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RESUMO

A borracha natural (cis-1,4-poliisoprene) € amplamente utilizado como matéria-prima na
indUstria e tem como precursor chave o mondémero pirofosfato de isopentenila (IPP). Este €
sintetizado em duas vias: a via do acido mevalénico (MVA) no citosol e a via 2-C-metil-D-
eritritol 4-fosfato (MEP) nos plastidios. Essas vias podem ser reguladas, afetando a producéo
de borracha pela interacdo entre o enxerto e o porta-enxerto, que desempenha uma influéncia
significativa nesse sistema. Apesar da importancia dessa interacdo a nivel molecular, sdo
poucos o0s estudos que fazem tal abordagem, em relacdo a niveis de transcritos essa abordagem
ainda € inexistente na literatura. Desta forma, este trabalho visa identificar o perfil transcricional
de genes relacionados a processos bioldgicos e vias metabdlicas associados as interacdes nas
diferentes combinacdes do enxerto (E) RRIM600 clonados com porta-enxertos (PE) provindos
de sementes de diferentes gendétipos (IAN873, PB235 e sementes ndo selecionadas (SNS)).
Neste estudo, foram avaliados trés tratamentos, combinac6es de porta-enxerto/enxerto, IAN873
X RRIM600, PB235 x RRIM600 e SNS x RRIM600. A confirmagdo dos gendtipos foi realizada
a partir de marcadores microssatélites. As analises da expressdo diferencial (DEG), foram
realizadas com base na producdo média de borracha seca de IAN873 aproximadamente em 240
g, PB235 de 266 g e SNS menos produtivo com 165 g. Os DEGs obtidos das combinagdes
foram enriquecidos, identificando vias importantes como a biossintese de fenilpropandide
(G0O:0009699), identificada apenas em SNS-PE x E, possivelmente envolvido com estresse
oxidativo. Também foi identificado o gene associado com a proteina ubiquitina (GO:0016567)
e genes envolvidos com a mediacdo da sinalizacdo de agucar (GO:0010182), identificados na
interseccdo das DEGs entre IAN873 vs SNS e PB235 vs SNS enxertos, que podem estar
contribuindo para a maior producdo de borracha. Outro resultado importante relacionado a via
de biossintese da borracha, com o gene relacionado ao difosfato de isopentenila (IDI) foi
encontrado como upregulated em PB235-PE x E e downregulated em IAN873-PE x E, pode
ser a existéncia de uma variacdo na via MVA dependendo do porta-enxerto, e 0 gene squalene
synthase (SQS), que estd upregulated unicamente em SNS-PE x E, atuando na formacdo de
esteroides na via MVA, que estd envolvida com a resposta ao estresse oxidativo. Esses
resultados possibilitaram a caracterizacdo da variacdo na expressdo resultante da interacéo do

enxerto com o porta-enxerto, demonstrando que cada porta-enxerto influéncia de diferentes



formas a produgdo borracha dos genoétipos enxertados, tanto provocando estresses oxidativos
quanto alterando o metabolismo de sintese de borracha natural.

Palavras chaves: Enxertia, producdo de borracha natural, gene diferencialmente expresso e
RNA-seq



ABSTRACT

Natural rubber (cis-1,4-polyisoprene) is widely used as a raw material in industry, and its key
precursor is isopentenyl pyrophosphate (IPP). It is synthesized in two ways: the mevalonic acid
(MVA) pathway in the cytosol and the 2-C-methyl-D-erythritol 4-phosphate (MEP) pathway
in plastids. These pathways can be regulated, affecting rubber production through the
interaction between the graft and rootstock, which plays a significant role in this system.
Despite the importance of this interaction at the molecular level, few studies have approached
it in relation to transcript levels; this approach is still non-existent in the literature. Thus, this
study aimed to identify the transcriptional profile of genes related to biological processes and
metabolic pathways associated with interactions in different combinations of graft (E)
(RRIM600) cloned with rootstocks (PE) from seeds of different genotypes (IAN873, PB235,
and unselected seeds (SNS)). In this study, three treatments were evaluated: rootstock/graft
combinations, IAN873 x RRIM600, PB235 x RRIM600, and SNS x RRIM600. Genotype
confirmation was performed using microsatellite markers. Differential expression analysis
(DEG) was performed based on the average dry rubber production of IAN873 (approximately
240 g), PB235 (266 g), and SNS (165 g). The DEGs obtained from the combinations were
enriched, identifying important pathways, such as phenylpropanoid biosynthesis
(G0O:0009699), identified only in SNS-PE x E and possibly involved in oxidative stress. Genes
associated with ubiquitin protein (GO:0016567) and those involved in sugar signaling
mediation (G0O:0010182) were also identified at the intersection of DEGs between IAN873 vs.
SNS and PB235 vs. SNS grafts, which may contribute to higher rubber production. Another
important result is related to the rubber biosynthesis pathway, in which the gene related to
isopentenyl diphosphate (IDI) was found to be upregulated in PB235-PE x E and
downregulated in IAN873-PE x E There may be variations in the MVA pathway depending on
the rootstock, and the squalene synthase gene (SQS), which is upregulated only in SNS-PE x
E, acting in the formation of steroids in the MV A pathway, which is involved in the response
to oxidative stress. These results allowed the characterization of the variation in expression
resulting from the interaction of the graft with the rootstock, demonstrating that each rootstock
influences in different ways the rubber production of the grafted genotypes, both causing

oxidative stresses and altering the metabolism of natural rubber synthesis.

Keywords: Grafting, natural rubber production, differentially expressed gene and RNA-seq



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AACT = Acetyl-coa acetyltransferase 1

ACC = Acetyl-coa carboxilase

ACCT = Acetyl-coa acetyltransferase 2

ATP = Adenosina trifosfoto

BHO014 = Transcription factor bhlh14

CPT/HRT = Cis-prenyltransferase

DEG = Genes diferentemente expressos

DMAPP = Dimetilalil Difosfato

DXS = 1-deoxy-d-xylulose-5-phosphate synthase, chloroplastic
E = Enxerto (RRIM600)

FPP = Farnesil Pirofosfato

FPPS = Farnesyl pyrophosphate synthase

FPS = Farnesil Pirofosfato Sintase

G3PC = glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
GGPPS = geranylgeranyl pyrophosphate synthase
GPP = Geranil Pirofosfato

HMGS = Hydroxymethylglutaryl-coa synthase
HMDH = 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme
HRT = Rubber cis-polyprenyltransferase hrt2

IPP = Isopentenil

IPPI/IDI = Isomerase do Difosfato de Isopentenila
ISPD = 2-c-methyl-d-erythritol4-phosphatecytidylyltransferase
ISPE = 4-diphosphocytidyl-2-c-methyl-d-erythritol
ISPF = 2-c-methyl-d-erythritol2,4-cyclodiphosphate
ISPG = 4-hydroxy-3-methylbut-2-en-1-yl diphosphate
MEP = 2-C-metil-D-eritritol 4-fosfato

MVA = Acido Meval6nico

MVD = Diphosphomevalonate decarboxylase

PAL = fenilalanina amonia- liase

PE = Porta-enxerto

PMK = Phosphomevalonate kinase peroxisomal
PPO = polifenol oxidase

PSY = phytoene synthase

REF = Fator de Alongamento de Borracha

SRP = Stress-related protein

SRPP = Proteina de Pequenas Particulas de Borracha
SNS = Semente néo selecionada

SQS = Squalene synthase

Y1754 = Acetyltransferase at1g77540
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1. INTRODUCAO

A borracha natural, um poliisopreno (cis-1,4-poliisoprene) amplamente utilizado como
matéria prima na industria, tem sua producdo anual estimada em aproximadamente 14 milhGes
de toneladas (FAO, 2023). Esse composto pode ser encontrado em diversas plantas, sendo a
seringueira (Hevea brasiliensis, Muell. Arg) a mais importante para o mercado (Liu et al., 2020;
FAO, 2023). Atualmente, o plantio comercial de H. brasiliensis € realizado por meio de
propagacdo vegetativa, visando manter a produgdo homogénea. Dessa forma, o plantio de
genotipos mais produtivos de seringueira ocorre por meio do processo de enxertia, no qual o
enxerto € um clone da planta matriz, e o porta-enxerto é proveniente de sementes (Khotcharat
et al., 2016; Priyadarshan, 2017; Cheng et al., 2020).

