proteinas induzidas por luz. As referéncias mostram que proteinas
induzidas pela luz nas plantas podem ser afetadas por niveis elevados de COz2 e essa
resposta pode variar dependendo da espécie vegetal e das condicdes ambientais.
Sabemos que niveis elevados de CO2 podem induzem mudanc¢as na abundancia de
proteinas envolvidas na fotossintese e no metabolismo antioxidante nas plantas
(Basso et al., 2022). A alta intensidade de luz também pode aumentar os niveis de
proteinas envolvidas na fotossintese e no metabolismo antioxidante, provavelmente
devido ao estresse oxidativo (Yu et al., 2014).

A enzima XTH, relacionada ao gene do cluster c25 compartilhado entre os
trabalhos de alto COz2 e fonte-dreno esta envolvida na regulagédo da extensibilidade da
parede celular e das respostas ao estresse, desempenhando um papel na resisténcia
das plantas ao estresse abiodtico. Estudos demonstram que esses genes estao
associados ao estresse hidrico no trigo (Han et al., 2023), ao estresse por cadmio em
Boehmeria nivea (L.) Gaudich. (Ma et al., 2022) e a abscisao de frutos na lichia (Litchi
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chinensis Sonn.) (Hrmova, Stratilova, Stratilova, 2022). Além disso, a expressao
diferencial de genes relacionados a biossintese de carboidratos na cana-de-agucar,
como glicose-6-fosfato desidrogenase e xiloglucano endo-transglicosilase/hidrolase
sob condi¢des de CO2 elevado (Souza et al., 2008) pode explicar a provavel regulacao
de mecanismos relacionados ao controle do crescimento e o consequente acumulo
de biomassa em plantas C4 (Silva, Alves, Zingaretti, 2020).

Finalmente, no que diz respeito as nove sondas compartilihadas entre os
trabalhos de analise de fonte-dreno e desenvolvimento do colmo, trés sao
pertencentes ao cluster ¢33 e duas fazem parte do cluster c63, enquanto os clusters
c10, c21, c26 e c52 possuem uma sonda desse conjunto. A andlise de enriquecimento
dessas sondas mostra que trés delas estédo relacionadas com proteinas histonas, mas
ha outras fungdes, como peroxidase, anexina, precursor de fitossulfocina-alfa 1,
proteinas semelhante a fasciclina e de ligacao lipidica e subunidade catalitica da
celulose sintase 11. A lista completa das sondas em comum com os trabalhos de CO2
e fonte-dreno e entre os trabalhos de fonte-dreno e desenvolvimento do colmo, com
as informagdes dos genes e enriquecimento funcional, est4 disponivel como dado
suplementar desse estudo (Dado suplementar 4). Como 0 nosso objetivo principal é
analisar apenas 0s genes que respondem ao alto CO2 na rede geral, n6s focaremos

os resultados nesse conjunto de sondas.

4.5 Analise espacgo-temporal e evolutiva da expressiao génica por
topologia de rede

As redes criadas a partir dos clusters com sondas responsivas para CO2 foram
entdo submetidas a anéalise da expressao génica sobre a topologia da rede e analise
de conservacao evolutiva. Os resultados de ambas as analises para cada uma das
redes de clusters serdo apresentados e discutidos individualmente. A analise de
expressao aparece sempre em duas imagens, sendo em “A” referente a expressao do
conjunto génico no desenvolvimento do colmo e em "B” referente ao balanco fonte-
dreno. Ja a analise de conservacgéao evolutiva é apresentada em C e gera uma imagem
contendo trés pares de eixos, sendo dois referentes a rede em cana-de-agucar (eixos
al e a?’), dois a Arabidopsis thaliana (eixos a2 e a2’) e dois ao arroz (eixos a3 e a3’).
A Figura 7 mostra ambas as analises para a rede do cluster c03.

As analises de expressao desse cluster para desenvolvimento do colmo mostra

um padrao de expressao de rede mediano, com a expressao levemente aumentada
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na extremidade direita da topologia da rede. Ja a expressao para fonte-dreno
apresenta um perfil de expressdo mais reprimido em quase toda a rede, com essa
expressdo aumentada também a direita da topologia. Analisando a anotagdo dos
transcritos que compde a rede do cluster c03, podemos destacar aqueles ligados a
sintese do metabolismo de aminoacidos, metabolismo secundario de isoprenoides e
modificagdo pos-traducional da proteina quinase, todos com nivel de expressao
mediano durante o desenvolvimento do colmo, porém reprimido no balango fonte-
dreno. Por outro lado, um transcrito relacionado com a sintese do metabolismo de
aminoacidos da familia do aspartato metionina cistationina gama-sintase se mostrou

reprimido em ambas as analises.
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Figura 7: Analises de expressao génica (A e B) e evolutiva (C) para a rede de co-expressao do
cluster c03.

Focando na analise evolutiva desse cluster em comparagao com Arabidopsis e
arroz, podemos notar que esta se encontra bem conservada, porém com um nivel de
conservagao levemente mais alto quando comparada cana (eixos a1 e a1’) com arroz
(eixos a3 e a3’) do que com Arabidopsis (eixos a2 e a2’), o que pode indicar que as
relagdes trazidas nessa rede s&o mais relacionadas com o metabolismo de gramineas
do que de grupos maiores de plantas.

A Figura 8 apresenta as analises de expressdo em desenvolvimento do colmo
e fonte-dreno para o cluster c06, além da comparacao evolutiva da rede desse mesmo
cluster com as redes de Arabidopsis e arroz. Os enriquecimentos de alguns transcritos
dessa rede foram identificados, dentre eles: S transferases (GSTs); cofator e
metabolismo da vitamina e tiamina; regulacado da transcricdo do RNA (AP2/EREBP,
familia de proteinas de ligacdo ao elemento responsivo ao etileno APETALA2);
oxidases - cobre, flavona; regulagdo da transcricao do RNA (familia de fatores de
transcricao bZIP) e regulagao da transcricao de RNA (familia de fatores de transcrigao
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pseudo ARR). Dentre genes identificados, apenas um ja estava marcada como
responsivo para fonte-dreno, o que mostra que mesmo n&o havendo respondido
diretamente as analises realizadas, esses transcritos podem ter fungdes importantes
no metabolismo.

Ao analisarmos as redes de expressao desse cluster para desenvolvimento do
colmo e fonte-dreno, notamos que que a topologia apresenta um padrao de expressao
mediano, presente na regido mais central de ambas as redes, onde esses transcritos
estao localizados. A analise evolutiva dessa rede em comparacdo com Arabidopsis e
arroz demonstra um padrao evolutivo bem conservado para ambas as espécies, o que
indica fungdes que se mantém tanto em espécies mais proximas (como cana € arroz)

como mais distantes (como cana e Arabidopsis).
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Figura 8: Analises de expresséo génica (A e B) e evolutiva (C) para a rede de co-expressao do
cluster c06.

As analises de expressao no desenvolvimento do colmo e fonte-dreno, bem
como a analise evolutiva da rede de co-expressao do cluster c07, estdo apresentados
na Figura 9. O padrao de expressao desse cluster é bastante contrastante, sendo que
a rede aparece quase totalmente em repressao para o desenvolvimento do colmo,
enquanto é altamente expressa para fonte-dreno. A analise evolutiva € bem similar
entre as redes de Arabidopsis e arroz em comparagao com a rede de cana, mostrando

que esse conjunto génico é relativamente conservado entre essas espécies.
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Figura 9: Andlises de expressao génica (A e B) e evolutiva (C) para a rede de co-expressao do
cluster c07.

Quatro transcritos proximos ao gene responsivo a eCO2 presente nessa rede
foram selecionados para analise do enriquecimento, sendo um destes também
responsivo para fonte-dreno. Os padrdes de enriquecimento desses transcritos foram
a degradagédo do metabolismo de CHO amido D enzima, ciclo celular peptidilprolil
isomerase, metabolismo lipidico sintese de AG e alongamento de AG ACP oxoacil
redutase. Todos esses genes seguem o0 padrao de expressdo da rede, com alta
expressao para fonte-dreno, o que indica que estas podem desempenhar um papel
importante nesse processo.

