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RESUMO

Etiquetas de sequiéncias expressas geradas pelo Projeto ESTs de cana-de-agucar (FAPESP)
forneceram um banco de dados util para a investigagdo das sequéncias de DNA
relacionadas a muitas caracteristicas agroindustriais da cana-de-aclcar. Quando
comparadas as sequéncias de DNA de diversas espécies de plantas disponiveis no banco de
dados do Centro Nacional de Informacéao Biotecnoldgica (NCBI), foi possivel avaliar varias
proteinas produzidas por esta planta, incluindo aquelas relacionadas a resisténcia ao
estresse hidrico. O SUCEST gerou aproximadamente 43.150 clusters de onde foram
obtidas 52 proteinas putativas relacionadas a resisténcia ao estresse hidrico em 2.998
clusters analisados. A identificacdo de proteinas in silico teve como suporte um protocolo
modificado desenvolvido pelo SUCEST, que usou ferramentas de bioinformética

especificas, disponiveis no NCBI, como por exemplo BLAST e FASTA..

Termos para indexacgdo: ESTs, cana-de-acUcar, estresse hidrico.
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ABSTRACT

The expressed sequenced tags (ESTs) generated by Sugarcane ESTs Project (FAPESP)
provided a useful databank for the investigation of DNA sequences related to many
different sugarcane agroindustrial features. When compared to DNA sequences from
several plant species available at The National Center for Biotechnology Information
Databank it was possible to perform a survey on various proteins produced by this plant
including those related to water stress resistance. SUCEST generated approximately 43,150
clusters from where 52 best hits were obtained in this survey for putative proteins related to
water stress resistance on 2,998 analyzed clusters. In silico protein identification was
achieved following a modified protocol developed by SUCEST which used specific
bioinformatics tools available at NCBi such as BLAST and FASTA.

Index terms: ESTS, sugarcane, water stress.
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INTRODUCAO

A cana-de-agucar (Saccharum officinarum L.), cultivada em &reas tropicais e
subtropicais em mais de 80 paises, constitui-se numa das mais importantes espécies
vegetais da atualidade, particularmente em funcdo de seu papel como fonte de energia
(actcar, etanol e eletricidade). Em 1995, a producéo atingiu valores em torno de 1.2 x 10°t,
resultante do cultivo em 18 milhGes de hectares distribuidos ao redor do globo. Esta
herbacea da familia das gramineas. A cana é matéria-prima de grande flexibilidade, com ela
obtém-se o acUcar, alcool de varios tipos; fabrica-se bebidas como cachaca, rum e vodka e
gera eletricidade a partir do bagago via alcoolquimica. Também pode produzir papel,
plasticos e produtos quimicos. Da cana se aproveita absolutamente tudo: bagago, méis, torta
e residuos de colheita, devido a sacarose contida em seu caule, formado por numerosos nos.
O potencial de producédo de bens de consumo gerados pela cana-de-agUcar gira em torno de
100 diferentes produtos comerciais, apesar de ser considerada exclusivamente como
produtora de acUcar e alcool.

A atividade canavieira do Brasil tem exercido papel preponderante na formacéo e
desenvolvimento das sociedades, em funcdo de sua contribuicdo para a alimentacdo e

producéo de energia. E responsavel por cerca de um milhdo de empregos diretos, 511 mil
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apenas na producdo de cana-de-aclcar. O restante esta distribuido na agroindustria de
acucar e alcool.

Os problemas relacionados a producdo da cana-de-agucar sdo praticamente 0s
mesmos de outras culturas: necessidade de agua e fertilizantes; compactacdo dos solos;
concorréncia de outras plantas (chamadas "daninhas" ou "invasoras"); assédio de fungos,
bacterias, insetos e nematoides, que debilitam a cultura. Hoje, tais problemas s&o
parcialmente resolvidos com a utilizacdo de defensivos agricolas, ou agrotoxicos.
Entretanto, no Nordeste brasileiro, o principal fator limitante da producgéo de acucar, alcool
e derivados sdo os prolongados periodos de estiagem verificados anualmente. As chuvas
irregulares tém contribuido para a reducdo da produtividade da cana-de-agUcar, além de
determinar investimentos elevados nas chamadas “irrigacdes salvadoras”, na tentativa de
manter os niveis de produtividade atuais.

O estresse hidrico tem sido o principal fator limitante dos acréscimos na
produtividade de cana-de-agucar no Nordeste brasileiro. Diversos materiais genéticos de
excelente desempenho construidos pelo PMGCA tém no déficit hidrico no solo, durante a
maior parte do ano, seu maior adversario nas areas produtoras dessa graminea.

A deficiéncia hidrica provoca alteragdes, cuja irreversibilidade no comportamento
vegetal vai depender do genotipo, duracdo e severidade do estresse, estadgio de
desenvolvimento e historia prévia do estresse. As reacdes das plantas a falta de agua no
solo sdo manifestadas por um quadro sintomatoldgico bastante complexo, sendo que as
alteragcbes nas respostas fisioldgicas, ocorrem bem antes que 0s sintomas possam ser
percebidos visualmente. O estado de 4gua na planta representa uma integragdo da demanda
atmosférica, potencial de adgua no solo, densidade e distribui¢do de raizes, bem como de
outras caracteristicas da planta (CLARK; HILER, 1973).

Em decorréncia da posicdo de destaque que ocupa na economia mundial, a cultura
da cana estd freqlientemente inserida em programas de melhoramento de espécies
cultivadas, visando a introducdo de caracteristicas de interesse agronémico, como
resisténcia a pragas e patdgenos, tolerancia a herbicidas, e aumento no teor de sacarose
(CIDADE et al., 2006). Um dos atuais desafios do Brasil ¢ aumentar a oferta de &lcool

combustivel. As solugdes englobam desde novas variedades de cana-de-agUcar, incluindo
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plantas transgénicas, até a simples expansdo da area agricola, além de inovagdes na linha de
producgdo das usinas. Sindnimo de combustivel renovavel, que polui menos em comparagéo
com os derivados de petroleo, o etanol voltou a ocupar um lugar de destaque no cenério
energético do pais e também comecou a ser desejado por varios paises. No caso brasileiro,
0s responsaveis pelo renascimento do &lcool sdo os carros bicombustiveis, ou flex fuel, que
podem ser abastecidos com alcool e gasolina, em qualquer proporcao.

Enquanto novas usinas sdo construidas, outros flancos estdo sendo abertos no
ambito da pesquisa tecnoldgica. As inovagbes vém principalmente dos estudos genéticos,
como novas variedades e plantas transgénicas. Recentemente num projeto entre o Centro de
Tecnologia Canavieira (CTC), a Usina Central de Alcool Lucélia e pesquisadores da
Universidade de Sdo Paulo (USP) e Unicamp, financiados pela FAPESP, foram
depositados e patenteados 200 genes identificados em diversas variedades de cana que
estdo relacionados a produgéo de sacarose, componente fundamental da industria agucareira
e também imprescindivel no processo de fermentacéo, servindo de alimento para a levedura
produzir o alcool. (OLIVEIRA; VASCONCELOS, 2006).

No momento atual, a gendmica tem contribuido sobremaneira para a analise dos
materiais genéticos disponiveis nos centros de pesquisa. As técnicas incluem, entre outras,
a clonagem de genes, seqienciamento de DNA, e a transformacgdo de plantas através da
biobalistica ou agrotransformacdo. Além disso, ferramentas de Bioinformatica séo
consideradas imprescindiveis nas analises de expressdo génica, como também os trabalhos
em protedmica. Em julho de 1999, com o objetivo de sequienciar partes escolhidas do DNA
da cana-de-agucar e identificar cerca de 50 mil genes com caracteristicas de interesse
econdmico foi executado o Projeto Genoma de ESTs de Cana-de-Acgucar (SUCEST),
financiado pela FAPESP- SP.

A identificacdo e a compreensdo dos mecanismos de tolerdncia a seca s&o
fundamentais no desenvolvimento de novas cultivares comerciais mais tolerantes ao déficit
hidrico. A expressdo de genes (ainda ndo caracterizados) em gendtipos tolerantes pode ser
usada no estudo de mecanismos de tolerdncia a seca e na identificacdo de outros genoétipos
com caracteristicas similares. Genes induzidos pelo déficit hidrico promovem: toleréncia da

celula a desidratacdo; funcdes de protecdo no citoplasma; alteracdes no potencial osmotico
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celular para aumentar a absor¢do de &gua; controle da acumulacdo de ions; regulacéo
adicional de expressdo génica e metabolizacdo de compostos degradados pelo estresse
(MARUR, 2005).

Um dos principais objetivos desse trabalho foi analisar os dados produzidos pelo
Projeto Data Mining (aprovado pela Coordenagdo do Projeto Genoma Cana - FAPESP),
resultado das atividades de sequenciamento automatico de DNA nos laboratorios de S&o
Paulo, Alagoas e Pernambuco, visando a identificacdo de proteinas relacionadas ao estresse
hidrico.
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REVISAO DE LITERATURA

1. Cana-de-acgucar

1.1 - Caracteristicas gerais

A cana-de-agucar € uma graminea perene pertencente ao género Saccharum, tendo a
seguinte classificacdo boténica, Divisdo: Magnoliophita; super divisdo: Spermatophyta;
Classe: Liliopsida; Sub classe: Commelinidae; ordem: Cyperales; género: Saccharum;
espécies: Saccharum officinarum L., Saccharum spontaneum L., Saccharum robustum
(THE PLANTS database, 2000).

Planta ereta, rizomatosa, formando touceiras, possui colmo cilindrico, quase sempre
fistulosos, espessos, de coloragdo varidvel, com nds marcados e entrends distintos e
visiveis. As folhas sdo simples, alternadas, compridas e estreitas. O fruto é seco do tipo
cariopse e com semente de endosperma abundante. O sistema radicular é bem ramificado e
ndo possui raiz pivotante, sendo que a cana planta possui maior quantidade de raizes que a
cana soca e cerca de 75% de seu sistema radicular se encontra nos primeiros 50cm de solo.
O caule ¢é a parte utilizavel, desenvolve-se em touceiras, atinge entre 3 e 6 m de altura, por
2 a 5 cm de diametro, caule do tipo colmo, com nds e entrends. Sob determinadas
condicOes de fotoperiodo, temperatura e umidade, floresce emitindo uma inflorescéncia ou
panicula com flores hermafroditas, que recebem nomes vulgares de flecha ou bandeira, cuja
cor, forma e tamanho sdo especificos de cada cultivar (BACCHI, 1985). No que se refere

aos fatores climaticos, o crescimento da cana-de-aglicar mostra-se variavel, dependendo da
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cultivar e das condi¢es ambientais. A temperatura ideal para o desenvolvimento da cana-
de-acUcar situa-se entre 20 e 35°C, sendo que as regides aptas para o cultivo da cana devem

possuir temperatura média anual superior a 20°C (Castro, 2001 apud SILVA, 2004).

1.2 - Origem e disperséo

O lugar onde a cana-de-agUcar germinou pela primeira vez é uma incognita, devido
a quantidade de gramineas hibridas existentes e a falta de documentacdo que certifique sua
origem (UNICA, 20062).

Referéncias indicam que essa graminea tenha se difundido pela Pérsia, Siria, Egito e
Sicilia ainda na época de Alexandre Magno, o Grande, ent&o rei da Maceddnia, por ocasido
da conquista e organizacdo do império Persa em aproximadamente 327 a.C. A expansao de
seus dominios propiciou canais mercantis que facilitaram a evasao e influéncia de artigos,
especiarias e costumes entre a Asia Meridional, sul e sudeste da Europa e norte da Africa.
Segundo MACHADO JR. et al. (1987) apud MELO JR, 2006 a origem da cana-de-acUcar e
sua completa histdria encontram-se perdidas na antiguidade. Foram encontradas referéncias
relatando que se estabeleceu ha cerca de 6.000 anos A.C. na Melanésia, Indonésia, Nova
Guiné, india e China.

Por muito tempo, durante sua difusdo pelo continente europeu, o acgucar foi
encarado como uma substancia rara, utilizada no tratamento de enfermidades das mais
diversas origens, chegando a ser incluido em testamento, como o da mulher de Carlos V,
imperador do Sacro Império Romano Germanico. Somente apds o século XV a cana-de-
acucar passou a ter uma producdo em larga escala, tornando-se entdo, sob a 6tica comercial,
um produto importante e atraente para 0 mercado mundial. Em Portugal foi introduzida
atraves da Ilha da Madeira pelo Infante Dom Henrique, ainda no mesmo século. No Brasil a

cana-de-agucar passou a ser cultivada a partir do terceiro decénio do século XV1 .

CASTRO, P. R. C. Utilizagao de reguladores vegetais no sistema de producéo da cana-de-agucar. In: Curso: Fisiologia vegetal aplicada a
cana-de-agticar. STAB-Leste, Maceid, 2001. 10p.

MELO JUNIOR, A. M. DE.; Cultivo da cana-de-agUcar na usina caeté - safra 05/06. (Trabalho de conclusdo de curso) CECA/UFAL,Rio
Largo, 2006.
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1.3 — Importéncia sécio-econdmica

Entre 111 paises produtores de agucar, 73 cultivam cana-de-actcar e fornecem 3/4
da producdo mundial de acucar. O Brasil € 0 maior produtor de cana-de-agucar do mundo,
com 0s menores custos de producdo, e também o maior exportador do produto, seguido
pela india, o segundo maior produtor, mas com uma producdo que equivale & metade da
brasileira e a da Australia. Em média, 55% da cana brasileira produz alcool e 45%, acucar.
Planta-se cana no Centro-Sul e no Norte-Nordeste, 0 que permite dois periodos de safra.
Produz-se, portanto, o ano todo. Dependendo do momento de plantio, a cana demora de ano
a ano e meio para ser colhida e processada pela primeira vez (UNICA, 2006b).

A regido Centro-Sul com 407,6 milhdes de toneladas é responsavel por 86,8% da
producgdo nacional, ocupa 81,4% da area a ser colhida (5,0 milhdes de hectares) e detém a
maior produtividade média do pais, de 81.338 kg/ha. A regido Sudeste contribui com 325,9
milhdes de toneladas, o correspondente a 69,4% da producéo nacional e 80% da producéo
do Centro-Sul, S&o Paulo é o principal estado produtor com 265,5 milhGes de toneladas na
safra 2005/2006. A producdo nacional de cana-de-acucar na safra 2005-2006 foi de 436,8
milhGes de toneladas, crescimento de 5,1% em relagdo a safra anterior. A producdo da
regido Norte-Nordeste é de 62,2 milhdes de toneladas, correspondente a 13,2% da producéo
nacional, cultivada numa &rea de 1,1 milh@o de hectares, 18,6% da area a ser colhida no
pais (CONAB,2006).

A regido Nordeste, tradicional produtora de agucar, vem perdendo posicdo relativa
para a producdo de Sdo Paulo desde o lancamento do Proalcool, ha 21 anos. Melhores
solos, areas mecanizaveis, fortes investimentos em pesquisa e clima mais regular tém
permitido a S&o Paulo uma produtividade muito superior a Pernambuco e Alagoas.
Enquanto os produtores paulistas colnem em média quase 80 kg/ha, a produtividade média
no Nordeste ndo passa de 60 kg/ha. Em funcdo dessa diferenca é que vem crescendo a
participacdo da produgdo paulista no total nacional. Na produgdo de &lcool S&o Paulo
representa 80% e o Nordeste, que no auge do Proalcool representou 20%, hoje ndo passa de
6%. Ja na producdo de aclcar as usinas paulistas produzem mais de 50% do total da

producéo nacional, enquanto as usinas nordestinas ndo chegam a 30% (PESSOA, 2006). A
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tabela 1 demonstra o perfil da producdo de cana-de-aglcar desde 1998 a 2006 entre S&o
Paulo e demais regides (UNICA, 2006b).

Tabela 1. Producéo de cana-de-agucar de 1998 a 2006.