A partir do melhoramento convencional de seringueira, realizado com base em
caracteristicas de interesse econdmico, foi possivel selecionar plantas com uma producgdo de
2.500kg/ha de borracha natural, em comparacdo com 496 kg/ha de plantas ndo selecionadas,
resultando em um aumento de produtividade de 4 vezes em 70 anos (Priyadarshan, 2017). No
entanto, o longo ciclo de vida da seringueira reduz a eficiéncia do melhoramento (Priyadarshan,
2017), com o periodo necessario para o inicio da producdo de latex podendo chegar a 5 anos
nos genotipos mais precoces, ou chegando até 7 anos como em PB235 (IRCA, 1976), tornando
0 processo de melhoramento da espécie laborioso e demorado, levando em torno de 20 a 30
anos (Priyadarshan, 2017; Suryanarayanan & Azevedo, 2023). Atualmente no Brasil os
principais programas de melhoramentos séo da iniciativa governamental com destaques para
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) e Instituto Agrondmico de
Campinas (IAC) (Fiepr, 2019).

O principal objetivo do melhoramento genético de H. brasiliensis € o aumento da
producéo de borracha natural, que ocorre em células especializadas conhecidas como lactiferos
(Long et al., 2021). Durante a sintese do latex, 0 monémero pirofosfato de isopentenila (IPP)
destaca-se como um precursor chave. Esse monémero é derivado de duas vias: a via 2-C-metil-
d-eritritol 4-fosfato (MEP) nos plastidios (Figura 1 A) e a via do acido mevalénico (MVA) no
citosol (Figura 1 B) (Liu et al., 2020). A utilizagéo dos IPPs na sintese da borracha é realizada
pela agdo sinérgica de diversas enzimas e proteinas. A isomerase do difosfato de isopentenila
(IPPI/1DI) condensa o IPP em dimetilalil difosfato (DMAPP) (Yamashita and Takahashi, 2020;
Xinetal., 2021). Simultaneamente, o farnesil pirofosfato sintase (FPS) catalisa a transformacéo
do geranil pirofosfato (GPP) em farnesil pirofosfato (FPP) (Figura 1 C), o qual é fundamental

para a estrutura da borracha natural (Figura 1 A, B) (Xin et al., 2021). Além disso, a proteina
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de pequenas particulas de borracha (SRPP), fator de alongamento de borracha (REF) e a cis-
preniltransferase (CPT/HRT) (Figura 1 D) sdo as proteinas principais na formacao da borracha
(Liu et al., 2020; Long et al., 2021).

Varios hormdnios vegetais desempenham um papel fundamental na biossintese dos
terpendides, tanto na formacdo de borracha com outros terpenos, por exemplo o etileno, que
influencia o transportador de sacarose (SUT) (Figura 1 E) (Tang et al., 2016). O jasmonato, por
meio do médulo HbCOI1-HbJAZ3-HbMYC2 (Figura 1 F), atuando em cascata no FPS e
SRPP, 0 que indica a atuacdo direta do jasmonato na regulacdo da biossintese da borracha
natural (Deng et al., 2018; Long et al., 2021). A identificacdo de genes, processos bioldgicos e
metabdlicos que afetam tais vias pode fornecer informacdes valiosas para 0 melhoramento
genético. Um desses processos ainda pouco estudado na espécie é a enxertia, principal forma
de propagacdo dos gendtipos mais produtivos.

Sucrose E Ethylene
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B |
MEP PATHWAY MVA PATHWAY Sucrose Ethylene Signaling
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l DXR S
J' HMGS
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Figura 1. Biossintese da borracha natural e influéncia dos horménios vegetais. A. Via MEP
ocorrendo no plastidio. B. Via MVVA ocorrendo no citosol. C. Condensa¢do do DMAPP em
compostos secundarios para formacdo de outros terpenos. D. Maquinario Biosintética de

formacéo da borracha natural. E. Atuacdo do etileno no transportador de sacarose. F. Atuagédo
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do jasmonato na sintese de borracha natural. Com as setas vermelhas mostrando os compostos
chaves.

A interacdo entre o0 enxerto e o porta-enxerto desempenha uma influéncia significativa
na producdo de borracha natural (Yao et al.,, 2017). Diferentes estudos revelaram que
determinados porta-enxertos estdo associados a um aumento na producao de borracha (Cardinal
etal., 2007a; b; Yao etal., 2017). De acordo com Yao et al. (2017) o porta-enxerto CATAS8813
demonstrou um rendimento superior de borracha quando utilizado no enxerto PR107, em
comparagdo com outros porta-enxertos. Além disso, observou-se uma reducdo na producéo de
borracha influenciada por diferentes combinacgdes de enxertos. Foi identificada uma reducéo
substancial na produgdo de borracha natural ao utilizar sementes provindas de plantas silvestres
para a producdo dos porta-enxertos, em compara¢do com 0 uso de sementes provenientes de
RRIM600, IAN873 e PB235 (Cardinal et al., 2007a; b).

Neste contexto, a enxertia pode estar associada a alteracdes metabdlicas, conforme
descrito por He et al., (2022) em Citrus spp, causadas pela interacdo da enxertia. Alteragoes
semelhantes também foram observadas em seringueira (Yuan et al., 2011; Prabpree et al.,
2018). Yuan et al. (2011) identificaram a presenca de metabdlitos relacionados a oxida¢do em
diferentes combinacdes de enxerto e porta-enxerto, indicando um possivel estresse causado pela
enxertia. Além disso, encontraram a presenca da enzima fenilalanina aménia-liase (PAL) e
polifenol oxidase (PPO), ambos relacionados ao estresse em decorréncia da enxertia (Prabpree
etal., 2018; Amri et al., 2021) essas enzimas também estdo envolvidas com estresses abioticos
(Zhang & Sun, 2021). Nos estagios iniciais da enxertia em seringueira, Prabpree et al. (2018)
corroboram tais resultados, identificando variacdes na expressdo génica da PAL associadas a
interacdo do enxerto com o porta-enxerto de seringueira.

O impacto do porta-enxerto na expressdo génica do enxerto pode ser observado em
diversas culturas por meio da andlise de transcriptoma. Em uvas, por exemplo, foi possivel
identificar genes diferencialmente expressos (DEGs) influenciados pelo porta-enxerto,
resultando em modificacBes na coloracdo das bagas (Zhong et al., 2022). Essa influéncia
também é observada em arvores frutiferas, como o Citrus, em que a enxertia resulta em DEGs
relacionados a regulacdo de sinais hormonais, desempenhando um papel significativo no
estiolamento foliar (He et al., 2022).

No contexto apresentado, existe a possibilidade de ocorrer uma variacdo na expressao
génica induzida por diferentes combinacdes de enxertia (Prabpree et al., 2018; Zhong et al.,
2022). Essa variacdo pode envolver genes relacionados a interacdo entre o enxerto e o porta-

enxerto, que podem resultar em uma reducéo da produtividade da planta (Habibi et al., 2022;
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Liu et al., 2023). Entretanto, em seringueira, esse processo ainda permanece desconhecido,
principalmente no que diz respeito regulacdo na expressao de genes que podem estar expressos
nas diferentes combinacgdes de enxerto e porta-enxerto, e que, por conseguinte, podem afetar a
producdo de borracha natural (Yuan et al., 2011; Prabpree et al., 2018).