Na Figura 10 estdo as redes de expressao para desenvolvimento do colmo e
fonte-dreno para o cluster c13, além da analise evolutiva da rede desse mesmo
cluster. Com relacdo ao padrao de expressao, pode-se notar que este foi mais
evidente no contexto de desenvolvimento do colmo, com niveis de expressdo mais
altos na regiao central da rede. Esses niveis sdo menores para fonte-dreno, mas ainda
assim ha uma expressao mediana para essa analise. Observando o padrao evolutivo,
este é bastante similar entre cana e as duas espécies comparadas, se mantendo
conservado para ambas as redes. Para analise mais profunda, selecionamos quatro
genes dessa rede, com enriquecimento ligado ao metabolismo de aminoacidos
sintese alanina, sintese de proteina ribossomal, degradacao de proteinas ubiquitina e
metabolismo C1. Desses quatro genes, apenas o primeiro foi identificado como

responsivo para fonte-dreno.
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Figura 10: Analises de expressao génica (A e B) e evolutiva (C) para a rede de co-expressao do
cluster c13.

Os resultados das analises de expressao génica para colmo e fonte-dreno e da
analise de expressao génica referentes ao cluster c14 estdo apresentados na Figura
11. As analises de expressao se mostraram bastante opostas, com a expressao dessa
rede durante o desenvolvimento do colmo relativamente baixa, enquanto os niveis de
expressao da mesma rede para fonte-dreno sdo muito elevados. A analise evolutiva
possui um padrao de relativa conservacao entre a rede principal e as redes de
Arabidopsis e arroz. Dentre os transcritos presentes na rede desse cluster, ha
enriquecimentos ligados ao transporte de nucleotideos ciclicos, fotorrespiracao,

modificagao pés-traducional de proteina e transporte de p- e v-ATPases.
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Figura 11: Andlises de expressao génica (A e B) e evolutiva (C) para a rede de co-expressao do
cluster c14.

A Figura 12 apresenta os resultados das analises de expressao génica e
evolutiva referentes ao cluster c20. Com relagdo a expressao génica, nota-se que ha
um contraste entre o padrdo de expressao da rede de desenvolvimento de colmo e a
que se refere ao padrao fonte-dreno. A primeira demonstra niveis de expressao mais
baixos e uniformes na rede inteira, enquanto a segunda apresenta expressao bastante
alta também em toda a rede. Observando a anadlise de evolugcdo da rede em
comparacao com a rede em Arabidopsis e arroz é possivel perceber que boa parte
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das sondas sao conservadas entre as espécies, com padrao de conservagao similar
entre as duas. Dois genes dessa rede foram identificados nesta analise, ligados a
regulacao de RNA na transcricao familia de fatores de resposta a auxina (ARF) e

transporte de metabdlito na membrana mitocondrial.
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Figura 12: Analises de expressao génica (A e B) e evolutiva (C) para a rede de co-expresséo do
cluster c20.

Na Figura 13 estao os resultados das anélises de expressao génica e evolutiva
da rede de co-expressao correspondente ao cluster c25. A expressao dessa rede
durante o desenvolvimento do colmo e no padréo fonte-dreno sdo divergentes. Em
ambas as redes 0s niveis de expressdo sdo em geral medianos, porém, para o
desenvolvimento do colmo a expressao é maior na regiao superior da rede, enquanto
para fonte-dreno essa expressao é mais alta na regiao esquerda da rede. A andlise
de evolugéo da rede desse cluster apresenta um padréo bastante conservado, para
ambas as espécies comparadas com cana. Transcritos com niveis de expressao
importantes presentes nessa rede com enriquecimento ligado a regulacao do RNA da
familia do fator de transcricdo homeobox (HB), metabolismo hormonal
brassinosteroide e via secretora de direcionamento de proteina foram identificados
para analise mais aprofundada.
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Figura 13: Analises de expressao génica (A e B) e evolutiva (C) para a rede de co-expresséo do do
cluster c25.
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Os resultados das andlises de expressao génica e evolutiva referentes a rede
de co-expressao do cluster c32 estdo apresentados na Figura 14. Com relagéo a
expressao génica, a rede se mostra divergente quando comparamos essa expressao
para o desenvolvimento do colmo e fonte-dreno. Na primeira, a expressao se mantém
mediana em toda a rede, enquanto na segunda esta € bastante baixa, mostrando que
a rede inteira é reprimida nesse cenario. A analise evolutiva por sua vez traz
resultados que mostram um padrao de conservagao muito pequeno entre a rede
analisada e suas correspondentes para arroz e Arabidopsis, com pouquissimos genes
conservados em ambas as espécies. Isso talvez ocorra por conta do tamanho geral
da rede do cluster em questao, que € bem menor em numero de arestas do que as
redes dos outros clusters analisados, 0 que reduz as chances de conservagao na
comparacao. Além disso, essa rede possui apenas um transcrito responsivo, ligado a
resposta em eCOz2, 0 que também pode ajudar a explicar esse resultado. Ainda assim,
o resultado dessa analise indica que as fungdes relacionadas com essa rede de co-
expressao sao mais presentes na prépria cana, ndo apresentando as mesmas
funcbes nas espécies comparadas. Para analise mais aprofundada nesse cluster,
foram escolhidos genes com funcgdes ligadas ao metabolismo de degradacdo de
carboidratos, organizagéo e transformacao de acido tricarboxilico (TCA) e D-arabino-
heptulosonato 7-fosfato sintase (DAHPS).
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Figura 14: Analises de expressdo génica (A e B) e evolutiva (C) para a rede de co-expressao do
cluster c32.

A Figura 15 apresenta os resultados das anélises de expressao e evolutiva para
o cluster c34. A respeito da expressao génica, esta aparece em niveis médios para o
desenvolvimento do colmo, sendo mais alta na parte inferior da rede. Em fonte-dreno,
a expressao € mais baixa, mantendo-se mediana na regido superior da rede. A anélise

evolutiva mostra um padrao de conservacdo bem mais evidente entre cana e arroz
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(a1 e a3), e com pouca conservagao entre cana e Arabidopsis. Isso € esperado, ja
que existe uma proximidade evolutiva maior entre a cana e o arroz, ambos da familia
Poaceae, do que entre essa mesma espécie e Arabidopsis. Selecionamos trés genes
localizados topologicamente na parte inferior da rede para analise mais profunda,
ligados a degradacao de proteinas ubiquitina, regulagéo da transcricdo do RNA familia

dedo de zinco e sintese do precursor da parede celular.
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Figura 15: Analises de expressao génica (A e B) e evolutiva (C) para a rede de co-expresséo do
cluster c34.

Na Figura 16 sdo apresentados os resultados das analises da rede do cluster
c44 para expressdo génica e evolutiva. Os niveis de expressao dessa rede em geral
se mantiveram baixos, tanto para desenvolvimento do colmo quanto para fonte-dreno,
exibindo um leve aumento no primeiro cenario em alguns pontos da rede. Isso indica
que esse conjunto génico esta sendo reprimido nos experimentos analisados. A
analise de evolugcao apresentou baixos indices de conservagdo entre as espécies,
com esse indice sendo um pouco maior entre cana e arroz, pela proximidade das
espécies. Dentre os genes que compde a rede desse cluster estdo aqueles ligadas a

transportadores ABC e sintese de proteina ribossémica.
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Figura 16: Analises de expressao génica (A e B) e evolutiva (C) para a rede de co-expresséo do
cluster c44.
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As informagdes sobre as anadlises de expressdao génica e evolutiva que se
referem a rede de co-expressao do cluster c45 estao apresentadas na Figura 17. A
expressao dessa rede é bastante divergente nos dois cenarios, sendo que transcritos
aparecem reprimidos no desenvolvimento do colmo, mas altamente induzidos no
balancgo fonte-dreno. A analise de conservacao evolutiva dessa rede em comparagao
com Arabidopsis e arroz também traz divergéncias, com um padrdo de conservacao
muito baixo em comparacao com a primeira espécie, mas bastante expressivo na
comparagdo com a segunda. Trés transcritos localizados na regido central da rede
serdo discutidos separadamente, sendo apenas um marcado como expressiva em
fonte-dreno. Suas anotagdes estédo relacionadas com o metabolismo e degradacao
lipidica, nucleotideos de transporte ciclico ou canais regulados por célcio e
fotossistema de reacao a luz.

increase

|8Aa7 uoissaIdxg

decrease
= o
o )

Figura 17: Analises de expressdo génica (A e B) e evolutiva (C) para a rede de co-expresséo do
cluster c45.