PRODUCAO DE CANA-DE-ACUCAR (Toneladas)

SAFRA Regido CENTRO/SUL Regido N/NE BRASIL
Sao Paulo Demais Total
1998/1999 199.313.949 70.209.046 269.522.995 45.141.192 314.664.187
1999/2000 194.234.474 69.735.142 263.969.616 36.444.343 300.413.959
2000/2001 148.256.436 58.842.621 207.099.057 49.291.326 256.390.383,
2001/2002 176.574.250 67.645.273 244.219.523 47.704.407 291.923.930
2002/2003 190.627.892 77.920.050 268.547.942 50.463.092 319.011.034
2003/2004 207.572.535 91.024.783 298.597.318 60.194.968 358.792.286,
2004/2005 229.768.505 97.486.208 327.254.713 57.511.153 384.765.866,
2005/2006 242.828.824 94.028.105 336.856.929 49.727.458 386.584.387
Fonte: IBGE

O Estado de Alagoa foi o maior produtor de cana-de-agucar do Nordeste em 2004,
segundo dados do IBGE (2005). No entanto, ainda tém sido baixos os niveis de
produtividade agroindustrial e de rendimentos de mao-obra, e varios estudos evidenciam a
heterogeneidade das unidades de producdo de aglcar e alcool (ANDRADE e BARBOSA,
1996). O setor sucroalcooleiro do Estado de Alagoas tem sua importancia reconhecida por
ser gerador de emprego e renda, com mais de 90 mil empregos diretos, a partir das suas 26
unidades produtoras de aclcar e alcool. Na safra 05/06, obteve producdo superior a 22
milhGes de toneladas de cana, transformados em cerca de 1,1 milhdo de toneladas de agUcar
e mais de 500 mil metros ctbicos de &lcool (SINDACUCAR-AL, 2006).

A cana, também matéria-prima para extracdo de alcool, tem o potencial energético
de 1,2 barril de petrdleo para cada tonelada . Atualmente, o alcool movimenta 15% da frota
automotiva do pais. Em 2003/2004, o Brasil produziu 14,4 bilhdes de litros de alcool. No
ano passado, o volume de embarques alcancou cerca de 800 milhGes de litros.
Combustivel ndo-poluente, o alcool é um produto que cada vez mais interessa as nacoes
interessadas em reduzir a emissdo de gases nocivos a saide humana (GLOBAL 21, 2006).

O setor sucroalcooleiro do Brasil € 0 mais competitivo em termos internacionais,
por apresentar o melhor desempenho quanto as relagdes entre rendimentos, produtividade e
custos. O grande indutor desse desenvolvimento foi a expansao que o setor experimentou

nos ultimos 20 anos, como decorréncia do aumento da producdo do alcool e da producéo
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do acucar, atualmente focada no maximo aproveitamento da cana-de-actcar (OLIVERIO,
2002). Esse crescimento deve-se principalmente a instalagcdo de novas usinas para atender a
crescente demanda por aclcar e alcool. Do total de cana produzido, 216 milhdes de
toneladas foram destinados & producao de acucar e 178 milhdes de toneladas de cana para a
fabricacdo de alcool hidratado e anidro, o suficiente para gerar 17 bilhdes de litros do

produto.

1.4 - Relagdes Hidricas

Segundo ALEXANDER (1973), cerca de 70% do peso da matéria fresca da cana-
de-acucar é constituida de &gua. Para cada parte de matéria seca produzida ha perda de 250
partes de agua. Em solos em condi¢des de coeficiente de murcha, quando a &gua
aparentemente ndo se encontra disponivel, ha uma severa reducdo no crescimento da cana-
de-acUcar, mas esta ainda consegue retirar agua do solo, mesmo quando seu contetdo esta
em torno de 2 a 4% abaixo do coeficiente de murcha. No momento que é fornecido agua a
planta, ela retoma imediatamente o crescimento em ritmo constante.

O déficit hidrico no solo, durante a maior parte do ano € o maior adversario da
produtividade nas areas produtoras do Nordeste brasileiro. A deficiéncia hidrica provoca
alteracOes, cuja irreversibilidade no comportamento vegetal vai depender do genotipo,
duracdo e severidade do estresse, estagio de desenvolvimento e histdria prévia do estresse.
As reacOes das plantas a falta de agua no solo sdo manifestadas por um quadro
sintomatolégico bastante complexo, sendo que as alteracdes nas respostas fisioldgicas,
ocorrem bem antes que os sintomas possam ser percebidos visualmente. O estado de agua
na planta representa uma integracdo da demanda atmosférica, potencial de agua no solo,
densidade e distribuicdo de raizes, bem como de outras caracteristicas da planta (CLARK;
HILER, 1973).
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2. Genoma e mineracao de dados (data mining)

Os organismos respondem a diferentes estimulos ambientais por meio de alteracGes
no proteoma, conjunto de proteinas das células. Esse processo pode permitir a adaptacéo a
condicBes adversas, como, por exemplo, choque térmico, exposi¢do a drogas, ataque de
patdgenos, etc. O fluxo da informacdo génica do DNA nos cromossomos (genoma) até o
proteoma é intermediado pelo conjunto das moléculas de RNA (transcritoma) (FELIX et al.
2002).

Os programas de melhoramentos genéticos tradicionais esbarram na complexidade
do seu genoma, conseqiiéncia de sua origem e poliploidia (ALMEIDA, 2002). Segundo
INGELBRECHT et al. (1999), em virtude de sua origem multipla, a cana-de-agtcar possuli
um dos genomas mais complexos do reino vegetal, apresentando um nivel variavel de
ploidia (geralmente de 5x a 14x, em que x = 5, 6, 8, 10,12 ou 14). Essa complexidade
dificulta a aplicacdo de técnicas de melhoramento convencional. Diversos centros de
pesquisas, tanto no Brasil como no exterior, ha anos geram novas variedades de cana-de-
acucar. O desenvolvimento de variedades resistentes a estes males, obtidas pela
modificacdo genética das plantas, consiste em uma alternativa aos defensivos agricolas.

A idéia de decifrar o genoma da cana-de-agUcar partiu do Centro de Tecnologia da
Copersucar - Cooperativa dos Produtores de Cana, Aclcar e Alcool do Estado de S&o
Paulo, em meados de 1998. Na ocasido, as investigacdes sobre o material genético da
Xylella fastidiosa estavam bem adiantadas e o sucesso do projeto fez com que sua
financiadora, a Fapesp, anunciasse o interesse em investir em outras pesquisas do género. A
Copersucar apresentou uma proposta a instituicdo para incluir a cana-de-aglcar no seu
Programa Genoma, com um forte argumento para isso: um quarto de toda a cana-de-agucar
produzida no mundo é colhida no Brasil, sendo que s6 no Estado de Sdo Paulo responde
por 60% desse total. Seria o primeiro projeto nacional a tornar conhecidos 0s genes de uma
planta (PAIVA, 2000).

Nas etapas do referido projeto, os pesquisadores do Genoma Cana buscaram isolar
somente 0s genes envolvidos na sintese de proteinas, desprezando todo o restante do
material genético contido no DNA. Para organizar esse acervo, 21 laboratérios de

bioinformatica envolvidos no projeto receberam copias de trechos do DNA extraidos de
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diferentes tecidos celulares da cana. Através de etiquetas de seqiiéncias transcritas - EST
(do inglés, Expressed Sequence Tags), os pesquisadores efetuaram o seqtienciamento dos
genes expressos, que permite conhecer apenas 0s chamados genes expressos, ou 0 genoma
funcional da planta (PAIVA, 2000). A cana ideal, mais produtiva, resistente a pragas e
doencas, tolerante a seca e a herbicidas e eficiente na absor¢do de nutrientes podera ser
constituida a partir das descobertas do Genoma Cana.

Motivadas pela grande disponibilidade de recursos computacionais e a facilidade de
troca e armazenamento de informacdes, instituicbes das mais diversas éareas do
conhecimento tém produzido e armazenado eletronicamente uma grande quantidade de
dados. Surge, entdo, a necessidade de técnicas eficientes para anélise desses volumes de
dados e extracdo de informagfes que possam ser Uteis ao processo de tomada de decisao.
Tais métodos tém contribuido para o surgimento de sistemas computacionais capazes de
adquirir novos conhecimentos, novas habilidades e novas maneiras de organizar o
conhecimento existente (MITCHELL, 1997 apud METZ, MONARD, 2006). Esses
sistemas sdo, na sua maioria, produtos do Aprendizado de Maquina — AM —, cujos
algoritmos sd@o amplamente utilizados em tarefas de descoberta de conhecimento de bases
de dados (knowledge discovery from databases — KDD) principalmente para automatizar o
processo de analise de dados e extragdo de conhecimento util e preferencialmente novo
(FAYYAD et al., 1996 apud METZ; MONARD, 2006).

“A bioinformatica ¢ uma nova disciplina cientifica com raizes nas ciéncias da
computagdo, na estatistica e na biologia molecular. Esta ferramenta foi desenvolvida para
enfrentar os resultados das iniciativas de seqlienciamento de genes, que produzem uma
quantidade cada vez maior de dados sobre proteinas, DNA e RNA. Desse modo, 0s
bidlogos moleculares passaram a utilizar métodos estatisticos capazes de analisar grandes
quantidades de dados bioldgicos, a predizer funcbes dos genes e a demonstrar relaces
entre genes e proteinas” (VOGT, 2006).

METZ, J., MONARD, M. C. Clustering hierarquico: uma metodologia para auxiliar na interpretacdo dos clusters. Disponivel em:
<bibliotecadigital.sbc.org.br/download.php?paper=376> acesso em: 10/07/2006.
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Data mining ou mineracdo de dados consiste em um processo analitico projetado
para explorar grandes quantidades de dados (tipicamente relacionados a negdcios, mercado
ou pesquisas cientificas), na busca de padrdes consistentes e/ou relacionamentos
sistematicos entre varidveis, validando-os através de padrbes detectados a novos
subconjuntos de dados. O processo consiste basicamente em 3 etapas: exploracao;
construcdo de modelo ou definicdo do padrdo; e validacdo/verificacdo (CORTES, 2006).
De tal modo, data mining possibilita a descoberta de padrdes ou regras que permitam uma
melhor compreensao da informacéo contida nos dados (VESSONI, 2006).

O banco de dados biolégico mais utilizado é o GenBank
(http://wvww.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/), disponivel no banco de informagdes do NCBI
(National Center of Biotechnological Information) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), o qual
oferece a colecdo mais completa de dados de seqliéncias nucleotidicas de varios tipos de
organismos disponiveis em todo o mundo. O banco disponibiliza diversas ferramentas
computacionais com funcdes especificas, sendo uma das mais utilizadas o0 BLAST (Basic
Aligment Search Tool), um algoritmo baseado no método heuristico para a submissdo de
sequéncias e posterior alinhamento, através de homologia dessas seqiiéncias com as
depositadas no GenBank. O BLASTNn realiza pesquisas em seqiiéncias de nucleotideos com
banco de dados de sequiéncias também de nucleotideos (GIBAS; JAMBECK, 2001). O
ordenamento se da por uma analise de trechos semelhantes entre os fragmentos
sequienciados. Quando sdo encontrados trechos com pelo menos 14 bases semelhantes, eles
s&o interpretados como sendo originarios de uma mesma regido do genoma. E desta forma
que dois fragmentos sdo alinhados contiguamente, tendo como finalidade principal gerar
novos conhecimentos a partir da grande quantidade de dados que vém sendo obtidos
atraves das sequiéncias de DNA e proteinas.

O projeto genoma da cana-de-acucar (SUCEST) produziu uma quantidade enorme
de sequiéncias de DNA. O banco de dados que armazena essas sequéncias automaticamente
analisa as proteinas que possivelmente sdo codificadas por cada uma dessas sequiéncias.
Essas proteinas podem ser categorizadas de acordo com diversos critérios: proteinas

induzidas por ataque de patdgenos, proteinas que se ligam a DNA, etc. O data mining
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consiste em buscar no banco de dados genes que codifiquem proteinas possivelmente
envolvidas em um determinado processo biologico (MENOSSI, 2002).

Os principais bancos de dados encontrados na Internet e que séo de interesse em
bioinformatica sdo bancos de dados envolvendo sequéncias de genes e proteinas: os bancos
de sequéncias priméarios e os secundarios. Os primarios sdo aqueles que sdo derivados
diretamente dos dados obtidos a partir do seqiienciamento de acidos nucléicos ou proteinas.
Os bancos de dados primarios podem conter, além da seqtiéncia em si, outros dados como
uma traducdo de uma sequéncia de um clone de DNA, sequéncias padrdo (como sitios de
fosforilacdo), promotores e outras anotacfes semelhantes. Os principais bancos de dados

primérios s&o o Genebank, o EBI(EMBL), e 0 DDBJ. Além dos bancos de dados primarios,
ha outros que sdo deles derivados. Sdo os bancos de dados secundarios, como o PDB -

http://www.rcsb.org/pdb/Welcome.do;jsessionid=1V20vIPwj2Csu3ILjBDV8Q** (banco de

dados de estruturas tridimensionais de macromoleculas biologicas, determinadas por
cristalografia de raios X e por ressonancia magnética nuclear), o PIR - http://www-
nbrf.georgetown.edu/ (seqliéncia de aminoacidos em proteinas e outras anotagdes
pertinentes), PROSITE - http://www.expasy.ch/prosite/ (um banco de dados de familias e
dominios de proteinas), o SWISS-PROT - http://www.expasy.ch/sprot/ (sequéncias de

proteinas, contendo diversas anotacGes) e ainda o KEGG - http://www.genome.jp/kegg/

(Enciclopédia de genes e genomas).



METODOLOGIA

1. Local de execucgéao

O presente estudo foi conduzido no Laboratorio de genética Molecular, Gendmica e
Protedmica — GEMPRO e BIOINFORMAL- localizados no Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal de Alagoas — CECA/UFAL, Campus Delza Gitai, Rio Largo,
Alagoas.

2. Material bioldgico

O material utilizado foi constituido de quinze placas de bibliotecas gendmicas
(Tabela 2) fornecidas pelo Laboratorio CBMEG da Universidade de Campinas/SP —
UNICAMP, contendo os fragmentos de cDNA de cana-de-agtcar inseridos no vetor pSport
em Escherichia coli, preservadas em glicerol 50% e conservadas a —20°C.

As bibliotecas de cDNA foram obtidas de diferentes variedades de cana em
diferentes estagios de crescimento, cultivadas na estacdo experimental da Copersucar
(Piracicaba — SP), CBMEG (Universidade Estadual de Campinas / Campinas — SP),
Universidade Federal do Rio de Janeiro (Rio de Janeiro — RJ) e Serra do Ouro — Murici,

Universidade Federal de Alagoas (Macei6 — AL).
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Tabela 2. Numeros de identificagdo das bibliotecas gendmicas utilizadas

para seqiienciamento.

NUMEROS DE IDENTIFCACAO

15

NR1 049 RII NR2 049 RII
NR1 050 RII NR2 050 RII
NR1 051 RII NR2 051 RII
NR1 052 RII NR2 052 RII
NR1 053 RII NR2 053 RII
NR1 054 RII NR2 054 RII
NR1 055 RII NR2 055 RII

NR2 056 RII

As Bibliotecas foram obtidas de RNA isolado de variedades de cana-de-agucar
comercialmente cultivadas (SP70-1143; SP80-3280%; SP80-87432'; PB5211 x P57150-4';
SP83-5077; SP80-185; SP87-396; SP803280 x SP81-5441'; CB47-89; RB855205;
RB845298; RB805228).