A compreensao dos processos de interagdo entre enxerto e porta-enxerto em seringueira
é de suma importancia para avangos no melhoramento genético da espécie, principalmente
visando o aumento da producédo de borracha natural. A analise do transcriptoma de diferentes
condicdes de tratamento pode fornecer a compreensdo sobre os genes que influenciam a
producdo de borracha natural, regulados por diferentes combinagdes de enxerto e porta-enxerto.
Portanto, o objetivo deste estudo é identificar o perfil transcricional de genes relacionados a
processos bioldgicos e vias metabdlicas associados com a interacao nas combinacgdes de enxerto
(RRIM600) com porta-enxertos (PB235, IAN873 e sementes ndo selecionadas (SNS)) em
seringueira. Esta abordagem tem o potencial de revelar novas estratégias para otimizar a
producdo de borracha natural, além de fornecer recomendacdes valiosas para a producdo de

mudas de H. brasiliensis.
1.2 Objetivos especificos

e Identificar geneticamente os gendtipos

e Construir um transcriptoma de H. brasiliensis do enxerto e porta-enxerto.

e Determinar os genes diferencialmente expressos de clones RRIM600 e dos porta-
enxerto PB235, IAN873 e SNS.

e Identificar os principais processos bioldgicos e vias metabdlicas associadas aos genes

diferencialmente expressos na enxertia.
2. MATERIAL E METODOS

A Figura 2 ilustra de forma resumida passo a passo de cada etapa realizada neste trabalho.
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Figura 2. Infografico dos materiais e métodos utilizados. A. Populagdo do experimento utilizado,
circulos com coloragdo igual representa, material genético de um individuo clonal (Enxertos) e
coloragdo diferente de individuos provenientes de cruzamento (Porta-enxertos), 36 combinagdes de
enxertia com 24 plantas. B. condigdes selecionadas para RNA-seq. C. Sequenciador utilizado,
sequenciado em 100 pb Paired-end. D. Comparacdes para analise de expressao diferencial. E. Andlise
de bioinformética. F. Resultados das comparagdes com as variagdes metabdlicas encontradas em

decorréncia da enxertia. As sentas representados a menor produgédo de borracha natural.
2.1. Material Vegetal

Os genotipos selecionados fazem parte de um experimento estabelecido em 1989 e
conduzido no Polo Regional de Desenvolvimento Tecnoldgico dos Agronegocios do Centro-
Norte da Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegécios (APTA), localizado em
Pindorama/SP (21°13* S 48° 56 W). A populagdo total inclui seis diferentes tratamentos,
composto pelos porta-enxertos: GT1, IAN873, PB235, RRIM600, RRIM701 e sementes néo-
selecionadas (SNS), obtidos de polinizacdo aberta. Para cada tratamento, hd um subtratamento
relacionado ao enxerto, o qual inclui os genédtipos GT1, IAN873, PB235, RRIM600, RRIM701,
e PR107, totalizando 36 combinagdes (Figura 2 A). O delineamento empregado foi o de blocos
ao acaso, considerando 4 blocos e 6 repeticGes de cada tratamento/enxerto dentro dos blocos,
conforme descrito por Cardinal et al. (2007a; b) (Figura suplementar 2A). Desta forma, cada
porta-enxerto apresentava 6 repeticoes de cada gendtipo considerado (Figura suplementar 2B).

As arvores foram plantadas em um espagamento de 7 m entre as linhas e 3 m entre as plantas

Respstads |
produtvidade
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(Figura suplementar 2B). Para este estudo foram selecionados apenas 3 tratamentos do
experimento, sendo 3 diferentes porta-enxertos com RRIM600 como enxerto (Tabela 1).
Condicoes selecionadas para o experimento de RNA-seq, todos 0s porta-enxertos com enxerto
de RRIM®600.

Tabela 1. Combinagdes utilizadas para o experimento de RNA-seq

Porta-enxerto Enxerto Repeticdo
IAN873 RRIM600 3
PB235 RRIM600 3
SNS RRIM600 3

Desta forma, foram coletadas amostras de 49 plantas, todas contendo o clone RRIM600
como enxerto. Em relacdo ao porta-enxerto, 24 tinham porta-enxertos provenientes de sementes
de PB235, 19 de IAN873 e 6 de SNS. Os individuos selecionados apresentaram produgdo média
de borracha seca durante 5 anos de aproximadamente de 240 g em IAN873, PB235 de 266 g
SNS menos produtivo com 165 g (Cardinal et al., 2007a). De cada planta, foram coletadas 10
amostras do caule do enxerto e 10 do porta-enxerto utilizando extratos de casco (Figura 3
suplementar) desenvolvido pelo grupo com discos de aproximadamente 2 cm de largura e

comprimento, armazenados a -80°C.
2.2. Genotipagem

Todos 0s gendtipos (enxerto e porta-enxerto) foram confirmados por meio de
marcadores microssatélites (SSR). Para isso foi utilizado um conjunto de 10 marcadores SSR
(Tabela 1 suplementar) conforme descrito por Le Guen et al. (2011) que apresentaram
polimorfismo adequado avaliados com base na heterozigosidade observada e heterozigosidade
esperada (Le Guen et al., 2011) e foi verificado se esses marcadores diferenciavam os genétipos
IAN873, PB235, RRIM600 e SNS.

A extracdo de DNA teve como base diversos protocolos de extragéo que foram testados
sem sucesso (Doyle and Doyle, 1990; Collins and Symons, 1992; Schierenbeck, 1994; De la
Cruz et al, 1995; Bandana and Ahuja, 1999; Mercado et al, 1999; Tel-Zur et al, 1999). Desta
forma, foi necessario realizar teste com diferentes concentracdes dos compostos quimicos
utilizados, dos protocolos testados, chegando a um protocolo especifico para a extragdo de
seringueira que seguiu com os discos extraidos da periderme estes foram seccionados em fatias

e colocados em tubos criogénicos de 2 mL, contendo duas esferas e uma bead discoidal,
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seguindo com adicdo de 850 uL do tampédo 20% (V/V) Tris 1M pH 8,0, 10% (V/V) EDTA
0,5M pH 8,0, 5% (m/V) Acetato de Sodio, 1% (m/V) BSA, 2,4% (m/V) PVP, 3,6% (m/V) N-
Laurilsarcosine, 3,6% (m/V) CTAB, 11,7% (V/V) 2-Mercapthoretanol. O material foi triturado
no Tisseu Lyzer, por 45 segundos a 30 Hz, com parada a cada 15 segundos, em seguida,
incubado em banho-maria durante 40 min a 56°C, realizando inverséo dos tubos em intervalos
de 10 min, e centrifugado por 5 min a 8.000 rpm, a fase aquosa foi transferida para um tubo de
1,5 mL, adicionando 250 pL do tamp&o 29,4% (m/V) Acetato de Potéssio, 11,5% (V/V) Acido
Acético e vortexada por 5 segundos, seguida de centrifugacdo de 2 min a 13.000 rpm.
Transferindo a fase aquosa para tubos de 2,0 mL, e adicionado 800 mL de cloroférmio/alcool
isoamilico (24:1) e misturando por inversdo durante 5 min, apds esse tempo, centrifugou por
10 min a 13.000 rpm recuperando, 650 pL do sobrenadante e transferindo para um novo tubo
de 1,5 mL, adicionando 455 pL de isopropanol gelado e incubar por 1 hora a -20 °C. Apds a
incubacéo, foram centrifugados por 15 min a 13.000 rpm a 4°C, descartando o sobrenadante,
com 600 pL de etanol 70% a 4°C, centrifugando a 2 min em 13.000 rpm e descartando o
sobrenadante, repetindo por mais uma vez. Em seguida, o pellet € mantido por 1 hora a
temperatura ambiente. Por fim, adicionamos 50 uL de agua MilliQ, ressuspendendo o pellet e
armazenando em -20°C.