Na Figura 18 sdo apresentados os resultados das anélises de expressao génica
e conservacao evolutiva para a rede de co-expressado do cluster c74. A expressao
dessa rede varia entre média e alta para o desenvolvimento do colmo e fonte-dreno,
sendo mais alta no ultimo. No entanto, essa expressao nao é uniforme, aparecendo
mais alta na parte esquerda da rede para colmo, e com esse padrao mudando para
fonte-dreno, onde essa expresséo fica bem maior na regido direita da rede. Com
relagédo a analise evolutiva, a rede desse cluster se mostrou conservada para ambas
as espécies analisadas em comparacdo com cana, sem grandes divergéncias. Os
transcritos selecionados para andlise nesse cluster estdo localizadas na regiao
superior da rede, com expressao mediana, e dos trés, apenas um € responsivo para

o desenvolvimento do colmo. Suas fungdes estdo relacionadas com o metabolismo
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secundario de fenilpropanoides e biossintese de lignina, degradacgéo da parede celular

e metabolismo secundario de flavonoides.
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Figura 18: Analises de expressao génica (A e B) e evolutiva (C) para a rede de co-expresséo do
cluster c74.

Por ultimo, é apresentado os dados para o cluster c77, sendo que as analises
para expressao génica e conservacao evolutiva desse cluster estao apresentadas na
Figura 19. A expressao da rede desse cluster € homogénea em ambos 0s cenarios,
no entanto esta fica mediana em fonte-dreno, enquanto esta bem mais baixa para o
desenvolvimento do colmo. A andlise evolutiva se mostrou com baixo nivel de
conservacao na comparacao de ambas as espécies com cana, indicando que esse
conjunto génico é mais presente em cana. Para analise especifica, foram
selecionadas trés genes com enriqguecimento ligado ao metabolismo central de
aminoacidos aspartato aminotransferase, metabolismo hormonal sintese-degradacao

de auxina e transporte de elétrons mitocondrial.
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Figura 19: Analises de expressdo génica (A e B) e evolutiva (C) para a rede de co-expresséo do
cluster c77.

4.6 Redes derivadas de sondas responsivas em eCO2

Para cada gene responsivo em eCO: identificada por Souza et al. (2008) que

faz parte da rede de co-expressao foi criada uma rede especifica, com foco nos nés
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vizinhos imediatos de cada sonda alvo. Com o objetivo de encontrar o melhor
parametro para a criagcdo dessa rede, alguns métodos foram testados. Foram testadas
redes com dois vizinhos diretos da sonda de interesse, trés vizinhos diretos e trés
vizinhos com filtro de ranqueamento, e para cada uma dessas redes foi realizada uma
andlise de enriquecimento. Por fim, foram escolhidas as redes com trés vizinhos
diretos para analisar mais a fundo. A Figura 20 apresenta as trés redes derivadas das
sondas responsivas para eCOz e fonte-dreno, pertencentes aos clusters c06, c13 e
c25. As redes das demais sondas responsivas estdo disponiveis como dado
suplementar (Dado suplementar 5). No caso especifico das cinco sondas responsivas
de ambas as analises do cluster c13, foi escolhida apenas uma das redes para
representa-las, ja que as cinco sdo muito parecidas entre si. O padrao de cores dos

nés é o mesmo utilizado nas redes dos clusters.

Sof.3557.1.S1_a_at (c06) Sof.3446.2.S1_x_at (c13)

NGs: 275 5 NGs: 335
Arestas: 1.155 Arestas: 1.271

Sof.3569.1.S1_at (c25)

Nos: 355
Arestas: 2.792

Figura 20: Conjunto de redes baseadas nas sondas responsivas para CO: criadas a partir da rede
principal. As cores de cada n6 seguem o mesmo padrdo utilizado nas redes dos clusters.

Buscando entender melhor os principais enriquecimentos de cada rede, nés
comparamos os termos MapMan enriquecidos para cada parametro de rede criado,
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observando quais termos aparecem com mais recorréncia, independentemente do
tipo de rede. A rede baseada na sonda Sof.3557.1.S1_a_at, do cluster c6 possui 275
nds no total, com 40 desses sendo sondas responsivas. Dessas, 18 sao referentes a
analises de fonte-dreno total e 19 do subconjunto dessas analises, duas sao
responsivas apenas em eCO2 e uma é compartilhada entre as andlises de eCOz e
fonte-dreno. Entre os principais termos enriquecidos para essa rede, que aparecem
em todas as redes testadas para essa sonda, estao proteinas do fotossistema de
reacao a luz, sintese de tetrapirrol, diversas glutationa S-transferases, regulacao da
transcricdo de RNA para uma familia de proteinas de ligagdo ao elemento responsivo
ao etileno e estresse de calor. O estresse abidtico por calor € 0o mesmo enriquecimento
para o cluster c6, ja discutido previamente.

A presenca do enriquecimento para proteinas relacionadas ao fotossistema em
uma rede baseada numa sonda responsiva a eCO:2 e fonte-dreno pode ser explicada
pois o fotossistema Il (PSII) esta envolvido na assimilacdo de CO2 impulsionada pela
luz, levando a formacdo de metanol e oxigénio (Li et al., 2023). Essa descoberta
mostra o potencial de assimilacao simultdnea de CO: e transferéncia de elétrons no
PSIl (Gan et al., 2023). Além do PSIl, outros sistemas movidos a luz também
participam da reducao de COz2, incluindo sistemas fotocataliticos, que usam materiais
em pb como catalisadores (Pawar, Mahardika, Kang, 2022).

A sintese de tetrapirrol e a tolerancia ao estresse abidtico também aparecem
como termos enriquecidos comuns para essa rede. Os tetrapirréis desempenham um
papel critico em varios processos nas plantas, incluindo fotossintese e respiracéao
(Larkin, 2016). A biossintese desse composto € um processo crucial em organismos
fotossintéticos pois produz metabdlitos essenciais para varias reagdes, como a
sintese de clorofila, e a regulacdo pds-traducdo deste desempenha um papel
significativo na garantia do fluxo adequado de metabdlitos através da via durante o
crescimento fotoperiddico (Fdlsche, Grossmann, Richter, 2022). A participagcédo
importante do tetrapirrol nos processos fotossintéticos mostra que este pode ser
afetado em plantas que cresgcam em ambientes com CO: elevado.

Além disso, o tetrapirrol também estd4 implicado na tolerancia ao estresse
abiotico. Eles sao sintetizados em plastideos e estdo envolvidos em mecanismos de
sinalizacdo que podem atuar na expressao génica (Kobayashi et al., 2009). A

sinalizacdo plastidio-nucleo dependente de tetrapirrol interage com um mecanismo
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distinto de sinalizac&o de plastideo para nucleo que pode afetar diversos processos
vegetais, incluindo o desenvolvimento e a tolerancia ao estresse abiético (Tanaka,
Tanaka, 2007). A sinalizacao desse composto também pode atuar na tolerancia ao
estresse por afetar o acumulo de amido (Saha, Moulin, Smith, 2009). Foi demonstrado
que a via biossintética do tetrapirrol, particularmente o ramo heme, pode estar
envolvida na mediagdo da sinalizagdo intracelular do estresse hidrico e na
estimulacao da desintoxicacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) sob estresse
hidrico (Yadav, Rathore, Mishra, 2020). O mondéxido de carbono (CO), produzido pela
degradacdao do heme, atua como um gasotransmissor e também desempenha um
papel crucial, entre outras coisas, na resposta das plantas aos estresses abibticos,
pois o CO alivia esse estresse, regulando os sistemas antioxidantes e fotossintéticos,
o equilibrio idnico e o transporte (Larkin, 2016).