3. Crescimento bacteriano

As colonias de bactérias com o plasmideo foram multiplicadas para obtengdo de
grande quantidade de copias do cDNA dos fragmentos a serem seqiienciados. Esta etapa foi
desempenhada numa camara asséptica de fluxo laminar (Labconco Purifier Class Il Total
Exhaust), previamente desinfetada com etanol 70% e esterilizada por luz ultravioleta (UV)
por 15min. Com o auxilio do replicador Boekel os clones de cada uma das placas com
glicerol a 50% foram transferidos para uma placa de crescimento contendo 1,2mL de
CircleGrow 4%, 120uL de ampicilina (100mg/mL) (Figura 1). As placas foram
identificadas, seladas com adesivo (Sorenson), o qual foi perfurado em dois pontos para
facilitar a aeragdo. As bactérias foram, portanto, incubadas sob agitagdo constante de 320

rpm em agitador durante 24h a 37°C (Figura 2).
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Figura 1. Transferéncia de clones com Figura 2. Culturas de bactérias em
replicador Boekel. placas de crescimento sob agitagdo
em agitador.

Apo6s incubagdo as placas foram centrifugadas por 6min. a 4000 rpm para
sedimentar as células. Apds conferir e registrar em micro prep sheet (Apéndice 1) possiveis
anormalidades nas culturas, o adesivo foi removido, o sobrenadante descartado e a placa
invertida sobre papel absorvente por 1 min, em seguida novamente selada e mantida a -

20°C at¢ a extracao do plasmideo (mini-prep).

4. Extragdo de DNA plasmidial (Mini-prep)

Esta etapa consistiu em eliminar todos os constituintes celulares da bactéria, que nao
interessam para o seqiienciamento, do plasmideo contendo o inserto de cana-de-agUcar.
Para tal, foram adicionados a cada poco da placa contendo a cultura bacteriana, 240uL de
GET (20% Glicose, 0,5M EDTA, 1M Tris-HCI, pH 7,4), a placa foi selada e agitada em
Vortex por 2 mins para ressuspender bem as células. Em seguida as células foram
sedimentadas por centrifugagdo por 6min. a 4000rpm em centrifuga refrigerada
(Eppendorf). O adesivo (SORENSON) foi removido, o sobrenadante descartado e a placa
invertida em papel absorvente. Em seguida foram adicionados a cada pogo 80uL de GET, a

placa foi novamente selada e agitada em Vortex por 2min. para ressuspender as células.
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Concomitantemente foram adicionados SpuL. de RNAse (10mg/mL) a cada poco de uma
microplaca de 250uL em polipropileno com fundo redondo (tipo Elisa) devidamente
identificada. Para esta placa contendo RNAse foram transferidos 80uL da suspensdo de
células e adicionados 80uL de 0,2mol.L™' NaOH / SDS. A placa foi selada com um novo
adesivo e o conteudo misturado gentilmente por inversao 10 vezes consecutivas. A placa
foi incubada por 10 mins a temperatura ambiente sobre a bancada e em seguida
centrifugada por alguns segundos (spin) até que nao houvesse mais solu¢do no adesivo.
Logo apos foi acrescentado a cada pogo, 80uL de KOAc 3mol.L™" (estocado a 4°C), a placa
novamente foi selada e invertida 10 vezes para homogeneizar. Mais uma vez foi dado um
spin a 4000 rpm para remover goticulas do adesivo, o qual foi logo removido e a placa
transferida para uma estufa previamente aquecida a 90°C por exatos 30min. Apos esse
periodo de incubagdo a placa foi selada e arrefecida em gelo picado por 10 mins e
posteriormente centrifugada por 4min., 4000 rpm a 20°C. Uma placa de filtro Millipore
(MAGYV N22) foi fixada com fita adesiva em uma microplaca nova de 96 pogos (fundo V),
assegurando-se que os filtros e pogos receptores estivessem bem alinhados. Transferiu-se
todo o volume do sobrenadante (evitando transferir os debris celulares, ou seja, sem
perturbar o pellet) para a placa filtro Millipore e centrifugou-se (sem tampa) por 4 min. a
4000rpm, 20°C ou até que todo o volume descesse para a outra placa (fundo V). Apds a
transferéncia do liquido, a placa Millipore foi removida e descartada e foram adicionados
110pL de isopropanol 100% (Merck) ao filtrado, ap6s a placa foi selada com adesivo
resistente a alcool e invertida por 20 vezes e centrifugada por 45min., 4000rpm, 20°C. O
sobrenadante foi descartado, 200ul de etanol 70% gelado foram adicionados para
precipitacio do DNA. Centrifugou-se por mais 5 min. a 4000rpm, 20°C. Removeu-se 0
sobrenadante e invertendo-se a placa sobre papel absorvente e centrifugando por 3min. a
900rpm, 20°C. O DNA secou por 60min. a temperatura ambiente, na placa coberta com
papel toalha e em seguida o DNA foi ressuspendido com 60uL de dgua deionizada (Milli-
Q) estéril. A placa selada com novo adesivo foi devidamente identificada e incubada sobre

bancada a temperatura ambiente over night. Apos esse periodo foram conservadas a -20°C.
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5. Analise do DNA plasmidial

Uma aliquota de Sul. de DNA extraido com 1uL de tampao de carregamento
(0,25% azul de bromofenol, 0,25% de xileno cianol € 30% de glicerol) foi analisada através
da eletroforese em gel de agarose 1,2%, em tampao TBE 1X (500 mM de Tris-HCI, 60 mM
de acido borico e 83 mM de EDTA) e corado com brometo de etidio (0,5ug/mL),
submetido a 3cm™ por 60 min., visualizado em transiluminador de luz UV (TFX-20M Life
Techonologies — Gibco BRL) e fotodocumentado com Sistema Digital Kodak Science.

Depois de constatada a eficiéncia da minipreparagdo, as amostras puderam ser

submetidas a reacdao de PCR.

6. Reacdo de PCR (polimerase chain reaction)

As reagdes de seqiienciamento foram preparadas com um quarto do volume
recomendado pelo kit ABI PRISM BigDye terminator Sequence (Applied Biosystems,
Foster City, CA, EUA), acrescentando-se: 2uL BigDye terminator , 2ul do tampédo Save
Money (200mM Tris-HCI pH 9,0; SmM MgCl,; H,O), 1uL do oligonucleotideoT7 (
forward) (GibcoBRL/Life Technologies), de seqiiéncia (5’- 3’): TAA TAC GAC TCA
CTA TAG GG [3.2pMol], 1uL DNA [100ng] molde dos clones EST, completando o
volume final para 10mL com agua Milli-Q"* para cada reagio. A reagio de seqiienciamento
foi estabelecida com o seguinte perfil: desnaturagdo inicial a 96°C por 90 segundos; 25
ciclos de 96°C por 12 segundos, anelamento a 52°C por 6 segundos e extensao a 60°C por 2
min; concluindo a extensdo por 4min. a 60°C e finalizando a 4°C. As reagdes de
amplificacdo foram conduzidas em um termociclador PTC — 200 (Peltier Thermal Cycler /
MJ Research) para 96 tubos/microplacas.



SALES, J. S. 2006. Andlise In silico em ESTs de cana-de-agUcar (Saccharum officinarum) relacionados a resisténcia... 19

7. Precipitacao e purificacdo

Para cada pogo contendo 10uL da reacdo de PCR, foram adicionados 90uL de
isopropanol 60% (60 pL de isopropanol + 30 pL de dgua Milli-Q) resultando um volume
final de 100uL em cada pogo da placa. A placa foi invertida manualmente 5 vezes e
deixada em repouso sobre a bancada por 15 min. Logo apos foi centrifugada por 40min. a
2000g a 20°C e descartou-se o sobrenadante. Para remover o excesso de alcool a
microplaca foi centrifugada em posicao invertida sobre papel toalha por Imin., 500g a
20°C. Um volume de 150uL de isopropanol 75% foi adicionado para lavar o pellet por
inversdo da placa 5 vezes seguidas e apds centrifugacao a 2000g por 10 mins descartando o
sobrenadante. As quatro ultimas etapas foram repetidas para uma segunda lavagem do
precipitado, deixando-os em seguida, secar por 1 hora a temperatura ambiente. Possiveis
vestigios de alcool foram eliminados incubando a placa no termociclador (PTC-200) a

90°C por 1 min.

8. Desnaturacao

Os DNAs foram ressuspensos em 2ul de tampado de seqiienciamento (80% (v/v)
formamida deionizada; 20% de loading-buffer Blue Dextran). Posteriormente a placa foi
incubada em termociclador a 96°C por 2min. e em seguida esfriada em gelo picado, ficando
assim, prontas para o carregamento em gel de poliacrilamida para anélise no seqiienciador

automatico.

9. Sequienciamento automatico

Os fragmentos de DNA marcados (ESTs de cana-de-agticar) com fluoréforos foram

analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida, em seqiienciador automatico ABI

PRISM 377 DNA SEQUENCER (Figura 3), da Applied Biosystems.
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: ] k
Figura 3. ABI PRISM 377 DNA SEQUENCER
(Applied Biosystems).

Um conjunto de placas de 36cm para seqiienciamento foram lavadas utilizando
Alconox 1,5% e agua Milli-Q a 90°C. Apds secarem, as mesmas foram montadas em
cassete para ABI PRISM 377. Os géis para seqlienciamento foram preparados em um
Backer utilizando-se: 9g de uréia, 2,5mL de Gel stock solution (Applied Biosystems),
2,5mL de TBE 10X e 15,75mL de agua Milli-Q autoclavada, homogeneizado manualmente
e em seguida filtrados em bomba vacuo. Apoés a filtragem, foram adicionados 125 pL de
APS 10% e 17,5 pL de TEMED, homogeneizando-os bem. O gel foi aspirado com seringa
de aplicagdo e injetados nas placas. Deixou-se polimerizar por trinta mins as extremidades
hidratadas utilizando papel macio molhado com agua Milli-Q. Apds duas horas de
polimerizacdo, o cassete montado foi colocado no seqiienciador automatico ABI PRISM
377, o equipamento foi ligado e em seguida o computador. Para avaliagdo do gel foi feito
plate check (Apéndice 2) e comandos de seqiienciamento, utilizou-se o software collection.
Constatadas as qualidades otimas do gel e do grupo de placas, deu-se seguimento a

montagem completa do equipamento e aplicacdo das amostras (Figura 4).
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Figura 4. A) ABI PRISM 377 pronto para seqiienciamento; B) Detalhe da etapa de carregamento das

amostras no gel de eletroforese no seqiienciador automatico com auxilio aplicador multicanal.

Os parametros (Tabela 3) utilizados no seqiienciamento foram determinados em
treinamento promovido pela Applied Biosystems. Neste foram abordados todos os aspectos
tedricos e praticos que envolvem o uso do equipamento (hardware e software), aplicagdo

das amostras, criar sample sheet (Apéndice 3), bem como a analise dos dados obtidos.

Tabela 3. Parametros eletroforéticos de seqiienciamento ABI PRISM 377

Tipo de corrida Standard (2X Run Module) 3.0 scans/seg
Velocidade (scans/hora) 100 bases/hora (1.200 scans/ hora)

Well to read 36 cm

Voltagem 1.680V

Tempo de corrida 7 horas

Leitura ~550 bases
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10. Andlise do gel

Os géis obtidos foram analisados no programa Sequencing Analysis (Software v5.2
Upgrade from v5.1.1) que corrige as distorgdes de eletroforese determinando corretamente
as posi¢des das amostras na imagem do gel (Figura 5). Tais distor¢des podem diminuir a

interpretacdo da informagado contida no gel.
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Figura 5. Alinhamento do gel em programa Sequencing Analysis.

11. Submissao das sequiéncias ao banco de dados SUCEST — UNICAMP

Para a submissao on-line das seqiiéncias produzidas no seqlienciamento, os arquivos
foram compactados em programa pKZip, selecionando apenas as seqiiéncias e deixando os
arquivos correspondentes ao gel, log run e sample sheet. Em seguida a pagina do SUCEST
(http://sucest.lad.ic.unicamp.br) foi acessada e selecionada a opgdo submission reads. A
identificacdo posterior de cada seqiiéncia EST do projeto foi realizada por meio de cédigo,

que representa o laboratorio que a submeteu: biblioteca de cDNA de origem; a placa de
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clones; a posi¢do na placa e sentido de seqiienciamento (“.g” para 5’ ou “.b” para 3’). O
codigo ainda inclui as iniciais “SC” que corresponde a sugarcane. Como por exemplo:
“RTI” associada a biblioteca de onde foi obtido o cDNA, neste caso de raizes de cana;
“028” corresponde ao nimero da placa desta biblioteca; “B07” indica a posi¢ao na placa e
“.g” o sentido do seqlienciamento (5°). As seqiiéncias EST foram analisadas e agrupadas
em funcdo da identidade, gerando um consenso para cada agrupamento de seqiiéncias,

denominado cluster, correspondendo a um gene presumivel.

12. Mineracéo de dados (data mining)

A mineragdo ou garimpagem por genes relacionados a resisténcia das plantas ao
estresse hidrico foi feita na base de dados do GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)
usando-se ferramentas a busca por palavra chave € FASTA (Conjunto de programas
desenvolvidos para procedimentos rapidos de analise de seqiiéncias de DNA). As
seqiiéncias da base de dados do SUCEST - UNICAMP foram alinhadas usando algoritmos
da familia BLAST (Tabela 4) onde, as porcentagens da identidade e da similaridade nestes
alinhamentos foram calculadas. O valor de "E" (e-value), parametro estimado pelo BLAST,
expressa a dificuldade para encontrar uma seqiiéncia perfeitamente idéntica, ou seja, quanto
menor o valor, menor a chance de tal comparacdo ter sido encontrada por pura
coincidéncia. Identidades de homologia significativas t€ém de apresentar um score > 200
para esse programa. SCores mais baixos podem indicar, eventualmente, baixa homologia,
podendo ser classificada como pouco significativa. Os conjuntos foram aceitos como
relacionado a um gene particular ao apresentar e-value abaixo de 10~

O programa BLAST desenvolvido pelo NCBI ¢ um instrumento de analise e
identifica¢do de genes. Pode executar busca de seqiiéncias em todos os bancos de dados de
DNA em menos de 15 segundos encontrando os melhores scores de alinhamentos locais

entre a sua seqiiéncia e o banco de dados; baseado em programas que alinham seqiiéncias
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nao espacadas. O score indica o grau de homologia existente entre as seqiiéncias analisadas

e o score considerado bom ¢ maior / igual que 200.

Tabela 4. Descricdo das ferramentas da familia BLAST.

Familia de programas BLAST:

blastp: compara uma seqiiéncia de aminoacido vs banco de dados de proteinas

blastn: compara uma seqiiéncia de nucleotideos vs banco de dados de nucleotideos

blastx: compara seis fases de leitura de um nucleotideo vs banco de dados de
proteina

tblastx: compara todas as seis fases de leitura abertas da seqiiéncia de nucleotideos

Vs banco de dados de nucleotideos

As etapas seguidas na mineragao consistiram das seguintes fases:

a) No navegador Internet Explorer foram abertos os enderecos correspondentes ao
sites do NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) e do SUCEST
(http://sucest.lad.ic.unicamp.br) (Figura 6).
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Figura 6. A) Pagina inicial do NCBI; B) pagina inicial do SUCEST.



SALES, J. S. 2006. Andlise In silico em ESTs de cana-de-agUcar (Saccharum officinarum) relacionados a resisténcia...

25

b) No NCBI, palavras chaves foram utilizadas para as buscas por seqiiéncias
homologas para resisténcia ao estresse hidrico (Figura 7).
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Figura 7. Busca inicial no NCBI - keyword: water stress (em destaque)

¢) Nos resultados da busca selecionou-se a(s) seqiiéncia (s) de interesse e utilizando
a ferramenta FASTA, as seqiiéncias foram convertidas ao modo fasta para viabilizar
a submissao dos dados no banco do SUCEST . No modo FASTA a seqiiéncia passa

a ter um sinal de > na linha anterior, depois deste sinal, na mesma linha, vem a

identificacao (Figura 8).
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Figura 8. Seqiiéncia no modo FASTA.
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A seqiiéncia do NCBI no modo FASTA ¢ copiada e transferida para o banco do SUCEST

para submissao (Figura 9)

Ajuda
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Figura 9. Transferéncia da seqiiéncia FASTA para submissdo ao BLAST no SUCEST.