A qualidade da extracdo foi avaliada utilizando gel de agarose concentrado a 1% TAE
1X. A amplificacdo dos locos por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi baseada no
protocolo descrito por Le Guen et al. (2011): (master mix volume de 25 pL) 2 ng de DNA,
Tampdao para PCR 1x, Cloreto de Magnésio 1,2 mM, dNTP 0,25 mM e 200uM de cada primer,
TAQ polimerase 1 U. O programa para o termociclador foi de acordo com Le Guen etal. (2011).
Os produtos da amplificagdo foram visualizados em gel de agarose 2% TBE 0,5X e
considerados apenas 0s que tivessem banda. Apds esse procedimento, os produtos da PCR
foram desnaturados por 5 minutos a 95°C. Em seguida, esses foram aplicados em um gel de

poliacrilamida de 6% corado com prata permitindo a genotipagem visual.
2.3. Sequenciamento de RNA

A avaliacéo dos perfis de expresséo de RNA foi realizada considerando as combinagdes:
IAN873xRRIM600-E  (E- enxerto), 1AN873xRRIM600-PE (PE- porta-enxerto),
PB235xRRIMG600-E, PB235xRRIM600-PE, SNSXRRIM600-E, SNSXRRIM600-PE (Figura
3). Para cada combinagdo, foram utilizadas trés réplicas biologicas dos enxertos e trés dos porta-
enxertos, totalizando 18 amostras.
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Figura 3. As combinacdes utilizadas para avaliacdo do perfil de expressdo, quadrados verdes
representados os clones RRIM600, abaixo representando os porta-enxertos, com uma divisao
representados que sdo sementes advindas de cruzamento, em amarelo IAN873, azul SNS e
Vermelho PB235.

A extracdo do RNA total seguiu protocolo de cloreto de litio com o tampdo CTAB
(Campos Mantello et al., 2019). A qualidade e quantidade do RNA extraido foi avaliada com
o NanoDrop 8000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA), e a sua
integridade foi avaliada em gel de agarose 1% com hipoclorito de s6dio 6% (Aranda et al., 2012).

Para o sequenciamento do RNA, foram construidas 18 bibliotecas Illumina ao todo
contendo as amostras dos enxertos e dos porta-enxertos. Cada uma dessas bibliotecas foi
sintetizada para conter 5 réplicas de cDNA, seguindo o protocolo TruSeq Stranded mMRNA
(MMlumina Inc., San Diego, EUA). A qualidade das bibliotecas foi avaliada usando o
equipamento TapeStation 4200 (Agilent Technologies, Santa Clara, EUA), com um chip high
sensitivity de DNA (Agilent DNA-1000). A quantificagdo das bibliotecas foi realizada com o
fluorimetro Qubit 4.0 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA). As
bibliotecas foram sequenciadas na plataforma NovaSeq 6000 (Illumina, San Diego, EUA) por
100 pb Paired-end usando o kit NovaSeq 6000 SP Reagent Kit v1.5 (lllumina, San Diego, EUA)

no Centro de Pesquisas sobre o0 Genoma Humano e Células-Tronco (CEGH-CEL).
2.4. Montagem do transcriptoma

A qualidade das sequéncias foi avaliada por meio do software FastQC v0.11.5 (Brown
et al., 2017). Os residuos de adaptadores e as leituras de baixa qualidade foram removidos
utilizando o software Trimmomatic v0.39 (Bolger et al., 2014). Em seguida, as sequéncias

filtradas foram mapeadas nos genomas de referéncia de Liu et al. (2020), Cheng et al. (2023) e
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Chao et al. (2023) utilizando o software STAR v2.7.3a (Stark et al., 2019). Desse modo a
montagem do transcriptoma para cada uma das sequéncias mapeadas nos 3 genomas de
referéncia (Liu et al., 2020; Cheng et al., 2023; Chao et al., 2023) foi feita separadamente
utilizando o software Stringtie v2.2.0 (Kovaka et al., 2019). Essas montagens obtidas em
separado foram entdo combinadas e tiveram as redundancias removidas por meio do software
CD-HIT v4.8.1 (Bioinformatic, 2009). Utilizamos o software BUSCO v5.6.1 (Mose et al.,
2021) para avaliar a qualidade do transcriptoma. Por fim, o software Salmon v1.9 (Patro et al.,
2017) foi utilizado para estimar a expressao dos transcritos de alta qualidade e a anotacao
funcional foi feita utilizando o software Trinotate v3.2.2 (Bryant et al., 2017) em conjunto com
0 BLASTX e BLASTP v2.15.0 (Guigo et al., 2000). Foram utilizados os bancos de dados
UniProtKB/Swiss-Prot v2023_05 (Coudert et al., 2023), Pfam (Mistry et al., 2021), kyoto
encyclopedia of genes and genomes (KEGG) (Kanehisa & Goto, 2000) e Gene Ontology (GO)
(Ashburner et al., 2000).

2.5. Anélise de Expressao Diferencial

Para andlise de expressdo diferencial, apenas genes com Transcripts Per Kilobase
Million (TPM) > 0,5 foram mantidos, sendo zerado os genes com TPM < 0,5. Em seguida, 0s
genes que apresentaram um perfil de expressao com mais da metade das amostras zeradas foram
completamente zerados em todas as amostras. Depois, foram selecionados apenas 0s genes que
apresentaram uma quantidade de counts per million (CPM) acima de um milhdo (CPM > 1) em
pelo menos 3 amostras, realizado com a fungdo cpm do pacote edgeR (Robinson et al., 2010).
Assim, foram realizadas 7 combinacgdes para a analise de DEG (Tabela 2; Figura 3): IAN873-
EXSNS-E, IAN873-PEXSNS-PE, PB235-ExXSNS-E e PB235-PEXSNS-PE, essas combinac6es
visam obter DEGs relacionando a resposta nas diferentes combinagdes de maior producao de
borracha em contraste com a de menor producgédo. Além disso, foram realizadas as seguintes
analises: PB235-PEXE, IAN873-PEXE, SNS-PEXE, essas combinacOes estdo associadas a
DEGs envolvidas nas respostas da planta em fungdo da enxertia, portanto nesse caso foi
avaliada a influéncia do porta-enxerto sobre a expressdo génica do enxerto. Para identificacdo
dos DEGs empregou-se o software DESeq (Love et al., 2014) no R (R Core Team 2023) com
taxa de falso positivo (FDR) < 0,05 e log2 folgchang (FC) > 1,5. Os termos GOs associados as
DEGs foram enriquecidos para vias metabolicas utilizando-se o topGO (Alexa & Rahnenfuhrer,
2023) com um p-valor (Fisher) <0.05 no R. A visualizagdo dos GOs foi feita com o ggplot2
(Wickham, 2016) e Upset e heatmap do ComplexHeatmap (Gu et al., 2016) usando o R (R Core
Team 2023).
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Tabela 2. Combinagdes utilizadas para analise de expressdo diferencial

Comparacdes Sigla
IAN873xRRIM600-E vs SNSXRRIM600-E IAN873-ExSNS-E
IAN873xRRIM600-PE VS SNSXRRIM600-PE IAN873-PEXSNS-PE
PB235xRRIM600-E vs SNSXRRIM600-E PB235-EXSNS-E
PB235xRRIM600-PE vs SNSXRRIM600-PE PB235-PEXSNS-PE
PB235xRRIM600-E vs PB235xRRIM600-PE PB235-ExPE
IAN873XRRIM600-E vs IAN873xRRIM600-PE IANS73-EXPE
SNSXRRIM600-E vs SNSXRRIM600-PE SNS-EXPE

E = Enxerto (RRIM600), PE = Porta-enxerto (IAN873, PB235 e SNS)

3. RESULTADOS

3.1. Genotipagem

A genotipagem foi realizada usando 10 marcadores SSR (Tabela 1 suplementar) que
foram eficientes para confirmar a origem genética dos gendtipos coletados, com isso foi
possivel identificar 18 amostras com gendétipos correspondente ao perfil genético esperado,
tanto no enxerto como clone (RRIM600) e no porta-enxerto sendo um parental esperado das
combinacbes (IAN873, PB235 e SNS). As amostras confirmadas foram usadas para a
construcdo das bibliotecas de RNA-seq.