A glutationa S-transferases (GSTs) é outro termo enriquecido para a rede da
sonda correspondente ao cluster c6 na Figura 20. Em plantas, essa enzima pode estar
envolvida em diversos eventos intracelulares, como metabolismos primario e
secundario e metabolismo do estresse, atuando principalmente na aclimatacao aos
estresses abibdticos, como sal, temperatura e seca (Hernandez, Hernandez, 2020;
Sasan et al.,, 2011). Alguns estudos mostram um envolvimento dos GSTs nos
metabolismos primario e secundario, que sao essenciais para o crescimento e
desenvolvimento das plantas (Hernandez, Hernandez, 2020; Vaish et al., 2020). Além
disso, a resposta dos GSTs a estressores, incluindo o estresse oxidativo, também
pode afetar a fotossintese (Kumar, Trivedi, 2018). A presenca de diferentes
enriquecimentos ligados ao estresse abidtico na rede dessa sonda nos ajuda a
confirmar o enriquecimento do proprio cluster, também ligado ao estresse. Assim, é
possivel que os GSTs influenciem, ao menos indiretamente, a fotossintese vegetal, e
que sua expressao seja diferenciada em ambientes com alto COz2, além de também
ter uma possivel relacdo com o metabolismo fonte-dreno.

A regulacao da transcricdo de RNA para a familia de proteinas de ligacao ao
elemento responsivo ao etileno (AP2/ERF) também apareceu como um termo
enriquecido na rede da sonda do cluster c6 em comum entre as duas analises. Essa
€ uma superfamilia de fatores de transcricdo especificos de plantas, envolvida no
crescimento, desenvolvimento e resposta ao estresse, desempenhando papéis

essenciais em processos vegetais, incluindo o amadurecimento dos frutos (Cui et al.,
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2022). A familia AP2/ERF também €& conhecida por interagir com outras proteinas e
participar de redes de sinalizagao de fitohormdnios (como o etileno) e modificagbes
epigenéticas durante o amadurecimento dos frutos (Zhai et al., 2022). A participacéao
dessa proteina na resposta a estresses e no desenvolvimento da planta pode ser um
indicio que explica o enriquecimento para esse termo em uma rede focada em uma
sonda que responde a CO2 elevado e relacionada em processos de fonte-dreno na
cana.

Ainda olhando para as sondas responsivas para mais de uma analise, temos a
rede da sonda Sof.3446.2.S1_x_at do cluster c13, representando as cinco sondas
desse cluster que respondem em eCOz2 e na andlise de fonte-dreno. Essa rede foi
escolhida por ser a maior entre as cinco, com maior numero de nés. Ao todo, sdo 335
nés ligados por 1.271 arestas, contendo 84 sondas responsivas. Dessas, 50
correspondem as anadlises gerais de fonte-dreno, 29 também provém do conjunto
menor dessa analise e cinco sdo responsivas tanto em eCOz quanto para analises de
fonte-dreno. Entre os principais termos enriquecidos para essa rede estdo o
metabolismo de um carbono (C1), metabolismos de aminoacidos (sintese e
degradacao), metabolismo de carboidratos (sintese e degradacao de amido), sintese
de proteina ribossémicas, degradacéao proteica (cisteina protease) e ligacao, quelagéao
e armazenamento de metal. Esse ultimo inclusive € o enriquecimento do cluster ¢13,
ja discutido anteriormente, de onde essa sonda faz parte.

O metabolismo C1 vegetal pode estar envolvido em varios processos, como
fotorrespiragdo, metabolismo de nitrogénio e aminoacidos, metilagéo e biossintese de
metabdlitos e biopolimeros (Jardine et al., 2017). Esse metabolismo dos compostos
C1 em plantas superiores inclui metanol, formaldeido e metabolismo do acido férmico,
com mecanismos complexos ainda pouco estudados (Xu et al., 2009). O COz2 elevado
também pode afetar o metabolismo C1 em plantas, no girassol (Helianthus annuus
L.), por exemplo, concentracées elevadas de CO2 podem causar senescéncia
precoce, afetando as principais enzimas do metabolismo do nitrogénio (De la Mata et
al., 2013). Em determinadas situacoes, inclusive, é possivel que a via C1 seja capaz
de aumentar a concentracao de COz2 nos cloroplastos, atuando também no processo
fotossintético (Jardine et al., 2017). Esses dados mostram que ha uma ligacao entre
esse enriquecimento e o aumento do COz2, bem como a fotossintese e a relagéo fonte-

dreno da planta.
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O metabolismo dos aminoacidos também aparece como termo enriquecido
dessa rede e € um processo vegetal essencial, envolvido na homeostase e na
renovacao do nitrogénio e intimamente ligado a fotossintese, influenciado por
mudancas nas condi¢des fotossintéticas, como variacdes nos niveis de COz2 e O2
(Miflin, Lea, 1977). Os aminoacidos nas plantas servem como blocos de construgcéo
para a sintese de proteinas e participam de varias redes metabdlicas que controlam
o crescimento e a adaptacdo ao meio ambiente (Larsen et al., 1981). A sintese de
proteinas, que € um aspecto chave do metabolismo dos aminoacidos, é influenciada
pela taxa de fotossintese, mas nao esta diretamente relacionada ao conteudo total de
aminodcidos nas folhas (Tcherkez et al., 2020). Flutuacbes nas condi¢des ambientais,
incluindo disponibilidade de luz, relagdo CO2/0O2, temperatura e suprimento de
nutrientes precisam de mudancas metabdlicas rapidas para manter o metabolismo
adequado dos aminoacidos (Timm, Arrivault, 2021). Esse metabolismo nas plantas é
regulado por uma rede complexa que envolve a assimilagdo do nitrogénio e o
metabolismo do carbono e € influenciado por sinais fisiolégicos, de desenvolvimento
e hormonais (Galili, Amir, Galili, 2008). Assim, este € um metabolismo vegetal central,
0 que explica seu aparecimento como termo enriquecido nessa rede.

O metabolismo de carboidratos, com foco na sintese e degradacao de amidos
sdo termos que aparecem no enriquecimento da rede em questdo. O principal
metabolismo de carboidratos nas plantas envolve a fixacdo de CO2 em fosfatos de
acucar por meio da via redutora da pentose fosfato (RPP) (Lal, 2018). A enzima
primaria envolvida na fixagdo de carbono é a RuBisCO, que fixa CO2 e também
catalisa a fixagdo de oxigénio, levando a fotorrespiracdo, que compete com a fixagéo
de COz2 (Islam, Khan, Garner, 2006; Sheoran, Singh, 1999). A taxa de retirada de
carbono do ciclo de Calvin é controlada pela taxa de sintese de amido e sacarose,
que é a principal forma de acucar transportada da fonte para o dreno nas plantas
(Rogers, Ainsworth, 2006).

Descobriu-se que o eCO2 pode aumentar as atividades das enzimas do
metabolismo de carboidratos tanto nas folhas de fonte quanto nos 6rgaos dreno, como
espigas e frutas (Li et al., 2019; Kaur et al., 2023). No trigo, o alto CO2 aumenta as
atividades das enzimas do metabolismo de carboidratos, na fonte e no dreno, levando
ao aumento do rendimento (Li et al., 2019). Da mesma forma, em genoétipos Vigna
mungo (L.) Hepper, concentragbes mais altas de COz resultaram em aumento do
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conteudo de amido e sacarose e atividades alteradas das enzimas metabolizadoras
da sacarose (Yadav et al., 2013). No arroz, 0 eCO2 aumentou o nivel de sacarose no
exsudato do pedunculo, mas ndao promoveu o acumulo de amido nos graos,
possivelmente devido as fracas respostas de CO2 da sacarose as enzimas de
conversao do amido (Lal et al., 2018). Além disso, ainda no trigo, alto CO2 levou a
niveis mais altos de intermediarios de acucar fosforilado e ao aumento do contetudo
transitério de amido, além de promover o acumulo de metabélitos secundarios (Chen,
Li, Sung, 1994). Assim, o CO2 elevado pode influenciar o metabolismo dos
carboidratos, como o enriquecimento da nossa rede sugere, levando a mudangas no
teor de amido e agucar nas plantas.