RESULTADOS E DISCUSSAO

Etiquetas de seqiiéncias expressas, se constituem numa estratégia eficiente para a
descoberta de genes e dos componentes resultantes de sua expressdo génica. 1sso € possivel
devido a fregiiéncia de ESTs em bibliotecas de cDNA, que refletem o0s niveis de expressao
de genes nos tecidos que originaram RNA (OKUBO, et al. 1992). Analises similares in
silico foram realizadas em transcriptomas de Eucalyptus (VICENTINE et al., 2005), em
arroz (EWING et al. 1999) Medicago truncatula (JOURNET et al. 2002) e Schistosoma
mansoni (FRANCO et al. 1997). Atualmente, mais de 10 milhdes de ESTs podem ser
encontradas e analisadas no sub-banco dbEST do GenBank (www.ncbi.nlm.nih.
gov/dbEST/dbEST_summary.html). O conjunto de dados gerados pelo SUCEST,
correspondendo a 237.954 ESTs, permite uma visdo panordmica preliminar do perfil de
expressdo génica em cana-de-agucar. A producdo de ESTs em larga escala podera ser
extremamente Gtil nos futuros trabalhos de averiguagdo de mecanismos moleculares de
desenvolvimento e fungéo de genes.

Essa tecnologia tem se revelado eficiente e de baixo custo nos procedimentos de
identificacdo de genes que sdo expressos em determinados tecidos e células de organismos
multicelulares (ADAMS et al., 1991a, HWANG et al., 1997, LIEW et al. 1994, ADAMS et
al., 1995b).
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Neste trabalho foram estudadas bibliotecas geradas a partir dos principais 6rgdos da
planta em diferentes estagios de desenvolvimento, gerando uma das mais completas
bibliotecas de cDNA, provenientes de aproximadamente 12 variedades de cana-de-agucar

cultivadas no territério brasileiro.

1. Extracéo de DNA plasmidial (mini-prep)

Através do método de mini preparacdo de plasmideos foram obtidos DNA
plasmidial de alto peso molecular. Aliquotas de 5L de DNA foram aplicadas em gel de
agarose 1,2% corado com brometo de etidio, e apds eletroforese (4V.cm ™), o material
genético foi visualizado em transiluminador UV, obtendo-se DNA alta qualidade em todos

os clones da biblioteca avaliada (Figura 10).

~1250pb  _»

—>
~ 1250 pb

Figura 10. Gel de agarose 1,2% corado com brometo de
etidio da biblioteca plasmidial NR1.051 RII.
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2. SeqUenciamento de EST da cana-de-agucar

O sequenciamento automético realizado em Alagoas, a partir dos plasmidios,
produziu sequéncias de ESTs individuais de clones de cana-de-acucar com cerca de 550
nucleotideos, totalizando 52.800 bases lidas e 1440 reads para cada placa de biblioteca de
cDNA seqlienciada. A cada sequenciamento, eletroferogramas foram gerados
[representacdes graficas da intensidade de fluorescéncia emitida por cada nucleotideo de
DNA seqlienciado, indicando a confiabilidade dos dados obtidos (Apéndice 4)], e arquivos
da imagem do gel e sequéncia das bases (Apéndices 5 e 6). As sequéncias foram
submetidas ao banco do SUCEST ficando assim, disponiveis para a analise de homologia
utilizando as ferramentas de bioinformatica.

A eletroforese dos fragmentos obtidos com o seqliénciamento automatico foi
visualizada em plataforma Apple Mac. Os geis de poliacrilamida ap6s a eletroforese
apresentaram imagens contendo a ilustragdo das bases no gel e o eletroferograma (Figura
11).

" @& File Edit Gel Sample Manager Window Help Mon 1217 15 | ] Sequencing Analysis 3.4.

1 0

O=————— @GelfFfle=—————— N H

Ele] v il =<ivv[Z 5] 1] Chavel: 197.50 Sean: 7126 Laeslissd: 96

10 12 16 1022 26 22 21 24 27 4 46 40 52 66 B2 61 64 67 70 72 Y6 FO22 26 22 01 04

]

[4]»

Current Comb Type (set in prefsl: Sharks Tooth

L

Figura 11. Imagem do gel de eletroforese apds seqiiénciamento em ABI PRISM 377.
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3. Mineracéo de dados (data mining)

Além das seqléncias obtidas no GEMPRO, foram avaliadas as depositadas no
bando do projeto genoma da cana-de-aglUcar (Sugarcane EST Project — SUCEST) que
analisou 237.954 sequéncias de ESTs provenientes de 26 bibliotecas de cDNA produzidas
de diversos tecidos de cana. O SUCEST gerou cerca de 43.150 clusters (GRIVET e
ARRUDA, 2001 e ALMEIDA, 2002) onde se realizaram, no caso do presente trabalho,
buscas por genes de resisténcia ao estresse hidrico.

A mineragdo ou garimpagem de sequéncias de DNA no banco de dados do
SUCEST anélogas a outras similares as de cana-de-agUcar realizada neste estudo,
possibilitou a identificacdo de 2998 clusters com homologia a 52 proteinas putativas que
relacionadas com resisténcia ao estresse hidrico na planta.

Os alinhamentos considerados apresentaram e-values abaixo de 10 e scores iguais
ou maiores que 200, como mostra a figura abaixo (Figura 12). No alto da figura esta a
escala de cor usada para alinhamentos e abaixo esta a seqiéncia submetida representada por
uma linha preta espessa. O primeiro e Ultimo numero de bases estdo em azul. As sequéncias
de cana-de-agUcar alinhadas com a que esta sendo pesquisada estdo em cinza. Os nimeros
de bases da seqliéncia alinhada de encontro com a que esta em questdo sao coloridas de
acordo com a contagem do alinhamento. As linhas em vermelho indicam maior homologia,

onde o score € igual ou maior que 200.

Color means score: [ o so-zo0 N >=200
554
Query ; ; ; ; ; ; ; |
24 455
101
426
[ 295
295 —
426
517
79
— Gad
55 —
1090 —
515 —
— 225
— =10
— F2E
— T
— 220
— 146
551 —
1z — 21

Figura 12. Grafico de homologia entre seqiiéncias ap6s submisséo a ferramenta BLAST.
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Dessa forma, os resultados obtidos com as buscas e comparagdes entre os dados do
SUCEST disponivel no sitio eletrdnico da FAPESP e o banco de dominio publico NCBI

permitiram a identificacdo dos seguintes polipeptidios:

1-aminocyclopropane-1-carboxylate oxidase
1-aminocyclopropane-1-carboxylate synthase
60S ribosomal protein L10

Abcisic acid-inducible protein kinase [Fragment
ADP-glucose pyrophosphorylase [Fragment]
Alpha amylase [Precursor] [Fragment]
At1g56600/F25P12_16

AtABAL protein

AtPIP5K1

. cDNADS5' similar to water stress inducible

© ©o N o bk~ w0 Dh e

N
N =)

. Chloroplastic drought-induced stress protein CDSP-34

[EY
N

. Cold acclimation protein WCOR413-like protein beta form
. CpABAL1 protein

. Cytosolic pyruvate orthophosphate dikinase

e T
g b~ W

. DNAK -Type molecular chaperone Bip precursor (similarity)

[N
(o3}

. D-TDP-glucose dehydratase

=N
\‘

. Endoplasmic reticulum HSC70-cognate binding protein_[Precursor]

[N
o

. Endoxyloglucan transferase

[EY
©

. Epoxide hydrolase
. F14J9.1 protein
. FBAS5.2 protein

. Galactinol synthase [Fragment]

N NN N DN
w N = O

. Glycine-rich RNA-binding, abscisic acid-inducible protein

N
N

. Hypothetical 41.9 kDa protein

N
[Sa]

. Lactoylglutathione lyase

N
(o]

. Mitogen-activated protein kinase
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27. mRNA for putative ubiquitin conjugating enziyme (UBC gene)
28. Neoxanthin cleavage enzyme

29. Phospholipase D2

30. Phospholipase D1

31. Plasma membrane intrinsic protein 2C

32. Polygalacturonase

33. Protein beta form

34. Protein kinase AKINbetagamma-1

35. Protein kinase AKINbetagamma-2

36. Putative cold acclimation protein

37. Putative sucrose-phosphate synthase [Fragment]

38. Ripening — associated membrane protein (clone Pny 507)
39. Sequence 4 from patent W00183756

40. Sequence 5 from patent W00183756

41. Similar to rice water stress induced protein

42. T13D8.32 protein

43. Tubulin

44. Tubulin (Rip3)

45. Tubulin beta chain [Fragment]

46. Water stress-induced ER5 protein

47. Water stress-induced protein (WSI729)

48. Water-stress induced tonoplast intrinsic protein (Pisum sativo)
49. Water-stress induced tonoplast intrinsic protein(Tomato)
50. Wilm’s tumor suppressor homolog

51. WSI724 protein induced by water stress

52. WSI76 protein induced by water stress
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Os alinhamentos de sequéncias similares dentro do SUCEST foram variaveis quanto
ao numero de clusters homdlogos para cada um dos polipeptidios identificados. No total,
2.998 clusters relativos as sequéncias analogas estudadas foram distribuidos

respectivamente com as proteinas identificadas, de acordo com a tabela 5.

Tabela 5. Clusters homologos relativos as seqiiéncias andlogas das proteinas relacionadas a resisténcia ao
estresse hidrico.

CLUSTERS BEST HIT (PROTEINAS PUTATIVAS)
HOMOLOGOS
1722 TIPW_PEA P25794 WATER-STRESS INDUCED TONOPLAST INTRINSIC PROTEIN

2 GALACTINOL SYNTHASE

8 WATER STRESS-INDUCED PROTEIN, PUTATIVE, PREDICTED

30 PUTATIVE UBIQUITIN-CONJUGATING ENZYME (UBC GENE)

7 TUBULIN (RIP3)

99 D-TDP-GLUCOSE DEHYDRATASE

41 PROTEIN KINASE AKINGETAGAMMA -2

45 PROTEIN KINASE AKINBETAGAMMA-1

43 COLD ACCLIMATION PROTEIN WCOR413-LIKE PROTEIN

22 CDNAS' SIMILAR TO WATER STRESS INDUCIBLE PROTEIN

27 WATER STRESS-INDUCED PROTEIN (WSI729

27 ENDOPLASMIC RETICULUM HSC70-COGNATE BINDING PROTEIN PRECURSOR (BIP)

32 ADP-GLUCOSE PYROPHOSPHORYLASE (WAL2)

5 ADP-GLUCOSE PYROPHOSPHORYLASE (WAL1)

14 TOMATO RIPENING MEMBRANE PROTEIN, CLONE PTOM75

26 TOMATO RIPENING MEMBRANE PROTEIN, CLONE PNY507

49 GLYCINE-RICH PROTEIN

41 WATER STRESS INDUCED PROTEIN

2 WATER STRESS-INDUCED PROTEIN, PUTATIVE

28 PROTEIN KINASE

229 INTRINSIC PROTEIN 2C (WATER-STRESS INDUCED TONOPLAST INTRINSIC PROTEIN)

D-TDP-GLUCOSE DEHYDRATASE

IDENTICAL TO RICE WATER STRESS INDUCE PROTEIN
NEOXANTHIN CLEAVAGE ENZYME

7
2
2
3 POLYGALACTURONASE
4
2

PUTATIVE PROTEIN
GALACTINOL SYNTHASE

39 WSI76 PROTEIN INDUCED BY WATER STRESS
7 ALPHA AMYLASE PRECURSOR
6 MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASE
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12 PYRUVATE ORTHOPHOSPHATE DIKINASE
78 BETA-TUBULIN

1 FIBRILLIN HOMOLOG CDSP34 PRECURSOR

6 PUTATIVE SUCROSE SYNTHASE

7 PHOSPHOLIPASE D1

7 PHOSPHOLIPASE D2

17 TUBULIN BETA CHAIN

1 LGUL_LYCES LACTOYLGLUTATHIONE LYASE

5 CYTOSOLIC PYRUVATE ORTHOPHOSPHATE DIKINASE

1 CHLOROPLAST DROUGHT-INDUCED STRESS PROTEIN

12 PUTATIVE IMBIBITION PROTEIN

50 ENDOXYLOGLUCAN TRANSFERASASE

4 GLYOXALASE |

39 1-AMINOCYCLOPROPANE-1-CARBOXYLATE OXIDASE

85 WATER STRESS-INDUCED ER5 PROTEIN

5 PUTATIVE UBIQUITIN-CONJUGATING ENZYME

27 ENDOPLASMATIC RETICULUM HSC70-COGNATE BINDING PROTEIN PRECURSOR

4. ldentificagéo eletrénica das sequéncias

A identificacdo das proteinas foi obtida obedecendo-se a um protocolo de buscas
desenvolvido no BIOINFORMAL (Laboratério de Bioinformatica da Universidade Federal

de Alagoas), apresentado a seguir:

1. Pagina inicial do banco de dados do NCBI (Figura 13): Nessa pagina pode se encontrar
as informacdes e diretrizes para a busca e identificacdo de sequéncias de nucleotideos ou
aminodcidos eventualmente relacionadas com caracteristicas fenotipicas de interesse

agroindustrial.
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Figura 13. Pagina inicial do NCBI apresentando a indicacéo do tipo de busca (nucleotideos)

e palavra chave (water stress) utilizada na mineracdo de dados (seta).

35

A conclusdo dos procedimentos de busca no banco de nucleotideos do NCBI,

relacionados com a palavra chave water stress resultou em 12.647 hits (Figura 14).
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Figura 14. Resultados da busca no banco de nucleotideos do NCBI utilizando a palavra chave

water stress no campo de pesquisa (search) (seta).
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A proxima etapa correspondeu a escolha progressiva dos itens resultantes da busca

e a ulterior selecdo da ferramenta FASTA com vistas ao processamento dos dados
disponiveis no banco SUCEST (Figura 15).
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Figura 15. Item selecionado para adaptacéo da seqiiéncia ao modo FASTA (setas).
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Figura 16. Resultado da utilizac8o da ferramenta FASTA. A sequéncia relacionada a resisténcia

ao estresse hidrico apresenta um sinal de > seguida da identificagéo.
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A seqiiéncia de cada organismo identificada no NCBI como sendo relacionada a
resisténcia ao estresse hidrico, ja no modo FASTA (Figura 16), foi selecionada, copiada e
submetida a ferramenta BLAST no banco de dados do SUCEST (Figura 17). Para acesso a
ferramenta BLAST, uma senha fornecida pelo LNCC / UNICAMP aos participantes do

projeto é solicitada na pagina inicial.
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Figura 17. Pagina inicial da ferramenta BLAST do SUCEST (acesso restrito) para analise de
homologia (BLASTN). A seqiiéncia submetida para analise (query) foi comparada com seqiéncias de
cana-de-agUcar (subject).

Foram evidenciadas as produgdes de alinhamentos significativos (altos scores e
baixos e-values) das seqiiéncias de cana-de-agucar alinhadas (Figuras 18 e 19).
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Figura 18. Resultado da analise de similaridade. Histograma gerado pela ferramenta BLASTn, onde se
observa alta homologia entre as seqtiéncias confrontadas. Linhas vermelhas indicam scores > 200.
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SCOSLE1049F01 . CHROMAT_FILE: 3COSLBE1045SF01.g PHD_FILE: SCOSLE1.. 1001 0.0

SCCCLRIOESEOS . CHROMAT FILE: SCCCLR10E3BOS.g PHD FILE: 3CCCLR1. EEES 0.0

SCCCSTACNARNT . CHROMAT FILE: SCOCSTACMNARNT . PHD FILE: SCOCSTA . . o0 =l

|4 Intemet

Figura 19. Valores de scores e e-values comprovando alta homologia entre as seqiiéncias (destaque).