3.2. Transcriptoma

O sequenciamento resultou um total de aproximadamente 552 milhdes de reads, com
valores de 7,77 milhdes a 92,9 milhdes e a média de reads por amostra de 30 milhdes. Apos a
filtragem de qualidade, foram obtidas aproximadamente 481 milhdes de reads (89,71%). As
quais foram alinhadas aos genomas de Liu et al. (2020), Cheng et al. (2023) e Chao et al. (2023)
(Tabela 3). E possivel observar na Tabela 3 uma alta taxa de alinhamento de 87% em todos 0s
genomas de referéncias. Ap6s a remocdo dos genes redundantes foi obtido um total de
aproximadamente 83 mil (33,7%) genes Unicos. Dentre esses genes, foram zerados apenas
aqueles que apresentavam uma expressao minima (TPM < 0,5) e zerado 0s que estavam com
zero em mais da metade das amostras, obtendo um total de 61.306 genes, dos quais foram
mantidos 46.688 genes que apresentaram CPM > 1, utilizados para anotacdo funcional e
identificacdo de DEGs. Esses 46.688 foram identificados em proporcdes diferentes em cada um
dos genomas utilizando, sendo, portanto, identificados 17.177 (37%) no genoma de Chao et al.
(2023), 17.893 (38%) identificados no genoma de Cheng et al. (2023) e finalmente 11.618
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(25%) identificados no genoma de Liu et al. (2021). O padrdo de dispersdo dessas amostras
pode ser observado na Figura suplementar 1.
Tabela 3. Resultados do sequenciamento e mapeamento das reads obtidas, com o total de reads

filtradas e mapeadas de cada réplica, trés réplicas do enxerto e trés do porta-enxerto de cada

combinacéo.
Amostras Numero de Reads Reads Reads Reads Total de
reads Filtradas Mapeadas Liu et Mapeadas Cheng et Mapeadas Chao reads nao
al. (2020) al. (2023) et al. (2023) mapeada
(%)
IAN873-E 25.301.006 22.394.494 10.315.789 10.435.608 10.297.242 6,80%
IAN873-PE  20.159.456 18.179.730 8.455.194 8.560.722 8.437.415 5,82%
IAN873-E 40.526.254 36.280.272 17.437.093 17.579.131 17.396.501 3,09%
IAN873-PE  37.196.464 33.570.922 15.294.620 15.391.266 15.251.136 8,31%
IAN873-E  40.698.456 35.231.550 14.914.341 15.006.901 14.878.076 14,81%
IAN873-PE  48.973.086 44.353.214 18.435.155 18.662.676 18.365.286 15,85%
PB235-E 20.966.548 19.458.094 9.297.651 9.330.913 9.277.945 4,09%
PB235-PE  16.670.938 14.305.316 6.609.195 6.646.678 6.588.590 7,07%
PB235-E 43.011.994 37.850.028 17.213.642 17.397.586 17.195.742 8,07%
PB235-PE 52.002.634 46.470.304 21.041.711 21.186.603 21.002.698 8,82%
PB235-E 40.111.218 35.916.098 17.290.588 17.503.635 17.268.621 2,53%
PB235-PE 33.610.704 31.144.182 14.281.231 14.425.604 14.248.419 7,36%
SNS-E 8.457.236 7.468.434 3.195.608 3.219.502 3.187.791 13,78%
SNS-PE 17.300.724 15.078.664 7.118.493 7.204.697 7.106.292 4,44%
SNS-E 18.678.760 16.159.844 7.609.880 7.688.880 7.599.723 3,06%
SNS-PE 28.729.532 25.901.352 12.325.942 12.455.334 12.308.561 3,09%
SNS-E 11.540.530 10.508.608 5.092.583 5.194.659 5.102.432 6,80%
SNS-PE 37.691.624 31.485.464 14.996.968 15.256.404 14.982.252 5,82%
Total 541.627.164 481.756.570 220.925.684 223.146.799 220.494.722

E = Enxerto (RRIM600), PE = Porta-enxerto (IAN973, PB253 e SNS)
A qualidade do transcriptoma avaliada pelo BUSCO mostrou que 95,5% de genes

ortdlogos estavam completos, indicando uma alta completude. Além disso, foi observado que
1,6% estavam fragmentados, enquanto 2,9% estavam ausentes. Adicionalmente, 0s genes
apresentaram um tamanho N50 de 2130 pb e um L50 de 22368 pb, indicando boa qualidade da
montagem do transcriptoma.

Com base na anotacdo génica, obtivemos uma taxa de correspondéncia de 81% no
Swiss-Prot (37.838), seguido por Pfam com 74,4% (37.754) e KEGG com 22,6% (10.567). Em
relacdo a vias de sintese de borracha na via MEP foram anotados 73 genes e a via MVA 105

genes.
3.3. Analise de Expressao Diferencial

Neste estudo, foram conduzidas analises de expressao diferencial envolvendo um total

de sete combinacdes (Tabela 4). Em relacdo a comparacdo entre IAN873-ExXSNS-E obtivemos
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um total de 1319 DEGs para o IAN873xSNS/PE obtivemos uma quantidade de 3569. Para
PB235-ExSNS-E foram identificadas 770 e no PB235xSNS/PE com 7981. Além disso, foi
realizada comparacao entre enxerto e porta-enxerto de cada tratamentos, para encontrar as
DEGs especifica de cada combinacdo, desta maneira encontrou um total de 9678 DEGs para
IAN873-ExPE, 3708 para PB235-ExPE, e 5093 para SNS-PE x E, e quantidades de termos GOs
associados a essas DEGs (Tabela 4).

Tabela 4. Anélise da expressao diferencial e GO das DEGs

Sigla DEGs up Down GOBP GO MF GO CC
IAN873-ExSNS-E 1319 441 878 77 44 19
IAN873-PEXSNS-PE 3569 2175 1394 93 53 16
PB235-ExSNS-E 770 292 478 69 33 17
PB235-PEXSNS-PE 7981 4457 3524 142 71 37
PB235-PEXE 3708 1866 1842 76 47 13
IAN873-PEXE 9678 5424 4254 101 57 30
SNS-PEXE 5093 2678 2415 171 76 26

E = Enxerto (RRIM600), PE = Porta-enxerto (IAN873, PB235 e SNS), BP=Processo bioldgico, MF=Funcéo
molecular, CC = Componente celular

Além disso, foram selecionados os genes com intersec¢do das diferentes combinacdes
(Figura 4 A), as quais apresentam diferencas na producdo de borracha natural. Nas intersec¢oes
entre IAN873-E vs SNS-E int PB235-E vs SNS-E resultou em 74 DEGs, IAN873-E vs SNS-E
int IAN873-E vs PE totalizaram 72 DEGs, PB235-E vs SNS-E int PB235-E vs PE 47 e IAN873-
E vs PE int PB235-E vs PE um total de 66 DEGs (Tabela suplementar 1). Foram identificados
diferentes GOs associados a processos biolégicos importantes como: proteina ubiquitina
(G0:0016567), proteina mediadora de sinalizacdo para actcares (GO:0010182) e transportador
de proteina (GO:0015031) (Figura 4 B).