A sintese de proteinas ribossémicas foi outro termo que aparece enriquecido
na rede analisada. Em plantas, esse processo € influenciado pela concentracao de
CO2 na atmosfera e mudancas nas condicbes fotossintéticas, como variagcdes nos
niveis de CO2 e Oz, podem impactar a sintese de proteinas e a atividade de tradugéo.
Estudos mostraram que a alocagéo de carbono para proteinas em folhas iluminadas
é responsavel por aproximadamente 1-2,5% da fotossintese liquida e aumenta com a
taxa de fotossintese (Tcherkez et al., 2020). O acumulo de acgucares sollveis nas
folhas fonte também pode inibir a fotossintese, com mudangas moleculares
associadas ao acumulo de assimilado, incluindo a inducéo de proteinas especificas
envolvidas na regulacado da sintese proteica (Monke, Sonnewald, 1995). Os fatores
de biogénese proteica associados ao ribossomo (RPBs) podem desempenhar um
papel nos eventos co-translacionais que afetam os polipeptideos nascentes, e esses
fatores evoluiram para se adequar a especificidade de diferentes compartimentos
celulares nas plantas (Breiman et al., 2016). O enriquecimento prolongado de CO2 de
plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.) pode afetar a quantidade e a atividade
da ribulose-1,5-bifosfato carboxilase (RuBPCO), uma enzima chave no ciclo de Calvin
envolvida na fotossintese (Besford, 1993). Essa ligagdo entre a sintese de proteinas
riboss6micas e a fotossintese sob alto CO2 atmosférico justifica o enriquecimento
desse termo em nossa analise.

A degradagao proteica (protedlise) também é um termo enriquecido na rede em
questdo. Esse processo é regulado pelas proteases de cisteina nas plantas, que
desempenham papeis importantes em varios processos vegetais, incluindo

degradacao de proteinas intracelulares, morte celular programada e respostas a
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estimulos ambientais (Yang et al., 2014). As proteases estdo envolvidas na renovagao
de proteinas e na reciclagem de nutrientes durante a senescéncia foliar e a
remobilizacdo de nitrogénio (Huesgen, Overall, 2012). No contexto de altos niveis de
COg2, ha estudos investigando o papel das proteases na degradacao de proteinas em
plantas. Por exemplo, descobriu-se que a protease de cisteina HVPap14 esta
envolvida na renovacgao das proteinas do cloroplasto durante a senescéncia foliar na
cevada (Frank et al.,, 2019). Foi demonstrado que a autofagia, outro processo
envolvido na degradacéo de proteinas, é induzida durante o envelhecimento foliar e
em resposta a falta de nitrogénio em Arabidopsis (Havé et al., 2018). Um estudo com
milho sob eCO:2 identificou dois novos inibidores de serina protease que foram
modulados por CO2, com modulacao tanto por acucares como por pro-oxidante (Prins,
2008).

A rede feita a partir da sonda Sof.3569.1.S1_at, do cluster c25, € a ultima que
representa as sondas responsivas as duas analises (eCO:2 e fonte-dreno). Essa rede
€ composta por 355 nds e 2.795 arestas. Das sondas responsivas a alguma das
analises, 31 fazem parte das analises de fonte-dreno, 10 sdo do subconjunto desse
mesmo trabalho, uma responde apenas a CO: elevado e uma é responsiva em eCOz2
e nas analises de fonte-dreno, totalizando 43 sondas responsivas na rede. Sobre os
termos enriquecidos que aparecem nessa rede de sondas, ha o metabolismo de
lipidios (sintese e alongamento de acidos graxos (FA), metabolismo hormonal (sintese
e degradacdo de brassinosteroides) e organizacdo celular, que também é o
enriquecimento do cluster c25 e que foi discutido nos resultados da Tabela 3.

A sintese e o0 alongamento de &cidos graxos nas plantas, um dos termos
enriquecidos para essa rede, ocorrem nos plastideos, especificamente nos
cloroplastos, por meio da atividade da sintetase de FA (Zhukov, Popov, 2022). No que
diz respeito ao CO:2 elevado, descobriu-se que essa condicdo pode promover a
producdo de lipidios nas plantas, influenciando a sintese de FA e as vias de
alongamento. Estudos em diferentes espécies de algas (Chlorella sorokiniana Shihira
& R.W.Krauss, Dunaliella salina (Dunal) Teodoresco e Phaeodactylum tricornutum
Bohlin), mostraram que sob eCOz2, genes envolvidos no metabolismo de carboidratos
e na biossintese de triacilglicerol sédo regulados positivamente, levando ao aumento
do fluxo de carbono para a sintese lipidica (Huang et al., 2019; Sun, Chen, Du, 2016;
Xi et al.,, 2023). Além disso, foi demonstrado que altas concentracbes de CO:2
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aumentam a quantidade total de FA, com mudancas na sua composigao, indicando a
ativacao da sintese de FA e a inibicdo de seu alongamento e dessaturagao (Muradyan
et al., 2004). Assim, podemos inferir que condi¢cées de alto teor de CO2 tém um
impacto significativo no metabolismo lipidico, promovendo a producao de lipidios por
meio de alteragdes na sintese de FA e nas vias de alongamento, o que explica o
enriguecimento para esse termo em nossa rede.

O outro termo enriquecido para essa rede € o metabolismo hormonal, com foco
na sintese e degradacdo de brassinosteroides. Os brassinosterdides (BRs) sao
hormonios vegetais que desempenham um papel crucial no metabolismo hormonal,
incluindo sintese e degradacao, bem como na fotossintese nas plantas (Siddiqui,
Hayat, Bajguz, 2018). A sintese de BRs envolve enzimas do citocromo P450,
responsaveis pelas reacées de hidroxilagdo/oxidacdo em posicoes especificas na
molécula BR (Nomura, Bishop, 2006). Descobriu-se que os BRs tem um papel na
fotossintese, evitando a perda de pigmentos fotossintéticos e aumentando a eficiéncia
da fixagao fotossintética do carbono (Siddiqui, Hayat, Bajguz, 2018). Por conta de sua
proximidade com os processos fotossintéticos, ha também uma relacdo entre esse
hormonio e o acumulo de CO2. Uma analise com arroz transgénico com altos niveis
de brassinosteroides apresentou uma maior eficiéncia dessas plantas na absorcao de
CO2 (Janeczko et al., 2016; Wu et al., 2008). Por outro lado, a deficiéncia de BR pode
levar a uma menor atividade da enzima de ligacdo ao CO:2 (RuBisCO), nao
necessariamente alterando a taxa fotossintética (Wu et al., 2008).
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5 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Nossas analises integraram dados de Casu et al. (2007) e McCormick, Cramer,
Watt (2008) sobre a expressdo diferencial na cana-de-acucar durante o
desenvolvimento do colmo e no balango fonte-dreno, formando uma rede de co-
expressao com 7.960 nos e 46.372 arestas. A divisdo dessa rede pelo método HCCA
resultou em 81 clusters interligados por 195 arestas. Foram identificados 13 genes
responsivos a eCOz2, correspondentes a 21 sondas presentes na rede principal,
conforme dados de Souza et al. (2008), evidenciando que alguns transcritos
analisados nesses estudos interagem sob condi¢cbées de COz2 elevado.

Dos 81 clusters existentes, 13 apresentaram uma ou mais sondas que
responderam ao aumento de COz2, sendo estes os clusters c03, c06, c07, c13, c14,
c20, c25, c32, c34, c44, c45, c74 e c77. O cluster c13 foi 0 que apresentou 0 maior
namero de sondas responsivas. Os principais termos enriquecidos nesses clusters
incluem modificacao e degradacgéo de proteinas, resposta ao estresse e organizagao
celular, demonstrando a influéncia do eCO2 na expressao desses processos. A analise
de conjuntos revelou que sete das 21 sondas responsivas a eCO2 também pertencem
a andlise fonte-dreno, reforcando a relacdo entre aumento de CO:2 e taxa
fotossintética. Essas sondas estdo distribuidas nos clusters c06, c13 e c25,
associadas a proteinas induzidas por luz, ferritina e a enzima XTH, respectivamente.
Assim, a presenca de sondas que respondem tanto em eCOze no balango fonte-dreno
mostra que esses processos estao intimamente relacionados.

Redes de vizinhanga foram criadas para transcritos responsivos, com
enriquecimentos associados a proteinas do fotossistema, regulacdo transcricional,
estresse térmico, metabolismo de aminoacidos e carboidratos, sintese proteica
riboss6mica, degradacdo de proteinas e metabolismo hormonal. Essas analises
fornecem informagdes valiosas sobre os impactos do eCOz2 na regulacdo metabdlica
da cana-de-agucar.