Com base nos resultados gerados na etapa acima, iniciou-se 0 processo de

identificagdo das proteinas putativas encontradas, as quais foram submetidas aos bancos de

dados secundarios de dominio publico. Neste estudo, foi selecionada uma das proteinas

para exemplificar as etapas de analise.
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5. Identificacdo de proteinas in silico

A etapa subsequiente gerou resultados relativos a identificagdo e descricdo das
proteinas provavelmente relacionadas com a resisténcia ao estresse hidrico. O protocolo

obedeceu as seguintes etapas:

Acesso a pagina inicial do banco de proteinas SWISS-PROT TrEMBL (Figura 20):
Nessa pégina pode se encontrar as informacdes e diretrizes para a busca e identificagdo de
proteinas eventualmente relacionadas com a inducdo a resisténcia ao estresse hidrico.
Sendo assim, neste programa de pesquisa, as proteinas putativas selecionadas e avaliadas

foram as seguintes:
5.1 - WSI76 protein induced by water stress

Na andlise in silico, verificou-se que a proteina WSI76 (WSI = Water Stress
Induced) induzida por estresse hidrico, isolada de Oryza sativa (TaxID: 4530) participa do
grupo das transferases (Figura 21), com a funcdo de transferir grupos Hexosil por processos
de biossintese de carboidratos (Figura 22). Esta proteina é composta de 328 aminoéacidos
(aa), com peso molecular de 37698 Da. Esté incluida na familia glicosil transferase 8, que
compreende enzimas transferidoras de residuos de aclcar para moléculas doadoras. A
estrutura 2D das cadeias “A” com 261 residuos foi obtida de Oryctolagus cuniculus,
expressa em Escherichia coli com a resolugéo de 1,90A. A cadeia apresenta 11 fitas § e 17
«-hélices, dois ligantes GOL-glicerol de formula: 2(C3HgO3) e 245 moléculas de &4gua. A

WSI76 participa da rota metabdlica da pirimidina.



SALES, J. S. 2007 Analise In silico em ESTs de cana-de-agUcar (Saccharum officinarum) relacionados a resisténcia...

. 1:] ) Ee | 2 &_ I

Wik Ervarg P Aidsn Pigraresl  Peepsisr Favolon Hafincs

[ T I - — =
b -2 mvlimlu -!'.'.Mu+ [ Gamas = o« d s = 5 Pevonsh = W rahod + G Wy vaheol (T hoopng o

e Ay b pra

Hes

Somch [Svaa-FroyTEMSL

Swiss-Prot
Protein kmowledgehase

slu i S$mt TrEMBIL

Comgniter- nsmstated supplemest S Brot

Bwkin-Pred i & caraled probes e

# idalabiase which sinves b provide o high level of armbtation {iuck e the daseogtun of the fincioen of o pe
\, & murmal lswel of yeciindancy s high lswel of sue gratsan wieh ik Ayivbanes aes debuly e / Linkang o Suae fod 7 1
d lune]

TrEMBL s & comguiben snmtsled papplonssnt of Toias.Frot that cond

v Al the manslations of IMTIL sugleotide pegptaine sndmes no yel nbegratad

Thass dadab

op e dusralaped by e SwesPratl groups .8

1 el il

Srbss. Prwt Relesss 4200 a0 10, Ord 200015 | 32050 sntvies (Mere plamstios) = Sk Prok bead s
TwEMEL Rebease 3415 ol 10O i 003 DR4VED eomtvies (Mane afatisticnd Mo Bl selssss o wesialds (4200 (Ras poe )

88 10 S o-Fret, TEEMEL anil otbvn dualabasns nismg the Segants Reineed Systen
X

EBAEL aper

R

pmniimber o [0 AT
R Arniadical

=

Ié-igﬁra 20. Subhisséo da proteina WSI76 como palavra chave no banco de dados SWISS-PROT/TrEMBL
(seta).

Nesta pagina, links para outros bancos (Figura 21) de proteinas estdo disponiveis e
interligados, dando seqiiéncia a pesquisa a cada acesso (Figura 22).

43 NiceProt View of TIEMBL: Q40710 - Microsoft Internet Explorer
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Sequence was lastmodifiedin  Release 0, November 1996

Annotations were last modified in - Release 24, June 2003

MName and origin of the protein
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Figura 26. P4gina do PDBsum contendo informagdes e link de acesso que leva ao KEGG.
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Figura 30. Visualizac8o da estrutura 3D da cadeia A da proteina WS76 no PDBsum através do
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O protocolo acima descrito foi adotado para os procedimentos de avaliacdo das
seqiiéncias de DNA relacionadas com as 52 proteinas identificadas. Devido ao grande
volume de informacgGes obtidas com a mineracdo de dados, apenas cinco proteinas putativas

serdo descritas a seguir incluindo sua rota metabolica e estrutura 3D.
5.2 - 41,9 KDa ou gene T25K17,60

Esta proteina apresenta atividade de transferase, participa transferindo grupos
Hexosil por processo de biossintese de carboidratos. Foi isolada de Arabidopsis thaliana
(TaxID: 3702). Esta proteina € composta de seqiiéncia parcial de 332aa, com peso
molecular de 37266 Da. A proteina putativa 41,9 KDa pertence a familia glicosil
transferase 8, que inclui enzimas que transferem residuos de aclcar para moléculas
doadoras. Membros dessa familia estdo envolvidos com a biossintese de lipopolissacarideos
e sintese de glicogénio, também inclui lipopolissacarideos glicosiltransferase,
lipopolissacarideos glicosiltransferase 1 e glicogenina glicosiltransferase. A estrutura 2D
das cadeias “A” com 225 residuos foi obtida de Oryctolagus cuniculus, apresenta 11 fitas 3
e 17 a-hélices, participa da rota metabdlica da pirimidina (Figuras 31) com resolugdo
1,90A (Figura 32).
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Figura 31. Rota metabolica da pirimidina, a qual a proteina 41,9 KDa esta inserida.
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Figura 32. Visualizacdo da estrutura 3D da cadeia A da hipotética 41,9 KDa (gene
T25K17,60) através do programa VRML do PDBsum.

5.3- Alpha amylase [precusor] (fragment)

A enzima precursora da alfa amilase ou gene CUS AMY?2 apresenta atividade alfa-
amilase por processo de metabolismo de carboidrato. Faz parte do grupo das hidrolases no
sistema imunologico. Foi isolada de Cuscuta reflexa (TaxID: 4129). Esta proteina é
composta de sequiéncia parcial de 264aa, com peso molecular de 29093 Da, esta na classe
das hidrolases com funcdo de atividade alfa-amilase, familia alfa-amilase e apresenta um
dominio catalitico. A estrutura 2D apresenta 8 cadeias (A, B, C, D, E, F, G e H) com 496
residuos as quatro primeiras cadeias e 120 residuos nas demais. Foi obtida de sus scrofa,
com resolucdo de 1,60A. As cadeias apresentaram um total de 140 fitas p e 96 a-hélices. A
rota metabdlica a qual participa é a do amido e da sacarose (Figuras 33). A proteina contém

4 fons metal Cl, 4 ions metal Ca e 2807 moléculas de dgua (Figura 34).
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5.4 -Galactinol synthase

Galactinol synthase ou gene WS176 apresenta funcdo de atividade de transferase,
transferindo grupos hexosil por processo de biossintese de carboidrato. A biossintese dos
dissacarideos, oligossacarideos e polissacarideos envolvem a acdo de centenas de diferentes
glicosiltransferases. Essas sdo enzimas que catalizam a transferéncia do aglcar de
moléculas doadoras ativadas para moléculas receptoras especificas formando pontes
glicosilicas. Foi isolada de Vitis riparia (TaxID: 96939). Esta proteina é composta de
335aa., faz parte da familia glicosil transferase 8 que inclui enzimas que transferem
residuos de agucar para moléculas doadoras. A rota metabolica a qual esta inserida é a do
nucleotideo-agucar (Figuras 35). A estrutura 2D das cadeias “A” com 260 residuos, obtida

de Neisseria meningitidis de resolucéo 2,00A (Figura 36)..
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5.5 - Cytosolic pyruvate orthophosphate dikinase

Cytosolic pyruvate orthophosphate dikinase ou gene PPDK1 apresenta funcdo de
atividade quinase através de processo de fosforilacdo. Foi isolada de Oryza sativa (TaxID:
4530). E composta de 947 aa, com peso molecular de 102801 Da. A proteina cataliza a
conversao reversivel de ATP para AMP, pirofosfato e fosfoenolpiruvato (PEP), residuos na
terminacdo N para o transito de peptideo o qual é indispensavel para o transporte da
proteina precursora. Funciona na dire¢do da formacao de PEP, o qual é o aceptor primario
do dioxido de carbono em plantas C4 e CAM.

A visualizagdo 2D das cadeias “A” com 869 residuos foi obtido da bactéria
Clostridium symbiosum e expressa em Escherichia coli com resolucdo de 2,60 A (Figura
37). A cadeia apresenta 31 fitas B e 48 a-hélices. A proteina contem 2 ligantes SO, — ion

sulfato: 2(04 S; 2-) e 227 moléculas de agua, participa da rota metabdlica do piruvato.

Figura 37. Visualizacdo da estrutura 3D cadeia A da proteina cytosolic pyruvate
orthophosphate dikinase através do programa VRML do PDB.
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5.6 - Lactoylglutathione lyase

Esta proteina cataliza a conversdo de hemimercaptal formado de metilglioxal e
glutationa para S-lactoelglutationa. Foi isolada de Cicer orietinum (TaxID: 3827). E
composta de 186aa, com peso molecular de 21088 Da. Faz parte da superfamilia da
dioxigenase. A glioxalase | catalisa o primeiro passo da rota glioxal. S-lactoelglutationa é
entdo convertida pela glioxalase Il para o acido lactico. A glioxalase | é uma enzima
ambigua na qual anexa uma molécula de zinco por subunidade. A sequéncia de glioxalase |
é bem conservada. O dominio é encontrado em outras proteinas relacionadas, incluindo a
proteina de resisténcia bleomicina e dioxigenase, por exemplo: 4- hidroxifenilpiruvato
dioxigenase.

Observou-se que em mamiferos e bactérias a enzima tem um comprimento em torno
de 130 a 180 residuos, enquanto que em fungo essa sequéncia é duas vezes mais longo.
Nesses organismos, a enzima é construida em repeti¢cbes de um dominio homdlogo. Tem
sido observados dois padrdes de assinatura para essa familia. A primeira localiza-se em um
N-terminal, enquanto que a segunda é localizada na sessdao central da proteina e contém
uma histidina conservada que pode estar implicada na adicdo do ion zinco. A proteina
contem 4 ions metal FEL- formula 4(HsO3 FE; 3+) e 1093 moléculas de agua e participa do
metabolismo da tirosina (Figura 38). A estrutura 2D apresenta 4 cadeias (A, B, C e D) com
um total de 1276 residuos obtida de Brevibacterium fuscum e expressa em Escherichia coli
com resolucdo de 1,60A, na qual a cadeia “A” apresenta 17 fitas p e 7 a-hélices (Figura
39).
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Figura 39. Visualizacdo da estrutura 3D da cadeia A da proteina lactoilglutationa liase através do programa
VRML do PDB.
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Os resultados obtidos nesse trabalho podem ser comparados com outras analises in
silico realizadas em outros géneros de plantas como, por exemplo, Eucalyptus
(VICENTINI et al. 2005). Essa avaliacdo permitiu a obtencdo de informac6es de diferentes
proteinas produzidas e a identificacdo de genes que mostraram padrdes de expressdo
diferenciados nas amostras estudadas. A andlise de transcriptoma em Eucalyptus se
constituiu num banco de dados de grande interesse para futuros estudos incluindo a
descoberta de genes especificos em determinados tecidos. O conjunto de dados gerados
pelo SUCEST permitiu o desenvolvimento de indmeros sub-projetos de mineracdo de
dados incluindo aquele proposto pelo grupo de pesquisa da Universidade Federal de
Alagoas, que versava pela identificacdo de genes relacionados com a resisténcia ao estresse
hidrico em cana. Os resultados produzidos por VICENTINI et. al, 2005, mostram que genes
que sdo expressos na maioria dos tecidos podem se constituir em excelentes alvos para a
clonagem de promotores ambiguos, que podem ser Uteis em muitas aplicacdes. No caso
especifico da cana-de-agucar, nesse presente trabalho, sera necessaria a avaliagdo de per si
dessas proteinas relacionadas com a resisténcia ao estresse hidrico. O estudo dessas
proteinas putativas sera a proxima etapa deste projeto, cujo tema integra a programacao da
Rede Nacional de Proteoma recém estruturada no Laboratério de Genética Molecular,
Gendmica e Protedmica — GEMPRO/UFAL. O objetivo final serd a construcdo de
variedades de cana-de-acUcar transgénicas, obtidas através da insercdo de genes que
codificam para as proteinas identificadas nesta analise in silico. As primeiras atividades de
implantagdo de programas de transgénia em cana estdo sendo planejadas pela Rede
Interinstitucional de Desenvolvimento do Setor Sucroalcooleiro — RIDESA, da qual, fazem
parte oito Instituicbes Federais de Ensino Superior, inclusive a Universidade Federal de
Alagoas. Para tanto, foi financiado pela FINEP a implantacdo do Laboratério de
Protedmica da UFAL, e do Banco de DNA de Germoplasmas da Serra do Ouro, totalmente
financiado pela RIDESA e Banco do Nordeste.



CONCLUSOES

Os protocolos de mini preparacao de plasmideos (mini-prep) e da analise gendmica
dos clones foram eficientes e produziram resultados consistentes para as 15 placas da

biblioteca gendmica avaliada;

O sequenciamento automatico produziu 1440 reads que foram utilizados para

analise in silico proposta no presente trabalho;

A ferramenta BLASTn foi eficiente na avaliacdo de parametros estatisticos do
alinhamento de sequéncias de DNA permitindo a identificacdo de 2998 clusters com

homologia para proteinas putativas relacionadas a resisténcia ao déficit hidrico;

A proteina tipw_pea p25794 water-stress induced tonoplast intrinsic protein
galactinol synthase teve 1722 clusters homdlogos;

A andlise in silico evidenciou a existéncia de pelo menos 52 seqtiéncias de DNA no

SUCEST que podem estar relacionadas a resisténcia ao estresse hidrico.
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Apéndice 1. Micro-Prep Sheet
Placa: Datade Inéculo: /|
Inoculado por
Tempo de incubacdo: de até ( horas)
Micro-Prep realizada por
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 | 12
A
B
C
D
E
F
G
H
Legenda: X =sem pellet, D 100% de crescimento
Placa preservada em glicerol
Utilizagdo do replicador Boekel
Reacdo de PCR 1 feita por Data: [/ [
Reacdo de PCR 2 feita por Data: [/ [
Reacéo de PCR 3 feita por Data: [/ [
Purificagéo 1 feita por Data: /| [
Purificagéo 2 feita por Data: _ / /

Purificagdo 3 feita por Data: _ / [/
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Cont....Apéndice 1. Micro-Prep Sheet

Gel de Sequienciamento:

GEL 1 Data__ /[

Carregado por

GEL 2 Data__ /[

Carregado por

GEL 3 Data [/ [

Carregado por

Gel de Agarose corrido por

65

1 Manha 1Tarde
amostras de a
1 Manha 1 Tarde
amostras de a
1 Manha 1 Tarde
amostras de a
Data: [

Foto do gel:

IO |mmio|lo|w|>

Legenda: X = Sem DNA,

Observacdes:

[ ] 100% de aproveitamento
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Apéndice 2. Plate check (verificacdo da placa), as linhas paralelas indicam étimas
condicOes da placa e do gel para seqiienciamento.