23

transcription cis-regulatory region bind

3-beta-hydroxy-deltaS-steroid dehydrogen

protein serine/threanine/tyrosine kinase: B

DNA-directed 5-3' RNA polymerase activi...

RNA polymerase Il transcription regulato.

cysteine-type deubigquitinase activity

RNA-directed DNA polymerase activity

zinc ion binding

helicase activity

DNA binding

ATP hydrolysis activity

protein serine kinase activity

protein dimerization activity

ADP binding

protein serine/threonine kinase activity

) RNA polymerase |l cis-regulatory region ..
NAD(P)* nucleosidase activit

J"'E'EECI"?"S . NADY nuclectidase, cycic. ADP-ribose gen

= &8 8 8 8 ® ™ DNA-binding transcription factor activit

ubiquitin-protein transferase activity
- I chiomain binding T
ATP-dependent chromatin remodeler activi. -
‘ ATP binding
lateral root morphogenesis
positive regulation of growth classicFisher
long-day photoperiodism
vegetative to reproductive phase transit.. 0.04

vacuole organization 003
recognition of pollen 0.02

az1s

0 00ST 0005 OOGL

EFEERENT ]
3dsrasns (I
>
Qeeee
oo

3dsr3cezad
3 SNS sh 28Ny Il
IsNssreszad B

o

|
!

|
i

reproductive process 001

DNA intagration

regulation of cellular process Annoctated

homaol

e Ty @ 290

double-strand break repair via homologou... () 5000

regulation of developmental growth

. . - 3 response to red light @ 70
4 auxin transport . 10000

polar nucleus fusion
-—e . response to blue light

response to endoplasmic reticulum stress  Intersect
positive regulation of gene expression IANET3-E ve SNS int IANST3-Ew=FE
anthocyanin-containing compound metaboli...  [ANS73.E vsPE int PB235-E vs PE
positive rEIgu‘lsnD:ooI[ p.‘r::lglammed celld... PB235.E ve SNS-E int PB233-E ve PE
response to far red ligl iy o . p -
P detection of light stimulus 143875 E e SNSE int PB235.E ve SNS.E
. % o flower development
autophagosome organization
protein ubiquitination
positive regulation of transcription by ..
regulation of leaf development
regulation of defense response 1o bacter. .
regulation of shoot system development
phosphorylation
defense response to other arganism

!
i
eefe@ecoe

I

lateral root formation
protein transport
photoperiodism
autophagy

Figura 4. Analise das DEGs identificadas nas interseccfes com seus genes enriquecidos. (A) Upset
mostrando quantos DEGs cada interagdo resultou em verde (IAN873-E vs SNS-E int IAN873-E vs PE),
amarelo (IAN873-E vs PE int PB235-E vs PE), azul claro (PB235-E vs SNS-E int PB235-E vs PE) e
azul escuro (IAN873-E vs SNS-E int PB235-E vs SNS-E) as intersec6es enriquecidas. (B) Dotplot com
0s GOs enriquecidos processo bioldgico (BP)-vermelho, funcdo molecular (MF)-azul, tamanho do
circulo indica a quantidade de genes, a cor classificacdo do teste de Fisher p-valor <0.05. E = Enxerto
(RRIM600), PE = Porta-enxerto (IAN873, PB235 e SNS).

3.4. Biossintese de Borracha Natural

Nas vias metabdlicas envolvidas na sintese da borracha natural, especificamente nas
vias MVA e MEP, foram encontrados genes com diferentes padrdes de expressdao nas
combinagOes estudadas (Figura 5). Em relagdo a combinacédo entre 1AN873 (E e PE), foi
identificado um padréo de expressdao homogéneo em comparagdo com as outras condicOes de
enxertia, com destaque para os genes rubber elongation factor (REF), small rubber particle
protein (SRPP), rubber cis-prenyltransferase (HRT). Em contraste PB235 (E e PE) apresentou
uma variacdo mais expressiva em relacdo a IAN873 (Figura 5), enquanto o SNS (E e PE)
mostrou um padrdo mais heterogéneo entre enxerto e 0s porta-enxertos nos genes da via MVA
(Figura 5 A). Além disso, o difosfato de isopentenila (ID1) foi encontrado como upregulated
em PB235-PE x E e downregulated em IAN873-PE x E mostrando a existéncia de uma variagdo
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na via MVA dependendo do porta-enxerto escolhido. Outro gene importante € o squalene
synthase (SQS) que esta upregulated exclusivamente em SNS-PE x E, um dos precursores no
processo de formacdo de esteroides, podendo atuar na resposta oxidativa. Em relagdo a via
MEP, o tratamento IAN873 (E e PE) (Figura 5 A) e PB235 (E e PE), observamos um padréo
de expresséo semelhante em genes como 4-hydroxy-3-methylbut-2-en-1 (ISPG), 2-c-methyl-d-
erythritol 4-phosphate (ISPD) e Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (G3PC2) quando
comparados a SNS (E e PE) apresenta uma maior variacdo (Figura 5 B), além disso, na condi¢éo

SNS-PE x E, e 0 gene importante como o ISPD estar downregulated.

AT

B

type

AACT DXR [
——— —
A;;:::; — — — m= pxs [ — type
i e p— — y
— DXS1 = IANS73E
BHO14 = i B N
—— —_— — TANS73-PE
FPPS — == G3PC -. —
FPS — — - B pe23sk
HMCS : — PB235PE
— == G3PC2 — . | PB23s.
HMDH _— -
e — == Garp2 — —— SNS-E
HMGC GGPPS — B sns-PE
HMGCL [ — ____ — — W= ISPD L —
e — s — —
—_ ISPE -
HRT — B IsPF - Z-score
. | 1sPG B — I4
—
D1 — pPsY —— 2
KIME — = 0
MVD — |
PMK — — — -2
— — — -
— — -
— S—— SPS3 — 4
- — S— —
e — = =
sas } ] — —
SRP — —_— —
Ju— |
SRPP —
- S —
Y1754 — —

Figura 4. Perfil de expressdo de genes envolvidos na via de biossintese de Terpendides. (A) MVA
(mevalonate) via de sintese de borracha e esteroides: (Symbol) e informacdo: Acetil-CoA carboxilase
(ACC), Hidroximetilglutaril-CoA sintase (HMGS), 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima (HMDH),
Fosfomevalonato quinase peroxissomal (PMK), Difosfomevalonato descarboxilase (MVD), Esqualeno
sintase (SQS), Farnesil pirofosfato sintase (FPPS), Cis-polipreniltransferase de borracha hrt2 (HRT),
Proteina do fator de alongamento da borracha (REF), Difosfato de isopentenila (IPPI/IDI), Proteina
pequena de particula de borracha (SRPP), Acetiltransferase at1g77540 (Y1754), Proteina relacionada
ao estresse (SRP), Fator de transcri¢do bhih14 (BH014). (B) MEP (2-C-methyl-D-erythritol-4-phosphat)
via de sinteses de carotenoides, (Symbol) e informacdo: 1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato sintase
cloropléstica (DXS), Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (G3PC), Geranilgeranil pirofosfato sintase
(GGPPS), 2-C-metil-D-eritritol4-fosfato citidililtransferase (ISPD), 4-difosfocitidil-2-C-metil-D-
eritritol (ISPE), 2-C-metil-D-eritritol2,4-ciclodifosfato (ISPF), 4-hidroxi-3-metilbut-2-en-1-il difosfato
(ISPG), Fitoeno sintase (PSY). E = Enxerto (RRIM600), PE = Porta-enxerto (IAN873, PB253 e SNS)).
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4. DISCUSSAO

Para este trabalho foi realizada a genotipagem de todas as amostras de H. brasilienesis
utilizadas para obtermos um transcriptoma mais preciso. Nesse sentido, foi identificado um
conjunto de marcadores acurados para a identificacdo dos gendtipos de seringueira amplamente
plantados no Brasil (IAN873, PB235 e RRIM600) com alta producdo de borracha natural
(Cardinal et al., 2007a; b; Chow et al., 2012), e gendétipos ndo melhorados (SNS). Essa etapa
foi de extrema importancia, visto que a contaminagdo em uma populacédo estabelecida em 1989
(Cardinal et al., 2007a; b) é bastante frequente, o que ndo tira 0 mérito do experimento.