Com relagdo as analises de expressao e conservacao evolutiva, a maioria das
redes dos clusters apresentou expressao homogénea, com cerca de metade destas
sendo mais expressiva em colmo e outra metade em fonte-dreno. Também a maioria
das redes aparece com conservacao mediana na comparacao de cana com ambas
as espécies (Arabidopsis e arroz), com excecao das redes dos clusters c32, ¢34, c44
e c45. Transcritos proximos aqueles responsivos para eCO2 em cada um dos clusters
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foram observadas quanto ao seu enriquecimento e funcdo, e dentre os principais
termos encontrados estdo a modificacdo poés-traducional da proteina quinase,
regulacao da transcricao do RNA em diferentes familias proteicas, degradacao de
proteinas ubiquitina, fotorrespiracdo, metabolismo hormonal e de degradacdo de
carboidratos, sintese do precursor da parede celular e biossintese de lignina,
nucleotideos de transporte ciclico ou canais regulados por célcio e metabolismo
hormonal sintese-degradacao de auxina.

Com essas andlises, reconhecemos que os padroes de expressao da cana
para o desenvolvimento do colmo e para o balango fonte-dreno podem ser bem
diferentes. A conservagdo dessas redes, por sua vez, evidencia que uma parte
importante dos transcritos presentes nas redes de co-expressao dos clusters
analisados sado conservados em outras espécies de plantas, indicando que estédo
ligados a processos mais consolidados. Ja os transcritos selecionados para analise
mais aprofundada em cada um dos clusters apresentaram papeis relacionados a
diferentes funcbes na planta, indicando que mesmo que estes nao tenham sido
marcadas como responsivos, eles ainda possuem funcdes importantes dentro do
metabolismo geral e na resposta as diferentes condi¢cdes observadas, o que justifica
seu aparecimento nas redes de co-expressao dos clusters.

Com isso, podemos concluir que a resposta da cana no balango fonte-dreno e
na resposta a eCO2sao bastante préximos, inclusive com alguns genes respondendo
em ambos 0s casos. Diversos processos da planta estdo envolvidos nessa resposta,
e esta envolve vias complexas na planta. Apesar da proximidade, a resposta
expressiva da planta em fonte-dreno se mostrou divergente dessa mesma resposta
durante o desenvolvimento do colmo, indicando que 0os mesmos genes podem
responder de maneiras diversas em cada um dos casos. Também concluimos que
muitas sondas, que até entdo ndo haviam sido marcadas como responsivas, na
realidade podem desempenhar funcdes de grande importancia no padrao fonte-dreno,
desenvolvimento do colmo e resposta ao CO:2 atmosférico elevado na cana.
Esperamos que os dados aqui encontrados possam servir como base para analises
mais aprofundadas dos genes apresentados nesse trabalho, evidenciando sua
participacdo em diferentes processos do metabolismo da cana e podendo ampliar o
nosso entendimento a respeito das respostas dessa planta em diferentes cenarios,
sobretudo com um aumento das concentracdes de gas carbdnico atmosférico.
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Espécie

Gendétipo

NUmero de amostras

Tecido de coleta

Tempo de maturacao
da planta

Local de cultivo

Pais de origem

Saccharum sp.

Q117

Trés amostras, quatro
duplicatas

Caule jovem
(meristema e entrenos
1-3; M, 11-3), caule
em maturacao
(entrené 8; 18) e caule
maduro (entrend 20;
120)

11 meses

Campo (cultivo
comercial)

Austrélia

Saccharum sp.

Hibrido cv. N19

Duas amostras

Segunda e terceira
folhas totalmente
expandidas

12 meses

Campo

Africa do Sul

Saccharum
officinarum (L.)

cv. SP80-3280

Quatro camaras (duas
a 720 ppm e duas a
370 ppm), seis
duplicatas em cada

Folhas inteiras (folha
+1)

50 semanas de
exposicao ao
experimento

Casa de vegetacao

Brasil

Dado suplementar 1: Tabela comparativa com os principais métodos utilizados nos trés trabalhos
analisados.
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MapMan ID Term description Terms p-

total value

Top 31.2 cell.division 23 0.02

(c00)

Top 28.1.3 DNA.synthesis/chromatin structure.histone 43 0.009

(c01)

Top 17.6.3 hormone metabolism.gibberelin.induced-regulated- 5 0

(c02) responsive-activated

Top 20 stress 10 0

(c03)

Top 34.16 transport.ABC transporters and multidrug resistance 20 0.02

(c04) systems

Top 29.3.1 protein.targeting.nucleus 12 0.004

(c05)

Top 20.2.1 stress.abiotic.heat 31 0

(c06)

Top 29.5 protein.degradation 51 0.001

(c07)

Top 29.2.4 protein.synthesis.elongation 21 0.002

(c08)

Top 16.1.2.2 secondary metabolism.isoprenoids.mevalonate 3 0

(c09) pathway.HMG-CoA synthase

Top 28.1.3 DNA.synthesis/chromatin structure.histone 43 0

(c10)

Top 30.5 signalling.G-proteins 46 0.005

(c11)

Top 13.1.1.2.1 amino acid metabolism.synthesis.central amino acid 5 0

(c12) metabolism.aspartate.aspartate aminotransferase

Top 15.2 metal handling.binding, chelation and storage 12 0

(c13)

Top 29.4 protein.postranslational modification 164 0

(c14)

Top 10.2.1 cell wall.cellulose synthesis.cellulose synthase 20 0

(c15)

Top 26.26.1 misc.aminotransferases.aminotransferase class IV 5 0

(c16) family protein

Top 29.5.11.20 protein.degradation.ubiquitin.proteasom 56 0

(c17)

Top 18.3.1 Co-factor and vitamine metabolism.riboflavin.GTP 3 0

(c18) cyclohydrolase Il

Top 34.19.3 transport.Major Intrinsic Proteins.NIP 3 0

(c19)

Top 31.4 cell.vesicle transport 55 0

(c20)

Top 29.5.3 protein.degradation.cysteine protease 24 0.001

(c21)

Top 20.1 stress.biotic 29 0.001

(c22)

Top 17.5.3 hormone metabolism.ethylene.induced-regulated- 5 0.001

(c23) responsive-activated

Top 16.2 secondary metabolism.phenylpropanoids 5 0

(c24)

Top 31.1 cell.organisation 124 0

(c25)

Top 26.22 misc.short chain dehydrogenase/reductase (SDR) 7 0

(c26)



Top
(c27)
Top
(c28)
Top
(c29)
Top
(c30)
Top
(c31)
Top
(c32)

Top
(c33)
Top
(c34)
Top
(c35)
Top
(c36)
Top
(c37)
Top
(c38)
Top
(c39)

Top
(c40)
Top
(c41)
Top
(c42)
Top
(c43)
Top
(c44)
Top
(c45)
Top
(c46)
Top
(c47)
Top
(c48)
Top
(c49)
Top
(c50)
Top
(c51)
Top
(c52)
Top
(c53)
Top
(c54)
Top
(c55)

3.6

34.3

20.1

27.3.67

11.4

16.8.1.21

16.2.1.6

10.1.3

20.2.1

9.1.2

20.2.3

29.2.1.2.1.28

27.3.3

27.3.99

33.99

29.2.1.2.1.12

1.3.3

30.6

27.1.1

13.1.6.1.5

26.1

29.2.1.2.2.513

20.2.1

20.2.3

28.1.3

3.4.3

29.2.1.1.1.1.8

30.5

10.1.10

minor CHO metabolism.callose
transport.amino acids
stress.biotic

RNA.regulation of transcription.putative transcription
regulator
lipid metabolism.TAG synthesis

secondary
metabolism.flavonoids.anthocyanins.anthocyanin 5-
aromatic acyltransferase

secondary metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.CCoAOMT

cell wall.precursor synthesis.AXS

stress.abiotic.heat

mitochondrial electron transport / ATP
synthesis.NADH-DH.localisation not clear
stress.abiotic.drought/salt

protein.synthesis.ribosomal protein.eukaryotic.40S
subunit.S528

RNA.regulation of transcription.AP2/EREBP,
APETALAZ2/Ethylene-responsive element binding
protein family