T é File Edit Instrument Window Help Fri 10 01 24 | [iEd ABI Prism™ 377-96 Collection
Scan Window
i 2340 I Freeze Updates Current Scan Number: 68
20004 E ESIEIUSEE
it Instrument State == |Running Laser Power B9 |Running
Electrophoresis Power s |off Door B | Closed
Time Remaining 00:25:38 - Total 00:30:00
 Flectrophoresis| Electrophoresis| Electrophoresis| Gel Laser
Yoltage kY Current mé Power %W Temperature °C| Power mi
2 &0 200 =
& 48 240 0 h
) £ 120 45
z 24 120
1148 - 1 1z &0 20 20|
0.00 fooofl oo |f ool i o || to




SALES, J. S. 2006. Analise In silico em ESTs de cana-de-agucar (Saccharum officinarum) relacionados a resisténcia...

Apéndice 3. Sample sheet (planilha de localizagdo das amostras).

67

-

3 & File Edit Instrument Window Help Mon 11:40:54 | [ ABI Prism™ 377-96 Collection
= Sample Sheet “SCALNR1858/84-81/11/29 81.58 PM™ B =
Sequencing Sample Sheet [ < Dwes 3
- Sample Name DyeSet/Primer Instrument Project Name Comments =
File
1 a0l DT {BD Set Any-Frim{> ]| BDZ Matrix (¥ v
z 4079 DT {BD Set &ny-Prim{P || BOZ Matriz (> | (]
E A0Z.4 OT {B0 Set Any-Prim(* J|BDZ Matriz (] [
4 a0ag DT {BD Set &ny-Prim{F ]| BDZ Matrix {F | (]
= EER OT {E0 Set Any-Prim(* J|BD2 Matriz (] [
[3 4090 CT {BD Set Ary-Prim{(P ]| BOZ Matrix & (]
7 BO1.g DT {BD Set &ny-Prim{ ]| 602 Matrix | (]
& BEO07.0 CT {BD Set Ary-Prim{P ]| BOZ Matrix {& | (]
E] BOZg DT {BD Set &ny-Prim{(r ]| BOZ Matriz (> | (] Y
10 |[BOBg OT {B0 Set Any-Prim(® J|BDZ Matriz ] [
11 |[E03g DT {BD Set &ny-Prim{P || BOZ Matriz (> | (]
12 |[BO9g DT {BD Set &ny-Prim( J[BD2 Matriz O] ]
13 |coig DT {BD Set &ny-Prim{F ]| BDZ Matrix {F | (]
14 [Co7a DT {BD Set Ary-Prim{ ]| BOZ Matrix (¢ ]| (]
15 [coZa CT {BD Set Ary-Prim{(P ]| BOZ Matrix & (]
16 [cosa DT {ED Set &ry-Prim{(> ]| BOZ Matrix > ]
17 [c03a CT {BD Set Ary-Prim{P ]| BOZ Matrix {& | (]
18 [coog DT {BD Set &ny-Prim{P || BOZ Matrix (> | (]
19 |polg OT {B0 Set Any-Prim(* J|BDZ Matriz (] [ o
20 |[oo7g DT {BD Set &ny-Prim{P ]| BDZ Matrix (* | (] %
[4Tw =
Sample sheet
1 1A 25 1E 49 4A 73 4E
2 A 26 7E 50 10A 74 10E
3 2A 27 2E 51 5A 75 5E
4 8A 28 8E 52 11A 76 11E
5 3A 29 3E 53 6A 7 6E
6 9A 30 9E 54 12A 78 12E
7 1B 31 1F 55 4B 79 4F
8 B 32 TF 56 10B 80 10F
9 2B 33 2F 57 5B 81 5F
10 8B 34 8F 58 11B 82 11F
11 3B 35 3F 59 6B 83 6F
12 9B 36 9F 60 12B 84 12F
13 1C 37 1G 61 4C 85 4G
14 7C 38 7G 62 10C 86 10G
15 2C 39 2G 63 5C 87 5G
16 8C 40 8G 64 11C 88 11G
17 3C 41 3G 65 6C 89 6G
18 9C 42 9G 66 12C 90 12G
19 1D 43 1H 67 4D 91 4H
20 7D 44 H 68 10D 92 10H
21 2D 45 2H 69 5D 93 5H
22 8D 46 8H 70 11D 94 11H
23 3D 47 3H 71 6D 95 6H
24 9D 48 9H 72 12D 96 12H
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Apéndice 4. Eletroferograma: representacGes graficas da intensidade de fluorescéncia
emitida por cada nucleotideo de DNA sequienciado, indicando a confiabilidade dos dados
obtidos

" @ File Edit Gel Sample Manager Window Help Mon 115456 | BBl Sequencing Analysis 5.4.1 |

O=———————————————— SCALNRI MOElN ) ==————————— =

[&] 1 |

2000, , o, 3080, o, TSN, ZHhy 3SR, 340, 38N, 258, 284G

CACAAGGCAACTATCCTTCCTCGTGGGTCTGCCCTCOGGAATGOTCACACAACTCCCCT
180 190 e 218 220 2

1 440_-
1 296_-
11 52__
1 008_-

G54

720

SVE ]

4z2

288 |

U, LRI e

0
“afd X il 4

S ED
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Apéndice 5. Seqliéncia de 750 nucleotideos gerada no seqiienciamento automatico.

r - - - g - -
é File Edit Gel Sample Manager Window Help Mon 1207 54 ° Sequencing Analysis 3.4.1 b
CALNR1B5BAB1.g =]
|
|
1 [BNMMATTGHN MTTTGAARGCC CTTTGCCTGC ACCACCGGTC COGRAATTCCC GGGTCGACCC ACGCGTCCGS CAARTTTTCT CTGARTTGTS GGTCTCCGGN | 10@
181 | ATHGOGCGGE GCTCGCTCCA TCGAAGATTC TGGGCACCCA GCTCAACTTC ACCGGCTCCT CCCGGTATGC CACTGCAGCG CCCACCGCGG GOGCTCAGAR | 208
281 | GATTGTCTCC CTGTTCAGCA AGAAGCCTGE CCAGARGCCG ARGCCTGTTC COGTATCGTC CTCTTCTCCA GACATCAGCS ACGAGCTCGE CRAGTGGTAT | 208
281 | GETCCTGACA GGAGRATCTT CCTGCCGGAT GGGCTCTTGE ACCGUTCGGA GGTGCUGGAG TACCTCACCG GAGAGGTCCC TGGAGACTAT GGCTACGACE | 488
481 | CTTTTGGCCT GGGCAAGAAS CCAGAGGACT TCGCCAAGTA CCAGGCCTAC GAGCTGATCC ATGCCAGATG GGCCATGCTT GGTGCCGCTS GOGCTGTCAT | S8
581 | CCCAGAGGCC TGCARCARGT TCGGTGCTAA CTGCGGCCTG AGGCCGTCTG GTTCARGACC GGCGCCCTGC TCCTGOACHS AACACCCTGA ACTACTTCGE | 60@
681 | RACAGCATCE CATCRACCTS GTGGTGECCH MGAACGCOGA GGTCGTCCTC GTHGCGGCGC COAGTACTAR COGATAATNA COGATGGGCC CTGANGACAR | 708
781 | GCTTGANCCE GONGGGCCNT THAACCHGTS GGCTGGCAGE GACCCGA 208
[~
||
A T P %

69
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Apéndice 6. Resultados de dez proteinas da busca por homologia no Blastn do SUCEST,
utilizando a palavra chave water stress ou estresse hidrico.

Query= gi]11121507 |emb]AJ295156.1]|PC0295156 Phragmites communis mRNA
for d-TDP-glucose dehydratase (tgp gene)
(1562 letters)

L —
ACCESSION SUGARCANE E-VALUE SCORE ORGANISM PROTEIN
CLUSTER
AJ295156 SCSBST3096C11.9g 0.0 1300 Phragmites communis d-TDP-glucose
dehydratase
AJ295156 SCCCRZ2001D09.g 0.0 1239 Phragmites communis d-TDP-glucose
dehydratase
AJ295156 SCEQSB1019A04 .9 0.0 1197 Phragmites communis d-TDP-glucose
dehydratase
AJ295156 SCCCRT3008C10.g 0.0 1164 Phragmites communis d-TDP-glucose
dehydratase
AJ295156 SCQGST3126F04.9g 0.0 1116 Phragmites communis d-TDP-glucose
dehydratase
AJ295156 SCQGAM2109F11.g 0.0 1112 Phragmites communis d-TDP-glucose
dehydratase
AJ295156 SCCCST3C14H09.g 0.0 1108 Phragmites communis d-TDP-glucose
dehydratase
AJ295156 SCJILFL4099H10.9g 0.0 1096 Phragmites communis d-TDP-glucose
dehydratase
AJ295156 SCCCCL4014E06 -9 0.0 1094 Phragmites communis d-TDP-glucose
dehydratase
AJ295156 SCMCSB1109G02.g 0.0 1080 Phragmites communis d-TDP-glucose
dehydratase
AJ295156 SCJIFFL1C04H02.g 0.0 1078 Phragmites communis d-TDP-glucose
dehydratase
AJ295156 SCSGFL4CO3F10.9g 0.0 1074 Phragmites communis d-TDP-glucose
dehydratase
AJ295156 SCSFAD1125D09.g 0.0 1065 Phragmites communis d-TDP-glucose
dehydratase
AJ295156 SCCCST3C04H08.g 0.0 1051 Phragmites communis d-TDP-glucose
dehydratase
AJ295156 SCCCFL4092D05.9g 0.0 1047 Phragmites communis d-TDP-glucose
dehydratase
AJ295156 SCVPLB2090B09.g 0.0 1045 Phragmites communis d-TDP-glucose
dehydratase
AJ295156 SCSFFL4082G09.g 0.0 1043 Phragmites communis d-TDP-glucose
dehydratase
AJ295156 SCBGFL5082B11.9g 0.0 1039 Phragmites communis d-TDP-glucose
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dehydratase
AJ295156 SCUTRZ3073G06.9g 0.0 1039 Phragmites communis d-TDP-glucose
dehydratase
AJ295156 SCBGLR1113D02.g 0.0 1039 Phragmites communis d-TDP-glucose
dehydratase
AJ295156 SCQGHR1014F09.9g 0.0 1033 Phragmites communis d-TDP-glucose
dehydratase
AJ295156 SCSGFL4034F08.g 0.0 1021 Phragmites communis d-TDP-glucose
dehydratase
AJ295156 SCCCAM2001F10.g 0.0 1019 Phragmites communis d-TDP-glucose
dehydratase
AJ295156 SCEZFL4041C03.g 0.0 1015 Phragmites communis d-TDP-glucose
dehydratase
AJ295156 SCSGAD1005F01.9g 0.0 1013 Phragmites communis d-TDP-glucose
dehydratase
AJ295156 SCSBFL4012A07 .g 0.0 1011 Phragmites communis d-TDP-glucose
dehydratase
AJ295156 SCSGAD1006H05.g 0.0 1011 Phragmites communis d-TDP-glucose
dehydratase
AJ295156 SCEQSB1C03G07 .9 0.0 1007 Phragmites communis d-TDP-glucose
dehydratase
AJ295156 SCCCFL4120B04.g 0.0 1003 Phragmites communis d-TDP-glucose
dehydratase
AJ295156 SCCCFL4095G04 .g 0.0 1003 Phragmites communis d-TDP-glucose
dehydratase
AJ295156 SCQSLB1049F01.9g 0.0 1001 Phragmites communis d-TDP-glucose
dehydratase
AJ295156 SCCCLR1068B09.g 0.0 999 Phragmites communis d-TDP-glucose
dehydratase
AJ295156 SCCCST3C06B07.g 0.0 995 Phragmites communis d-TDP-glucose
dehydratase
AJ295156 SCCCST3C13B05.g 0.0 995 Phragmites communis d-TDP-glucose
dehydratase
AJ295156 SCEPRZ3129B04.9g 0.0 989 Phragmites communis d-TDP-glucose
dehydratase
AJ295156 SCUTSB1031G08.g 0.0 989 Phragmites communis d-TDP-glucose
dehydratase
AJ295156 SCCCAM1C01B08.g 0.0 985 Phragmites communis d-TDP-glucose
dehydratase
AJ295156 SCMCST1054G06.9g 0.0 985 Phragmites communis d-TDP-glucose
dehydratase
AJ295156 SCQSST3114A07 .9 0.0 983 Phragmites communis d-TDP-glucose
dehydratase
AJ295156 SCVPAM2065D01 . g 0.0 979 Phragmites communis d-TDP-glucose
dehydratase
AJ295156 SCCCFL4003E05.9g 0.0 977 Phragmites communis d-TDP-glucose
dehydratase
AJ295156 SCACST3161C12.g 0.0 977 Phragmites communis d-TDP-glucose
dehydratase
AJ295156 SCMCST1054A09.9g 0.0 977 Phragmites communis d-TDP-glucose
dehydratase
AJ295156 SCACCL6010C03.g 0.0 975 Phragmites communis d-TDP-glucose
dehydratase
AJ295156 SCEQLB1064G12.g 0.0 973 Phragmites communis d-TDP-glucose
dehydratase
AJ295156 SCCCST3C10F02.g 0.0 967 Phragmites communis d-TDP-glucose
dehydratase
AJ295156 SCJFST1048B05.9g 0.0 965 Phragmites communis d-TDP-glucose
dehydratase
AJ295156 SCRLSB1044A10.9g 0.0 961 Phragmites communis d-TDP-glucose
dehydratase
AJ295156 SCSBST3095H02.9g 0.0 959 Phragmites communis d-TDP-glucose
dehydratase
AJ295156 SCCCST3006B07.g 0.0 959 Phragmites communis d-TDP-glucose
dehydratase
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Query= gi]11139545]|gb]AF276085.1]AF276085 protein kinase AKINbetagamma-1 mRNA,
complete cds

1
{

[

ACCESSION

SUGARCANE
CLUSTER

E-VALUE

SCORE

ORGANISM

PROTEIN

AF276085

SCRLAD1098B08.g

0.0

995

Zea

mays

protein kinase
AKINbetagamma-1
mRNA

AF276085

SCPI1LB2024A07 .g

0.0

977

Zea

mays

protein kinase
AKINbetagamma-1
mRNA

AF276085

SCJFAD1C09B02.g

965

Zea

mays

protein kinase
AKINbetagamma-1
mRNA

AF276085

SCRLFL4103HO07.g

918

Zea

mays

protein kinase
AKINbetagamma-1
mMRNA

AF276085

SCEZRZ1016F01.g

0.0

878

Zea

mays

protein kinase
AKINbetagamma-1
mRNA

AF276085

SCQGAD1066E02.g

0.0

852

Zea

mays

protein kinase
AKINbetagamma-1
mRNA

AF276085

SCQGLR1087C12.g

829

Zea

mays

protein kinase
AKINbetagamma-1
mRNA

AF276085

SCRLLR1038B01.g

0.0

670

Zea

mays

protein kinase
AKINbetagamma-1
mRNA

AF276085

SCQGFL4077H12.9

0.0

648

Zea

mays

protein kinase
AKINbetagamma-1
mRNA

AF276085

SCRLFL1008H04 .g

0.0

646

Zea

mays

protein kinase
AKINbetagamma-1
mRNA

AF276085

SCJFST1011B06.9

e-153

545

Zea

mays

protein kinase
AKINbetagamma-1
mRNA
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AF276085

SCJFAD1C09B02.b

e-140

504

Zea

mays

protein kinase
AKINbetagamma-1
mRNA

AF276085

SCSBFL4065C12.g

e-120

434

Zea

mays

protein kinase
AKINbetagamma-1
mRNA

AF276085

SCEZFL5091D11.9g

e-110

402

Zea

mays

protein kinase
AKINbetagamma-1
mRNA

AF276085

SCRFST3145A06.9

6e-99

365

Zea

mays

protein kinase
AKINbetagamma-1
mRNA

AF276085

SCCCCL6024A07 .g

3e-88

329

Zea

mays

protein kinase
AKINbetagamma-1
mRNA

AF276085

SCEZFL4047E02 .9

3e-88

329

Zea

mays

protein kinase
AKINbetagamma-1
mRNA

AF276085

SCEPRZ3129B06.9

6e-68

262

Zea

mays

protein kinase
AKINbetagamma-1
mMRNA

AF276085

SCRUFL1115C04.9

6e-65

252

Zea

mays

protein kinase
AKINbetagamma-1
mRNA

AF276085

SCEQFL5047G05.g

9e-58

228

Zea

mays

protein kinase
AKINbetagamma-1
mRNA

AF276085

SCCCCL6024A05.9

3e-57

226

Zea

mays

protein kinase
AKINbetagamma-1
mRNA

Query=

gi 10121844 gb | AF283006 . 1| AF283006

protein WCOR413-like protein mRNA, complete cds

Oryza

sativa

cold

acclimation

[T

ol W B e o T il
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ACCESSION

SUGARCANE
CLUSTER

E-VALUE

SCORE

ORGANISM

PROTEIN

AF283006

SCSGRT2061G01.

e-106

387

Oryza sativa

Cold acclimation
protein WCORA413-
like protein

AF283006

SCRFST3143E07 .

e-105

385

Oryza sativa

Cold acclimation
protein WCOR413-
like protein

AF283006

SCBGLR1120F12.

e-103

377

Oryza sativa

Cold acclimation
protein WCOR413-
like protein

AF283006

SCAGLR2033G02.