A montagem do transcriptoma foi feita utilizando os Unicos genomas de referéncias
disponiveis para a espécie a nivel de cromossomo (Liu et al. 2020; Chao et al. 2023; Cheng et
al. 2023). A quantidade de genes identificados em cada referéncia foi de 17.177 (Chao et al.,
2023), 17.893 (Cheng et al., 2023) e 11.618 (Liu et al., 2020), em conjunto possibilitou a
obtencdo de um transcriptoma com 95,5% de genes completos essa quantidade de genes estdo
de acordo com que ja foi encontrado em outros trabalhos de transcriptoma para seringueira
(Mantello et al., 2014; Campos Mantello et al., 2019; Long et al., 2021; Mao et al., 2023).

Observamos a partir dos genes identificados que os clones de cada combinacao se
agruparam conforme o esperado, com porta-enxertos de SNS formando um grupo distintos dos
demais porta-enxertos. No entanto, também é possivel observar uma variacdo nos clones,
possivelmente causada pelos efeitos do ambiente e a enxertia, resultados semelhantes também
foram observados em outras espécies arbdreas como Citros spp (He et al., 2021), além disso,
observa-se uma varia¢do na expressao génicas dos clones devido a enxertia. Um estudo mostrou
qgue a metilacdo DNA, influenciada pelo ambiente, pode causar alteraces na expressao de
seringueira (Uthup et al., 2018). Esse efeito pode influenciar significativamente a expressao
naquele momento, afetando assim as interacdes moleculares (Yakovlev et al., 2011; Shang et
al., 2022; He et al., 2023). Desta forma, o efeito do ambiente e a troca genética na enxertia pode
ser uma possivel causa da dispersdo das amostras encontradas neste trabalho.

A comparacdo entre as plantas mais produtivas, enxertadas com IAN873 e PB235, em
relacdo as plantas menos produtivas, enxertadas com SNS (Cardinal et al., 2007a; b), podem
proporcionar uma compreensdo aprofundada dos processos metabélicos envolvidos na enxertia.
Nossos resultados mostram a influéncia dessas interagdes na expressao de genes envolvidos na
producdo de borracha natural nos gendtipos (enxerto e porta-enxerto). Adicionalmente, a
analise entre os contrastes IAN873-PE x E, PB235-PE x E e SNS-PE x E revelou genes

especificos entre 0s grupos que sdo afetados pela enxertia como os genes REF, EIL e PPO, ja
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relatado na literatura (Chow et al., 2012; Wadeesirisak et al., 2017; Amri et al., 2021; Zhong et
al., 2022). A estratégia aqui adotada de investigar as interseccdes entre grupos contrastantes, ja
se mostrou eficaz em diferentes espécies vegetais, se mostrando fundamental para identificagcdo
de genes envolvidos com a producéo borracha (Prabpree et al., 2018; Amri et al., 2021; Zhong
etal., 2022).

Desta maneira, os resultados da anélise de DEGs mostram uma varia¢do na expressao
dos genes em cada combinacéo relacionada a producéo de borracha como IDI e ao metabolismo
essencial, como o de polifendis. Essas observacgdes ja foram relatadas por Xin et al. (2021), que
mostrou a existéncia de estratégias diferentes para a producdo de borracha entre diferentes
genotipos de seringueira como Reyan7-33-97 apresentado maiores particulas de borracha que
RRIMG600, isso pode ocorrer por pequenos ajustes na expressao de vias de catalise do IPP. Aqui
nossos resultados mostram um padrdo de variacdo semelhante entre os genotipos RRIM600
enxertado em 1AN873 e PB235, que apresentam alta producéo, tal expressdo se apresenta
diferente em clones de RRIM600 enxertados em SNS, de menor produgao.

Na combinacdo entre SNS-PE x E foi identificado como DEGs genes envolvidos com
a biossintese de fenilpropandides (GO:0009699). Essa via € encontrada em outros trabalhos
com relagdo direta com a enxertia e com forte influéncia na interagdo do porta-enxerto com
enxerto podendo resultar em estresse, em decorréncia da interacdo do enxerto com o porta-
enxerto (Prabpree et al., 2018; Amri et al., 2021; Zhong et al., 2022; Hou et al., 2023). A via
metabolica do fenilpropandide estar envolvida a estresse, nessa via encontra-se fenilalanina
amonia-liase (PAL) e polifenol oxidase (PPO), duas enzimas atuantes na interacdo da enxertia
(Prabpree et al., 2018; Amri et al., 2021; Habibi et al., 2022). A enzima PAL apresenta maior
expressdo em seringueiras em estagios iniciais da enxertia associada a uma menor
compatibilidade, porém essa expressdo diminui com passar do tempo tornando-se inalterada
(Prabpree et al., 2018). Esses relatos estdo de acordo com 0s nossos resultados que ndo foi
identificado qualquer variacao nas plantas menos produtivas (SNS) e nas mais produtivas como
IAN873 e PB235, relacionado a PAL. Em relagédo a enzima PPO, conhecida por estar associada
com estresse oxidativo em plantas enxertadas, por inducdo de espécies oxidativas (ROS) e
devido oxidar compostos fenolicos (Amri et al. 2021; Habibi et al., 2022), se mostra como
upregulated em SNS, a combinagdo menos produtiva (Figura 6). O envolvimento desta enzima
esta relacionado ao estresse devido a enxertia, ocorrendo pela interacdo do porta-enxerto com
0 enxerto, essa relacédo ja foi descrita na literatura em diferentes espécies, além de induzida por
estresse abidtico, em plantas sob estresse bidtico (enxertia) (Zhang & Sun, 2021; Amri et al.

2021; Habibi et al., 2022), desta maneira, SNS pode estar com maior nivel de estresse que as
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demais condic¢des. Em péssego (Prunus persica), Amri et al. (2021) mostram que essa enzima
esta diretamente envolvida com estresse resultante da enxertia, provocando danos celulares por
oxidar os compostos fenolicos e aumentando o nivel de compostos toxicos no citoplasma. Além
disso, esta envolvida com a morte celular programada por promover estresse oxidativo, gerado
pela resposta a interacdo da enxertia (Amri et al., 2021; Hou et al., 2023). Neste sentido, em
SNS-PE x E, também foram encontrados genes associados com a morte celular programada
(GO:0012501) que estao ligada ao estresse oxidativo, podendo ser um indicio para menor
producdo de borracha em SNS em comparacao aos outros porta-enxertos, devido a planta ter
que produzir compostos que reduz os danos oxidativos, como esteroides. Por conta dessas
relacdes, as plantas enxertadas em porta-enxertos SNS, estdo mais propicias a sofrerem estresse

biotico e abidtico, o que pode acarretar uma diminuicao da producdo de borracha natural.
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Figura 6. Condicéo com porta-enxerto em SNS, circulo em vermelho genes upregulated, SQS
precursor de esteroides e PPO leva a oxidacdo de polifendis induzindo ROS, via MVA
citoplasma e no plastidio via MEP, seta representa menor producao de borracha em relacdo a
PB235 e IAN873.