RNA.regulation of transcription.unclassified

development.unspecified
protein.synthesis.ribosomal protein.eukaryotic.40S
subunit.S512

PS.calvin cyle.phosphoglycerate kinase
signalling.MAP kinases

RNA.processing.splicing

amino acid metabolism.synthesis.aromatic
aa.chorismate.shikimate kinase

misc.misc2

protein.synthesis.ribosomal protein.eukaryotic.60S
subunit.L13A

stress.abiotic.heat

stress.abiotic.drought/salt
DNA.synthesis/chromatin structure.histone

minor CHO metabolism.myo-inositol.InsP Synthases
protein.synthesis.ribosomal
protein.prokaryotic.chloroplast.30S subunit.S8

signalling.G-proteins

cell wall.precursor synthesis.RHM

11

29

44

31

10

25

63

94

19

22

18

31

25

43

46

0.03

0.009

0.01

0.027

0.025

0.001

0.008

0.001

0.001

0.003

0.017

0.001

0.005

0.024

0.005
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Top 34.2 transporter.sugars 18 0
(c56)
Top 11.2.3 lipid metabolism.FA desaturation.omega 3 2 0
(c57) desaturase
Top 9.9 mitochondrial electron transport / ATP synthesis.F1- 9 0
(c58) ATPase
Top 274 RNA.RNA binding 49 0.007
(c59)
Top 1.1.40 PS.lightreaction.cyclic electron flow-chlororespiration 7 0.001
(c60)
Top 27.3.99 RNA.regulation of transcription.unclassified 63 0.014
(c61)
Top 29.4 protein.postranslational modification 164 0
(c62)
Top 28.1.3 DNA.synthesis/chromatin structure.histone 43 0
(c63)
Top 26.2 misc.UDP glucosyl and glucoronyl transferases 24 0
(c64)
Top 13.2.4.3 amino acid metabolism.degradation.branched-chain 1 0.012
(c65) group.valine
Top 29.6 protein.folding 18 0
(c66)
Top 33.99 development.unspecified 94 0.009
(c67)
Top 20.2.3 stress.abiotic.drought/salt 25 0
(c68)
Top 28.1.3 DNA.synthesis/chromatin structure.histone 43 0
(c69)
Top 8.1.2 TCA / org. transformation. TCA.CS 3 0
(c70)
Top 20.2.5 stress.abiotic.light 3 0
(c71)
Top 29.2.1.2.1.15 protein.synthesis.ribosomal protein.eukaryotic.40S 5 0.001
(c72) subunit.S15
Top 29.5.11.2 protein.degradation.ubiquitin.E1 8 0.004
(c73)
Top 28.99 DNA.unspecified 16 0.012
(c74)
Top 30.3 signalling.calcium 70 0.013
(c75)
Top 13.1.6.1.1 amino acid metabolism.synthesis.aromatic 8 0
(c76) aa.chorismate.3-deoxy-D-arabino-heptulosonate 7-

phosphate synthase
Top 33.2 development.late embryogenesis abundant 5 0
(c77)
Top 29.24 protein.synthesis.elongation 21 0.011
(c78)
Top 30.6 signalling.MAP kinases 19 0
(c79)
Top 29.4 protein.postranslational modification 164 0.011
(c80)

80

Dado suplementar 2: Enriquecimento funcional MapMan dos clusters formados.
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Top MAPMAN Term Gen. Resp. Prop. p- S C [o]
1 gen.2  (%)° val $* W 0O
ue
c0 DNA.synthesis/chromatin 185 10 5.405405 0.0 6 4
1 structure.histone 405 09
c0  hormone 220 26 11.81818 0.0 26
2 metabolism.gibberelin.induced- 182
regulated-responsive-activated
c0  20. stress 196 8 4.081632 0.0 2, 2 1
3 653 3
c0 transport.ABC transporters and 85 0 0 0.0
4 multidrug resistance systems 2
c0 protein.targeting.nucleus 187 6 3.208556 0.0 4 1,
5 15 04 1
c0 20.2.1. stress.abiotic.heat 254 25 9.842519 0.0 4, 1,
6 685 19 1
c0  29.5. protein.degradation 163 29 17.79141 0.0 28 1
7 104
c0 protein.synthesis.elongation 111 6 5405405 0.0 3, 2
8 405 02 1
c0 secondary 142 2 1.408450 0.0 2
9 metabolism.isoprenoids.mevalonate 704
pathway.HMG-CoA synthase
¢l DNA.synthesis/chromatin 124 7 5.645161 0.0 4 3
0 structure.histone 29
¢l signalling.G-proteins 72 4 5.555555 0.0 4
1 556 05
¢l amino acid 106 1 0.943396 0.0 1
2 metabolism.synthesis.central amino 226
acid metabolism.aspartate.aspartate
aminotransferase
¢l 15.2. metal handling.binding, 125 31 24.8 00 26 5
3 chelation and storage
¢l 29.4. protein.postranslational 155 11 7.096774 0.0 10 1
4 modification 194
c1 cell wall.cellulose synthesis.cellulose 154 32 20.77922 0.0 22 9
5 synthase 078 , 1
¢l misc.aminotransferases.aminotransf 80 5 6.25 0.0 5
6 erase class IV family protein
c1 protein.degradation.ubiquitin.proteas 132 4 3.030303 0.0 3 1
7 om 03
c1 Co-factor and vitamine 61 4 6.557377 0.0 3 1
8 metabolism.riboflavin.GTP 049
cyclohydrolase Il
¢l transport.Major Intrinsic Proteins.NIP 77 1 1.298701 0.0 1
9 299
c2 31.4. cell.vesicle transport 180 6 3.333333 0.0 4 1,
0 333 1
c2 protein.degradation.cysteine 183 4 2.185792 0.0 1 3
1 protease 35 01
c2  stress.biotic 152 2 1.315789 0.0 2
2 474 01
c2 hormone 67 0 0 0.0
3 metabolism.ethylene.induced- 01
regulated-responsive-activated
c2 secondary 108 9 8.333333 0.0 9
4 metabolism.phenylpropanoids 333



c3

c3

c3

c3

c3

c3

c4

c4

c4

c4

c4

c4

c4

c4

c4

c4

c5

31.1. cell.organisation

misc.short chain
dehydrogenase/reductase (SDR)
minor CHO metabolism.callose

transport.amino acids
stress.biotic

RNA.regulation of
transcription.putative transcription
regulator

lipid metabolism.TAG synthesis

16.8.1.21. secondary
metabolism.flavonoids.anthocyanins.
anthocyanin 5-aromatic
acyltransferase

secondary
metabolism.phenylpropanoids.lignin
biosynthesis.CCoAOMT

10.1.3. cell wall.precursor
synthesis.AXS

stress.abiotic.heat

mitochondrial electron transport /
ATP synthesis.NADH-DH.localisation
not clear

stress.abiotic.drought/salt

protein.synthesis.ribosomal
protein.eukaryotic.40S subunit.S28
RNA.regulation of
transcription.AP2/EREBP,
APETALA2/Ethylene-responsive
element binding protein family
RNA.regulation of
transcription.unclassified
development.unspecified

protein.synthesis.ribosomal
protein.eukaryotic.40S subunit.512
PS.calvin cyle.phosphoglycerate
kinase

30.6. signalling.MAP kinases

27.1.1. RNA.processing.splicing

amino acid
metabolism.synthesis.aromatic
aa.chorismate.shikimate kinase
misc.misc2

protein.synthesis.ribosomal
protein.eukaryotic.60S subunit.L13A
stress.abiotic.heat

stress.abiotic.drought/salt

207

44

45

46

54

83

86

83

163

101

169

56

51

61

122

76

116

104

108

74

111

106

93

66

87

81

19

18

14

11

13

12

11

9.178743
961
6.818181
818

0

23.91304
348
12.96296
296
3.614457
831

1.162790
698
1.204819
277

11.04294
479

1.980198
02
4.142011
834
1.785714
286

13.72549
02
0

11.47540
984

1.315789
474
4.310344
828

0

10.18518
519
5.405405
405
11.71171
171
11.32075
472

0

0
4.597701
149

13.58024
691

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0
27
0.0
25
0.0

0.0
01
0.0

0.0
08

0.0
01
0.0

0.0

0.0
17
0.0
01
0.0

0.0
24

14

—_

—_

14

11

11

12

82



c5

c5

c5

c5

c5

c5

c5

c5

c5

cb

cb

cb

cb

cb

cb

cb

cb

cb

cb

c7

c7

c7

c7

c7

c7

c7

c7

c7

DNA.synthesis/chromatin
structure.histone

minor CHO metabolism.myo-
inositol.InsP Synthases
protein.synthesis.ribosomal
protein.prokaryotic.chloroplast.30S
subunit.S8

signalling.G-proteins

cell wall.precursor synthesis.RHM
transporter.sugars

lipid metabolism.FA
desaturation.omega 3 desaturase
mitochondrial electron transport /
ATP synthesis.F1-ATPase
RNA.RNA binding