2e-97

359

Oryza sativa

Cold acclimation
protein WCOR413-
like protein

AF283006

SCEQRT1027F03.

4e-95

351

Oryza sativa

Cold acclimation
protein WCORA413-
like protein

AF283006

SCBGRT3011A03.

2e-88

329

Oryza sativa

Cold acclimation
protein WCOR413-
like protein

AF283006

SCEZHR1087EO06.

2e-78

295

Oryza sativa

Cold acclimation
protein WCOR413-
like protein

AF283006

SCSFFL8048B02.

3e-77

201

Oryza sativa

Cold acclimation
protein WCOR413-
like protein

AF283006

SCVPRZ2035D10.

2e-75

285

Oryza sativa

Cold acclimation
protein WCORA413-
like protein

AF283006

SCRLFL4059C01.

3e-71

272

Oryza sativa

Cold acclimation
protein WCOR413-
like protein
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Query=

gi | 8335995 | gb | BEO40671 . 1| BE040671

OF04G10 OF Oryza

similar to water stress inducible protein, mRNA sequence

mA oA

| e e s | e e B M [ I I e o ]

sativa CcDNA5*

ACCESSION

SUGARCANE
CLUSTER

SCORE

ORGANISM

PROTEIN

BE040671

SCBGLR1119B07.

214

Oryza sativa

cDNA5" similar
to water stress
inducible

BEO40671

SCBGLR1119A06.

5e-54

214

Oryza sativa

cDNA5" similar
to water stress
inducible

BE040671

SCBGLR1097E11.

5e-54

214

Oryza sativa

cDNA5" similar
to water stress
inducible

BE040671

SCACLR1128A06.

5e-54

214

Oryza sativa

cDNA5" similar
to water stress
inducible

BE040671

SCACLR1127G06.

5e-54

214

Oryza sativa

cDNA5" similar
to water stress
inducible

BE040671

SCRUFL3065B07 .

3e-52

208

Oryza sativa

cDNA5" similar
to water stress
inducible

BEO40671

SCVPRT3087B07 .

le-51

206

Oryza sativa

cDNA5" similar
to water stress
inducible

BE040671

SCAGFL3022A04.

le-51

206

Oryza sativa

cDNA5" similar
to water stress
inducible

BE040671

SCCCRT2004G01.

le-51

206

Oryza sativa

cDNA5" similar
to water stress
inducible

BEO40671

SCUTLR2023HO08.

le-51

206

Oryza sativa

cDNA5" similar
to water stress
inducible
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BE040671

SCJLLR2013B10.

b

le-51

206

Oryza

sativa

cDNA5" similar
to water stress
inducible

BE040671

SCJLLR2013B10.

le-51

206

Oryza

sativa

cDNA5" similar
to water stress
inducible

BE040671

SCCCLR2C0O2H09.

le-51

206

Oryza

sativa

cDNA5" similar
to water stress
inducible

BE040671

SCBGLR1099A11.

le-51

206

Oryza

sativa

cDNA5" similar
to water stress
inducible

BE040671

SCQSLB1050G12.

le-51

206

Oryza

sativa

cDNA5" similar
to water stress
inducible

BEO40671

SCAGSD2041E01.

2e-50

202

Oryza

sativa

cDNA5" similar
to water stress
inducible

BE040671

SCCCLB1CO5CO05.

2e-50

202

Oryza

sativa

cDNA5" similar
to water stress
inducible

BE040671

SCCCLB1C04DO05.

2e-50

202

Oryza

sativa

cDNA5" similar
to water stress
inducible

BE040671

SCACLR2014A04.

2e-50

202

Oryza

sativa

cDNA5" similar
to water stress
inducible

BE040671

SCSBLB1036G03.

2e-50

202

Oryza

sativa

cDNA5" similar
to water stress
inducible

BE040671

SCEPLB1041D08.

«Q

2e-50

202

Oryza

sativa

cDNA5" similar
to water stress
inducible

BE040671

SCQSAM1033HO03.

«Q

7e-50

200

Oryza

sativa

cDNA5" similar
to water stress
inducible

Query= gi]1000805]|ghb]H55025.1|H55025 HHU53a Sorghum bicolor cv. TX430 Sorghum
bicolor cDNA clone HHU53 5° similar to water stress-induced protein (WS1729),
rice, mRNA sequence

| meinl

[nEnle B el B e ]
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ACCESSION

SUGARCANE
CLUSTER

E-VALUE

SCORE

ORGANISM

PROTEIN

H55025

SCACRZ3036G09.

5e-88

325

Sorghum bicolor

water stress-
induced protein
(WS1729)

H55025

SCQSHR1023D12.

5e-88

325

Sorghum bicolor

water stress-
induced protein
(WS1729)

H55025

SCAGRT3049G05.

le-85

317

Sorghum bicolor

water stress-
induced protein
(WS1729)

H55025

SCEZAD1CO7FO07 .

le-85

317

Sorghum bicolor

water stress-
induced protein
(WS1729)

H55025

SCEZAD1079F08.

1le-85

317

Sorghum bicolor

water stress-
induced protein
(WS1729)

H55025

SCCCRT1CO1E11.

1le-85

317

Sorghum bicolor

water stress-
induced protein
(WS1729)

H55025

SCJIFRZ3C05G07 .

le-85

317

Sorghum bicolor

water stress-
induced protein
(WS1729)

H55025

SCJIFRZ3C05G07 .

le-85

317

Sorghum bicolor

water stress-
induced protein
(WS1729)

H55025

SCACRZ3034A05.

1le-85

317

Sorghum bicolor

water stress-
induced protein
(WS1729)

H55025

SCIFRT1011E08.

1le-85

317

Sorghum bicolor

water stress-
induced protein
(WS1729)

H55025

SCACLR2007AO07 .

le-85

317

Sorghum bicolor

water stress-
induced protein
(WS1729)

H55025

SCSFHR1046F08.

1le-85

317

Sorghum bicolor

water stress-
induced protein
(WS1729)

H55025

SCRFHR1009D01 .

1le-85

317

Sorghum bicolor

water stress-
induced protein
(WS1729)

H55025

SCQGHR1011C10.

le-85

317

Sorghum bicolor

water stress-
induced protein
(WS1729)

H55025

SCJIFHR1CO4F10.

le-85

317

Sorghum bicolor

water stress-
induced protein
(WS1729)

H55025

SCJIFHR1034G10.

le-85

317

Sorghum bicolor

water stress-
induced protein
(WS1729)

H55025

SCJIFHR1034G10.

8e-84

311

Sorghum bicolor

water stress-
induced protein
(WS1729)

H55025

SCCCRT2CO6A09.

3e-83

309

Sorghum bicolor

water stress-
induced protein
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(WS1729)

H55025

SCSFRT2069A08.

3e-83

309

Sorghum bicolor

water stress-
induced protein
(WS1729)

H55025

SCRFRZ3055G08.

2e-78

293

Sorghum bicolor

water stress-
induced protein
(WS1729)

H55025

SCIFRT1011E08.

4e-73

276

Sorghum bicolor

water stress-
induced protein
(WS1729)

H55025

SCEPSD1070A05.

4e-61

236

Sorghum bicolor

water stress-
induced protein
(WS1729)

H55025

SCAGRT3046G01.

2e-60

234

Sorghum bicolor

water stress-
induced protein
(WS1729)

H55025

SCVPRZ2041C03.

9e-53

208

Sorghum bicolor

water stress-
induced protein
(WS1729)

Query= gi]2642237|gb|AF031241.1]AF031241 Glycine max endoplasmic reticulum

HSC70-cognate binding protein precursor (BIP) mRNA, complete cds

e

ACCESSION SUGARCANE E-VALUE |SCORE ORGANISM PROTEIN
CLUSTER
AF031241 | SCBGAD1029B10. e-130 468 Glycine max protein
precursor (BIP)
AF031241 |SCUTFL1057G06. e-122 442 Glycine max protein
precursor (BIP)
AF031241 |SCJIFST1047F01. e-120 436 Glycine max protein
precursor (BIP)
AF031241 | SCQGFL4076A11. e-118 430 Glycine max protein
precursor (BIP)
AF031241 | SCSBFL4065H10. e-117 426 Glycine max protein
precursor (BIP)
AF031241 | SCRFRT3058E12. e-115 418 Glycine max protein
precursor (BIP)
AF031241 | SCSFFL4018A03. e-110 402 Glycine max protein
precursor (BIP)
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AF031241 |SCVPST1061F02. e-105 387 Glycine max protein
precursor (BIP)
AF031241 |SCUTSD1086B10. e-105 385 Glycine max protein
precursor (BIP)
AF031241 | SCRFAM2128G06. 9e-98 361 Glycine max protein
precursor (BIP)
AF031241 |SCSGHR1071CO09. 4e-97 359 Glycine max protein
precursor (BIP)
AF031241 | SCMCSB1113DO08. 5e-93 345 Glycine max protein
precursor (BIP)
AF031241 | SCEQSB1C10DO05. 8e-92 341 Glycine max protein
precursor (BIP)
AF031241 | SCMCCL6054G06. 3e-88 329 Glycine max protein
precursor (BIP)
AF031241 |SCJFST1018G02. 2e-77 293 Glycine max protein
precursor (BIP)
AF031241 | SCSFFL4083B06. 4e-72 276 Glycine max protein
precursor (BIP)
AF031241 |SCSFSB1072E09. 4e-69 266 Glycine max protein
precursor (BIP)
AF031241 | SCVPST1059D02. 9e-64 248 Glycine max protein
precursor (BIP)
AF031241 | SCJFST1012C05. 9e-64 248 Glycine max protein
precursor (BIP)
AF031241 | SCQSRT2032C09. 9e-64 248 Glycine max protein
precursor (BIP)
AF031241 | SCEQHR1078A03. 2e-61 240 Glycine max protein
precursor (BIP)
AF031241 |SCJILLR1054F05. 9e-61 238 Glycine max protein
precursor (BIP)
AF031241 | SCBFAM2022G09. 9e-61 238 Glycine max protein
precursor (BIP)
AF031241 | SCCCRT3008D10. 2e-58 230 Glycine max protein
precursor (BIP)
AF031241 | SCEQRZ3024A10. 5e-56 222 Glycine max protein
precursor (BIP)
AF031241 | SCEPAM1019E12. le-53 214 Glycine max protein
precursor (BIP)
AF031241 |SCJILFL4098A03. 8e-52 208 Glycine max protein

precursor (BIP)
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Query= gi]2613142]gb|AF030548.1]AF030548 Oryza sativa tubulin (RiP3)mRNA,
complete cds

C = —
ACCESSION SUGARCANE E-VALUE | SCORE ORGANISM PROTEIN

CLUSTER

AF030548 | SCQGHR1011C08.g 0.0 1019 Oryza sativa tubulin (RiIP3)
AF030548 | SCIJFRZ3C06A02.g 0.0 966 Oryza sativa tubulin (RIP3)
AF030548 | SCCCFL4090F02.9g 0.0 960 Oryza sativa tubulin (RIP3)
AF030548 |SCVPFL1133B11.g 0.0 956 Oryza sativa tubulin (RiIP3)
AF030548 | SCEQRT3C05B06.9 0.0 932 Oryza sativa tubulin (RiP3)
AF030548 |SCACSB1123B09.g 0.0 932 Oryza sativa tubulin (RiP3)
AF030548 | SCSBST3097G12.g 0.0 930 Oryza sativa tubulin (RiP3)
AF030548 |SCJLSB1067A10.g 0.0 924 Oryza sativa tubulin (RiP3)
AF030548 | SCCCFL4090EO2.g 0.0 918 Oryza sativa tubulin (RiP3)
AF030548 | SCSBFL4063F11.g 0.0 912 Oryza sativa tubulin (RiP3)
AF030548 | SCEQRT3C05C10.g 0.0 910 Oryza sativa tubulin (RiP3)
AF030548 | SCJFFL1CO2E06.9g 0.0 904 Oryza sativa tubulin (RiIP3)
AF030548 | SCRFRZ3057A10.g 0.0 904 Oryza sativa tubulin (RiIP3)
AF030548 | SCRFAM2130E03.g 0.0 902 Oryza sativa tubulin (RIP3)
AF030548 | SCJLAM2092B10.g 0.0 900 Oryza sativa tubulin (RIP3)
AF030548 | SCCCAD1003G03.g 0.0 898 Oryza sativa tubulin (RIP3)
AF030548 | SCAGFL8042F03.g 0.0 892 Oryza sativa tubulin (RIP3)
AF030548 | SCVPFL1134F05.g 0.0 890 Oryza sativa tubulin (RIP3)
AF030548 | SCCCFL5093G11.9g 0.0 890 Oryza sativa tubulin (RiP3)
AF030548 |SCVPFL1071B01.g 0.0 888 Oryza sativa tubulin (RiP3)
AF030548 | SCJLFL4100D03.g 0.0 884 Oryza sativa tubulin (RiP3)
AF030548 | SCSFSB1071G02.g 0.0 884 Oryza sativa tubulin (RiP3)
AF030548 | SCRFRZ3057B06.g 0.0 884 Oryza sativa tubulin (RiP3)
AF030548 | SCBFRT1070A09.g 0.0 881 Oryza sativa tubulin (RiP3)
AF030548 | SCJFHR1031EO05.g 0.0 881 Oryza sativa tubulin (RiP3)
AF030548 | SCVPFL1068E02.g 0.0 879 Oryza sativa tubulin (RiIP3)
AF030548 | SCSBST3100D04.g 0.0 877 Oryza sativa tubulin (RiIP3)
AF030548 | SCQSRT2036F02.g 0.0 875 Oryza sativa tubulin (RiIP3)
AF030548 | SCMCRT2105G07.g 0.0 875 Oryza sativa tubulin (RIP3)
AF030548 | SCRFST1045D12.g 0.0 871 Oryza sativa tubulin (RIP3)
AF030548 | SCRFFL4009E03.g 0.0 867 Oryza sativa tubulin (RiIP3)
AF030548 | SCJLFL1049G09.g 0.0 867 Oryza sativa tubulin (RIP3)
AF030548 | SCSBFL1045B07.9g 0.0 867 Oryza sativa tubulin (RiP3)
AF030548 | SCRFRZ3058F05.9g 0.0 867 Oryza sativa tubulin (RiP3)
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AF030548 | SCSBFL5014F12.g 0.0 865 Oryza sativa tubulin (RIP3)
AF030548 | SCAGLV1041D07.g 0.0 863 Oryza sativa tubulin (RIP3)
AF030548 | SCQGSB1143C05.9g 0.0 863 Oryza sativa tubulin (RiIP3)
AF030548 |SCJLFL1048E03.g 0.0 861 Oryza sativa tubulin (RiIP3)
AF030548 |SCJLFL1050A02.9g 0.0 859 Oryza sativa tubulin (RiIP3)
AF030548 |SCCCST1005F06.9g 0.0 859 Oryza sativa tubulin (RiIP3)
AF030548 | SCSGRT2064C10.g 0.0 859 Oryza sativa tubulin (RiP3)
AF030548 | SCBGRT1049A05.g 0.0 857 Oryza sativa tubulin (RiP3)
AF030548 | SCCCSD1001C06.g 0.0 855 Oryza sativa tubulin (RiP3)
AF030548 | SCMCRZ3067B03.g 0.0 855 Oryza sativa tubulin (RiP3)
AF030548 | SCEZRZ3100H03.g 0.0 855 Oryza sativa tubulin (RiIP3)
AF030548 | SCSGST3117G02.g 0.0 851 Oryza sativa tubulin (RiIP3)
AF030548 | SCQGRZ3014B12.g 0.0 847 Oryza sativa tubulin (RiIP3)
AF030548 | SCEQAM2039D04 .g 0.0 845 Oryza sativa tubulin (RIP3)
AF030548 | SCEQSB1CO1EO5.g 0.0 841 Oryza sativa tubulin (RIP3)
AF030548 |SCRFRZ3058D12.9g 0.0 841 Oryza sativa tubulin (RiIP3)
Query= gi]1432142|gbJU61179.1| TAU61179 Triticum aestivum ADP-glucose

pyrophosphorylase (WAL2) mRNA, partial cds

1

Oueru

Color means Scoore s

za

ass

101

z=a=

=6

zas
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LT
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17

1= —

- =t=t=3

— =10
— =t
Fan
==0
146

=1

ACCESSION

SUGARCANE
CLUSTER

E-VALUE

SCORE

ORGANISM

PROTEIN

u61179

SCRLFL4103HO07 .