PS.lightreaction.cyclic electron flow-
chlororespiration

RNA.regulation of
transcription.unclassified
protein.postranslational modification

DNA.synthesis/chromatin
structure.histone

misc.UDP glucosyl and glucoronyl
transferases

amino acid
metabolism.degradation.branched-
chain group.valine

protein.folding

development.unspecified
stress.abiotic.drought/salt

DNA.synthesis/chromatin
structure.histone
TCA / org. transformation.TCA.CS

stress.abiotic.light

protein.synthesis.ribosomal
protein.eukaryotic.40S subunit.S15
protein.degradation.ubiquitin.E1

28.99. DNA.unspecified
signalling.calcium

amino acid
metabolism.synthesis.aromatic
aa.chorismate.3-deoxy-D-arabino-
heptulosonate 7-phosphate synthase
33.2. development.late
embryogenesis abundant
protein.synthesis.elongation

73

59

57

146

52

68

53

45

66

49

61

70

66

84

88

151

44

69

101

40

64

86

58

85

57

65

86

51

13

14

10

18

17.80821
918
23.72881
356
5.263157
895

0.684931
507
19.23076
923
10.29411
765
11.32075
472
17.77777
778
1.515151
515
12.24489
796
3.278688
525
2.857142
857
9.090909
091
10.71428
571
2.272727
273

2.649006
623
0

37.68115
942
3.960396
04

0

3.125

2.325581
395
1.724137
931
11.76470
588
5.263157
895
27.69230
769

1.162790
698
0

0.0
05
0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0
07
0.0
01
0.0
14
0.0

0.0

0.0

0.0
12

0.0

0.0
09
0.0

0.0

0.0

0.0

0.0
01
0.0
04
0.0
12
0.0
13
0.0

0.0

0.0
11

13

10

26

18

13
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c7 signalling.MAP kinases 50 0 0 0.0

9

c8 protein.postranslational modification 46 3 6.521739 0.0 3
0 13 11

Dado suplementar 3: Principais termos funcionais de enriquecimento MapMan para clusters de
HCCA. Os nimeros em azul indicam genes regulados negativamente, enquanto os escritos em
vermelho s&o regulados positivamente na analise. Em roxo estdo aqueles cuja regulagdo é ao mesmo
tempo positiva e negativa nos diferentes experimentos do trabalho que os analisou. 'Genes in cluster.
2Responsive genes in cluster. 3Proportion. *Fisher p-value. Source-sink. 6Cell-wall.
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Sonda Responsiva Cluster Enriquecimento funcional
Sof.3557.1.S1_a at  Fonte-dreno/CO: c06 Light-induced protein
Sof.3419.1.A1_at Fonte-dreno/Parede c10 phytosulfokine-alpha 1 precursor
celular
Sof.3446.2.51_at Fonte-dreno/CO2 c13 Ferritin
So0f.3446.2.S1_s_at Fonte-dreno/CO:2 c13 Ferritin
Sof.3446.2.51_x_at Fonte-dreno/CO2 c13 Ferritin
Sof.3446.3.51_a_at Fonte-dreno/CO2 c13 Ferritin
S0f.3446.3.S1_x_at Fonte-dreno/CO:2 c13 Ferritin
Sof.3707.1.51_at Fonte-dreno/Parede c21 DNA.synthesis/chromatin
celular structure.histone
So0f.3569.1.S1_at Fonte-dreno/CO:2 c25 Xyloglucan endo-
transglycosylase/hydrolase
So0f.820.1.S1_at Fonte-dreno/Parede c26 peroxidase
celular
So0f.4028.1.S1_at Fonte-dreno/Parede c32 DNA . .synthesis/chromatin
celular structure.histone
So0f.3822.1.S1_at Fonte-dreno/Parede c33 cellulose synthase catalytic subunit 11
celular
Sof.1025.1.S1_a_at  Fonte-dreno/Parede ¢33 lipid binding protein
celular
Sof.3590.1.S1_at Fonte-dreno/Parede ¢33 fasciclin-like protein
celular
So0f.4025.1.S1_x_at Fonte-dreno/Parede c51 DNA.synthesis/chromatin
celular structure.histone
Sof.3504.1.51_at Fonte-dreno/Parede c52 annexin p33
celular
Sof.4028.1.51_a_at Fonte-dreno/Parede c63 histone H2A
celular
Sof.4025.1.51_s_at Fonte-dreno/Parede c63 histone H2A

celular

Dado suplementar 4: Sondas marcadas como responsivas em mais de uma analise, com os clusters
aos quais pertencem e seus respectivos enriquecimentos funcionais.
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Sof.3557.1.51_a_at (c6)

Mas: 275
Arestas: 1.155

Sof.3124.1.51_s_at (c7)

Més: B1
Arestas: 287

Sof.3446,.2.51_x_at (c13)

Arestas: 1,271

50f.4519.1.51_at (c20)

&
Mos: 419
Arestas: 2.B56

Sof.3569.1.51_at (c25)

Arestas: 2.792

Sof.2388.1.51_at (c34)

Mds: 306
Arestas: 2.303

Sof.1525.1.51_at (c44)

Arestas: 851

Sof.1877.1.A1_at (c45)

Mas: 302 1
LR
Areskas: 1.679

Arestas: 2.217 -:r

Dado suplementar 5: Conjunto de redes baseadas nas sondas responsivas para COz2 criadas a partir
da rede principal. As cores de cada né seguem o mesmo padrao utilizado nas redes dos clusters.
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Anexo 1
DEC LARA(}AO

Em observancia ao §5° do Artigo 1° da Informagcdao CCPG-UNICAMP/001/15,
referente a Bioética e Biossegurancga, declaro que o conteudo de minha Dissertagao
de Mestrado, intitulada “ANALISE EM LARGA ESCALA DE REDES DE
EXPRESSAO GENICA ASSOCIADAS A FOTOSSINTESE E SINTESE DE PAREDE
CELULAR EM CANA-DE-ACUCAR (SACCHARUM SP) EM AMBIENTE DE CO2
ELEVADO", desenvolvida no Programa de Pés-Graduagdo em Genética e Biologia
Molecular do Instituto de Biologia da Unicamp, ndo versa sobre pesquisa envolvendo

seres humanos, animais ou temas afetos a Biosseguranca.

Assinatura: O/I/MAJ)@LQV\L QOU/\/\?G/X

Nome do(a) aluno(a): Christiane de Paula Ribeiro Silva Campos

Assinatura: /2_1; jjb

Nome do(a) orientador(a): Renato Vicentini dos Santos
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Anexo 2

Declaragao

As copias de artigos de minha autoria ou de minha co-autoria, ja publicados ou
submetidos para publicagdo em revistas cientificas ou anais de congressos sujeitos a
arbitragem, que constam da minha Dissertacao/Tese de Mestrado/Doutorado,
intitulada ANALISE EM LARGA ESCALA DE REDES DE EXPRESSAO GENICA
ASSOCIADAS A FOTOSSINTESE E SINTESE DE PAREDE CELULAR EM CANA-
DE-AGUCAR (SACCHARUM SP.) EM AMBIENTE DE CO2 ELEVADO, n3o infringem
os dispositivos da Lei n.° 9.610/98, nem o direito autoral de qualquer editora.

Campinas,

Assinatura : O,l/w\))fla\/\l, O,OUV\/\\Pe/X

Nome do(a) autor(a): Christiane de Paula Ribeiro Silva Campos

Assinatura : m ljb
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