0.0

983

Triticum

aestivum

ADP-glucose
pyrophosphoryla
se

U61179

SCRLAD1098B08.

0.0

948

Triticum

aestivum

ADP-glucose
pyrophosphoryla
se

U61179

SCPI1LB2024A07 .

0.0

930

Triticum

aestivum

ADP-glucose
pyrophosphoryla
se

u61179

SCEZRZ1016F01.

924

Triticum

aestivum

ADP-glucose
pyrophosphoryla
se

U61179

SCJFAD1C09B02.

0.0

910

Triticum

aestivum

ADP-glucose
pyrophosphoryla
se

U61179

SCQGAD1066E02 .

0.0

902

Triticum

aestivum

ADP-glucose
pyrophosphoryla
se
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U61179

SCQGLR1087C12.

0.0

868

Triticum

aestivum

ADP-glucose
pyrophosphoryla
se

U61179

SCRLLR1038B01.

0.0

702

Triticum

aestivum

ADP-glucose
pyrophosphoryla
se

u61179

SCQGFL4077H12.

694

Triticum

aestivum

ADP-glucose
pyrophosphoryla
se

U61179

SCRLFL1008HO04.

0.0

692

Triticum

aestivum

ADP-glucose
pyrophosphoryla
se

U61179

SCJIFST1011B06.

e-158

561

Triticum

aestivum

ADP-glucose
pyrophosphoryla
se

U61179

SCJIFAD1C09B0O2.

e-148

529

Triticum

aestivum

ADP-glucose
pyrophosphoryla
se

u61179

SCSBFL4065C12.

e-118

428

Triticum

aestivum

ADP-glucose
pyrophosphoryla
se

U61179

SCEZFL5091D11.

e-103

379

Triticum

aestivum

ADP-glucose
pyrophosphoryla
se

U61179

SCRFST3145A06.

1e-99

367

Triticum

aestivum

ADP-glucose
pyrophosphoryla
se

u61179

SCCCCL6024A07 .

3e-88

329

Triticum

aestivum

ADP-glucose
pyrophosphoryla
se

u61179

SCEZFL4047EQO2.

le-81

307

Triticum

aestivum

ADP-glucose
pyrophosphoryla
se

U61179

SCEPRZ3129B06.

7e-74

281

Triticum

aestivum

ADP-glucose
pyrophosphoryla
se

U61179

SCRUFL1115C04.

5e-53

212

Triticum
aestivum

ADP-glucose
pyrophosphoryla
se
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Query= gi]1432140|gbJU61178_1]|TAU61178 Triticum aestivum ADP-glucose
pyrophosphorylase (WAL1) mRNA, partial cds
(554 letters)

QQQQQ

ACCESSION

SUGARCANE
CLUSTER

E-VALUE

SCORE

ORGANISM

PROTEIN

U61178

SCVPLB2089F09.g

e-132

472

Triticum aestivum

ADP-glucose
Pyrophosphoryla
se

U61178

SCEPFL3080F12.g

e-117

424

Triticum aestivum

ADP-glucose
Pyrophosphoryla
se

U61178

SCBFLR1039F10.9g

e-109

398

Triticum aestivum

ADP-glucose
Pyrophosphoryla
se

U61178

SCRLSB1043H12.g

4e-78

293

Triticum aestivum

ADP-glucose
Pyrophosphoryla
se

U61178

SCMCRT3084F01.g

le-56

222

Triticum aestivum

ADP-glucose
pyrophosphoryla
se

Query= gi]395045]emb|X73848.1|LETRAMP2 L.esculentum mRNA for tomato
ripening membrane protein, clone pNY507

(1107

letters)
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ACCESSION

SUGARCANE
CLUSTER

E-VALUE

SCORE

ORGANISM

PROTEIN

X73848

SCMCCL6058D08 . g

3e-53

212

.esculentum

Tomato Ripening
Membrane
Protein

X73848

SCSGLV1010C11.b

le-52

210

.esculentum

Tomato
Ripening
Membrane
Protein

X73848

SCEQRT3018D10.9

le-52

210

.esculentum

Tomato
Ripening
Membrane
Protein

X73848

SCEZAD1CO5E12.g

le-52

210

.esculentum

Tomato
Ripening
Membrane
Protein

X73848

SCRLFL1011F12.g

le-52

210

.esculentum

Tomato
Ripening
Membrane
Protein

X73848

SCRUAD1060EO08. g

le-52

210

.esculentum

Tomato
Ripening
Membrane
Protein

X73848

SCQGSD2044H03.g

2e-50

202

.esculentum

Tomato
Ripening
Membrane
Protein

X73848

SCQSFL3037B05.b

2e-50

202

.esculentum

Tomato
Ripening
Membrane
Protein

X73848

Scqgst3126h12.G

2e-50

202

-.Esculentum

Tomato
Ripening
Membrane
Protein

X73848

Sceqrz3021e03.6G

2e-50

202

.Esculentum

Tomato
Ripening
Membrane
Protein

X73848

Scezrz1015g12.G

2e-50

202

.Esculentum

Tomato
Ripening
Membrane
Protein

X73848

Scvprt2080e01.G

2e-50

202

-.Esculentum

Tomato
Ripening
Membrane
Protein

X73848

Sccclbl1021h10.6G

2e-50

202

.Esculentum

Tomato
Ripening
Membrane
Protein

X73848

Sccclb1021g10.G

2e-50

202

.Esculentum

Tomato
Ripening
Membrane
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|Protein

Query= @i]395043]emb]X73847.1]LETRAMP1 L.esculentum mRNA for tomato ripening

membrane protein, clone pTOM75 (859 letters)

pinlniniinsElsninininlnlal

[T

FFFFFEFEEEEEEE e mEe- e

ACCESSION

SUGARCANE
CLUSTER

E-VALUE

SCORE

ORGANISM

PROTEIN

X73847

SCMCCL6058D08 .

g 2e-53

212

.esculentum

Tomato Ripening
Membrane Protein

X73847

SCSGLV1010C11.

b 8e-53

210

.esculentum

Tomato Ripening
Membrane Protein

X73847

SCEQRT3018D10.

g 8e-53

210

.esculentum

Tomato Ripening
Membrane
Protein

X73847

SCEZAD1CO5E12.

g 8e-53

210

.esculentum

Tomato Ripening
Membrane
Protein

X73847

SCRLFL1011F12

-g 8e-53

210

.esculentum

Tomato Ripening
Membrane
Protein

X73847

SCRUAD1060EQS8.

g 8e-53

210

.esculentum

Tomato Ripening
Membrane
Protein

X73847

SCQGSD2044H03.

g 2e-50

202

.esculentum

Tomato Ripening
Membrane
Protein

X73847

SCQSFL3037B05.

b 2e-50

202

.esculentum

Tomato Ripening
Membrane
Protein

X73847

SCQGST3126H12.

o] 2e-50

202

.esculentum

Tomato Ripening
Membrane
Protein

X73847

SCEQRZ3021EOQ3.

g 2e-50

202

.esculentum

Tomato Ripening
Membrane
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Protein

X73847

SCEZRZ1015G12.g

2e-50

202

L.esculentum

Tomato Ripening
Membrane
Protein

X73847

SCVPRT2080EO1.g

2e-50

202

L.esculentum

Tomato Ripening
Membrane
Protein

X73847

SCCCLB1021H10.9

2e-50

202

L.esculentum

Tomato Ripening
Membrane
Protein

X73847

SCCCLB1021G10.g

2e-50

202

L.esculentum

Tomato Ripening
Membrane
Protein

Query= @gi]22312]emb|X12564.1]|ZMGRP Maize ABA-inducible gene for glycine-rich

protein ( ABA = abscisic acid) (1114 letters)




ACCESSION SUGARCANE E-VALUE | SCORE ORGANISM PROTEIN
CLUSTER

X12564 SCEZFL4042C04 .9 4e-86 321 Maize glycine-rich
protein

X12564 SCCCFL4089B09.g le-79 299 Maize glycine-rich
protein

X12564 SCSBFL1045D01.g le-79 299 Maize glycine-rich
protein

X12564 SCSGLV1005C03.g 9e-78 293 Maize glycine-rich
protein

X12564 SCCCSD1001G05.g 9e-78 293 Maize glycine-rich
protein

X12564 SCEQLB2019D06.9g 9e-78 293 Maize glycine-rich
protein

X12564 SCRFFL5038D01.9g 9e-78 293 Maize glycine-rich
protein

X12564 SCJFST1011A01.g 9e-78 293 Maize glycine-rich
protein

X12564 SCJLRZ3074A05.g 9e-78 293 Maize glycine-rich
protein

X12564 SCEPRZ3085D03.g 9e-78 293 Maize glycine-rich
protein

X12564 | SCIFRZ2007A06.g 9e-78 293 Maize glycine-rich
protein

X12564 SCJIFRT2055A03.9g 9e-78 293 Maize glycine-rich
protein

X12564 SCACLR2029A08.9g 9e-78 293 Maize glycine-rich
protein

X12564 SCSFHR1046D10.g 9e-78 293 Maize glycine-rich
protein

X12564 SCRFHR1006C02.g 9e-78 293 Maize glycine-rich
protein

X12564 | SCSGCL6071E07.g 9e-78 293 Maize glycine-rich
protein

X12564 SCRFAM2070G01.g 9e-78 293 Maize glycine-rich
protein

X12564 SCRFAM2070EO1.g 9e-78 293 Maize glycine-rich
protein

X12564 SCBFLB2093H03.g 3e-77 291 Maize glycine-rich
protein

X12564 SCBFFL1142B04.g 3e-77 291 Maize glycine-rich
protein

X12564 | SCBGFL5080F02.g 3e-77 291 Maize glycine-rich
protein

X12564 SCIFST1015A11 .9 3e-77 291 Maize glycine-rich
protein

X12564 SCJFRZ2011HO03.g 3e-77 291 Maize glycine-rich
protein

X12564 SCSFLR2009A08.9g 3e-77 291 Maize glycine-rich
protein

X12564 SCCCLR2CO1A07.9g 3e-77 291 Maize glycine-rich
protein

X12564 SCRFAM2071A09.g le-76 289 Maize glycine-rich

protein
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X12564 | SCRFLV1037F03.g 2e-75 285 Maize glycine-rich
protein
X12564 | SCJFRZ2012H09.g 2e-75 285 Maize glycine-rich
protein
X12564 |SCJFRZ2012D05.g 2e-75 285 Maize glycine-rich
protein
X12564 | SCIJFRZ2005F05.g 2e-75 285 Maize glycine-rich
protein
X12564 | SCIFRZ2005F04 .9 2e-75 285 Maize glycine-rich
protein
X12564 |SCJILRT2051D11.9 2e-75 285 Maize glycine-rich
protein
X12564 | SCCCLR1121A05.g 9e-75 283 Maize glycine-rich
protein
X12564 | SCACSB1122G03.g 3e-74 281 Maize glycine-rich
protein
X12564 SCQGAM2026F07 .g 3e-74 281 Maize glycine-rich
protein
X12564 SCAGLV1040F04 .g 3e-71 272 Maize glycine-rich
protein
X12564 SCCCLB2002F08.g 3e-71 272 Maize glycine-rich
protein
X12564 SCCCFL5060D08.g 3e-71 272 Maize glycine-rich
protein
X12564 | SCJIFFL1C02D08.g 3e-71 272 Maize glycine-rich
protein
X12564 SCCCRT2C0O2H10.9g 3e-71 272 Maize glycine-rich
protein
X12564 SCJFRZ2009G02.g le-70 270 Maize glycine-rich
protein
X12564 SCBFRZ2049D07 .g le-70 270 Maize glycine-rich
protein
X12564 SCEQHR1082B11.g le-70 270 Maize glycine-rich
protein
X12564 SCRFRZ3058G04 . g 8e-69 264 Maize glycine-rich
protein
X12564 SCJLRT1023D06.9g 8e-69 264 Maize glycine-rich
protein
X12564 SCRFAM2127G09.g 8e-69 264 Maize glycine-rich
protein
X12564 SCAGFL8013C06.g 3e-68 262 Maize glycine-rich
protein
X12564 SCACLR2022D08.g 3e-68 262 Maize glycine-rich
protein
X12564 SCIFRZ2005H12 .9 2e-66 256 Maize glycine-rich

protein




Query=

gi]1298583|gb|W21647._.1|W21647
#937005 Zea mays cDNA clone c¢suh00935 5*
induced protein, mRNA sequence (285 letters)

zESTO0935

Maize

Leaf,

89

Stratagene

end similar to water stress

Color means score:s

ACCESSION SUGARCANE E-VALUE | SCORE ORGANISM PROTEIN
CLUSTER

w21647 SCBGLB2011B01.g e-122 438 Zea mays Water Stress
Induced Protein

w21647 SCCCLR1075C10.g e-122 438 Zea mays Water Stress
Induced Protein

w21647 SCQSSB1059A10.¢g e-101 369 Zea mays Water Stress
Induced Protein

w21647 SCSFLV1046C01.9 3e-62 240 Zea mays Water Stress
Induced Protein

w21647 SCVPLB2C06CO7.g 3e-62 240 Zea mays Water Stress
Induced Protein

Query= gi]1298574]gb|W21638.1|W21638 zEST00924 Maize Leaf, Stratagene

#937005 Zea mays cDNA clone c¢suh00924 5*
induced protein, mRNA sequence (249 letters)

end similar to water stress

S Lear s s s e =

ACCESSION SUGARCANE E-VALUE |SCORE ORGANISM PROTEIN
CLUSTER

W21638 SCSFLV1046C01.9 e-115 416 Zea mays water stress
induced protein

W21638 SCVPLB2C06CO7 .9 e-115 416 Zea mays water stress
induced protein

W21638 SCBGLB2011B01.g e-115 416 Zea mays water stress
induced protein

W21638 SCQSSB1059A10.g e-111 402 Zea mays water stress
induced protein

W21638 SCCCLR1075C10.g e-107 391 Zea mays water stress
induced protein