Quando analisadas as DEGs obtidas nas intersec¢des, podemos obter um padrao de
genes comuns diretamente ou indiretamente envolvido na maior producdo de borracha. Nos
clones de IAN873-E x SNS-E e PB235-E x SNS-E enxertados, foi possivel identificar genes
relacionados a fosforilacdo de lipidios (GO:0046834), que podem atuar no processo de
estruturacdo da borracha natural possibilitando uma melhor formacao, ligada principalmente
aos componentes REF e SRPP, principais componentes na producdo da borracha (Wadeesirisak

et al., 2017). Outro achado importante foi os genes envolvidos com a via de sinalizacdo de
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acucar (G0:0010182), que tem importante funcdo de promover mais ATP (Adenosina
trifosfato) para via de sinteses de borracha (Tang et al., 2010). Em conjunto com o etileno, esses
genes tém a funcdo de sinalizacdo do transportador, que acelera a via glicolitica, devido
principalmente pelas proteinas das familias génicas AP2/ERF (Tang et al., 2010; Piyatrakul et
al., 2014). E notoria a importancia do horménio etileno em diversos processos bioldgicos como
0 metabolismo energético, pressdo de turgescéncia, pH e modificagdes pds-traducionais em
seringueira (Tang et al., 2016). Identificamos genes envolvidos com esse hormdnio, como o
ethylene insensitive 3 (EIL3) que sdo observados como upregulated exclusivamente em PB235-
PE x SNS-PE e PB235-PE x E. A sua funcédo ainda ndo é clara, mas pode estar envolvido com
a resposta especifica de PB235 por produzir mais carotendides que os outros genétipos (Chow
etal., 2012).

A proteina ubiquitina (GO:0016567) que foi encontrado em IAN873 vs SNS e PB235
vs SNS enxerto, também foi encontrada com alta expressdo no latex no trabalho de Long et al.
(2021), demonstrando que possui uma forte influéncia na regulacdo dos lactiferos,
desenvolvendo um papel importante na sintese da borracha natural, no entanto ainda ha pouco
conhecimento a respeito dessa proteina na sintese desse composto (Long et al., 2021), tais genes
podem ser um padrdo comum da influéncia do porta-enxertos mais produtivos, além de existir
pequenas alteragdes intrinsecas de cada gendtipos que pode estar impulsionando a via de sintese
da borracha.

Nossos resultados demonstram a existéncia de perfis de expressao diferentes entres 0s
clones RRIM600, devido a influéncia dos porta-enxerto, outros estudos também encontraram
padrBes de expressao diferente entre clones de genotipos diferentes (Chow et al., 2012; Campos
Mantello et al., 2019; Xin et al., 2021). O estudo realizado por Chow et al., (2012) descobriu
que o particionamento do IPP ocorre de duas maneiras, em PB235 existe particdo de IPP entre
a biossintese de carotenoides e as particulas de Frey-Wyssling e a sintese de cis-poliisopreno
nas particulas de borracha do citosol. Em RRIM600, que ndo produz tanto carotenoides, a via
MEP ¢é um fornecedor alternativo de IPP para a sintese de cis-poliisopreno nas particulas de
borracha do citosol. Essa caracteristica € fundamental para mostrar a influéncia do porta-
enxerto na sintese da borracha, neste sentido, foi encontrado aqui uma variacdo na via MVA
relacionado ao IDI que estar upregulated em PB235-PE x E, e downregulated em IAN873-PE
x E podendo implicar que em PB235-PE x E esteja catalisando a isomerizacdo de IPP em
DMAPP, depois condensado em GPP, FPP e GGPP (Figura 6), no entanto essa composi¢do
pode acarretar na via para formacao de esterdides ou particionamento do IPP em PB235 para
via MEP (Long et al., 2021; Chow et al., 2012), diferentes das outras combinacdes, em SNS-
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PE x E apresentou genes upregulated de SQS, este é precursor para formacgdo de esteroides
(Chow et al., 2012; Long et al., 2021) (Figura 5) que desempenha papel importante em estresse
e resposta oxidativa (Vriet et al., 2012) podendo levar a reducdo na producéo de borracha em
SNS e na via MEP o ISPD que estar downregulated, possivelmente pela menor formacéo de
carotendides. Desta forma, essas variacOes ja sdo observadas em diversos genétipos de
seringueira com alta producéo de borracha (Chow et al., 2012; Xin et al., 2021), também foram
encontrado por Mantello et al. (2011), os clones PR255 e GT1 apresentam distintas expressdes
que podem afetar a producéo de borracha, com o clone PR255 apresentando alta expressdo da
enzima de anidrase carbbnica que facilita a difusdo de didxido de carbono, diferentemente o
clone GT1 exibe alta expressao de genes relacionados a lignina e a sintese de flavonoides, essas
descobertas corroborando com as varia¢fes observadas neste estudo, onde os clones enxertados
em SNS demonstraram alta expressdo de genes relacionados ao estresse bidtico e abidtico,
enquanto PB235 uma variagéo nas vias MVA e MEP, podendo ser devido o particionamento
do IPP, diferente de IAN873 (Figura 7). No entanto, esta foi a primeira vez que se observou
variacdo no clone enxertado a nivel de transcriptoma, influenciado pelos porta-enxertos. Essas
variacdes podem ocorrer devido as combinac6es de enxertia, que influenciam a expressao de
genes, isso por sua vez, afeta as vias metabdlicas dos clones enxertados e consequentemente o

rendimento na producéo de borracha.
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Figura 7. Condigdo com porta-enxertos em PB235 e IAN873, circulo em vermelho sdo genes
upregulated em PB235 e downregulated em IAN873, via MVA citoplasma e no plastidio via

MEP, seta representa maior producao de borracha em relagcdo a SNS.
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CONCLUSAO

A identificacdo do perfil transcricional de genes associados a processos bioldgicos e
vias metabolicas, em combinac6es de enxerto RRIM600 com porta-enxertos IAN873, PB235 e
SNS ¢é fundamental para entendimento da enxertia na espécie, sendo este o primeiro
transcriptoma montado para o porta-enxerto em H. brasiliensis. Observamos uma variacdo na
expressdo de genes nas vias metabdlicas envolvidas na sintese de borracha natural,
especificamente nas vias MVA e MEP. Adicionalmente, constatou-se que os padrdes de
expressdo podem estar sendo influenciados por uma reacdo a enxertia dependendo do genoétipo,
0 que pode impactar a sintese de borracha.

Na condicdo com porta-enxerto SNS, foi possivel identificar genes relacionado a
biossintese de fenilpropandides, que em conjunto com o PPO que esta upregulated, pode indicar
que diferentes combinacGes de enxerto podem levar a formacdo e acimulo de compostos
toxicos para a célula, resultando em um aumento de compostos oxidativos e danos celulares
que afetam a producéo de borracha. Esses achados sugerem que o PPO pode estar relacionada
a interacdo na enxertia, provocando estresses e possivelmente reduzindo a producéo de borracha
em SNS-PE x E.

Além disso, foram encontradas variacdes relacionadas a via de sintese de borracha nos
porta-enxertos mais produtivos, PB235 e IAN873. Os enxertos de PB235 apresentaram genes
upregulated relacionados a sintese de etileno, como o especifico EIL, além do IDI na via MVA,
diferente do IAN873. Isso mostra que ha variacdo do clone (enxerto) depende do porta-enxerto
empregado, portanto, cada combinacdo de enxertia pode resultar em uma estratégia de

biossintese de borracha diferente.
PERSPECTIVA

A identificacdo de 10 marcadores microssatélite eficientes para identificar os genétipos
IAN873, PB235 e RRIM600, pode contribuir para a heveicultura e para melhoramento, devido
a possibilidade da confirmacao dos genotipos pelos produtores ou empregados no programa de
melhoramento.

A montagem do transcriptoma usando os trés genomas de referéncias foi uma estratégia
importante para obter boa quantidade de genes, essa estratégia pode ser empregada em trabalhos
futuros para a seringueira, que apresenta um genoma complexo, devido a alta taxa de repeticoes

e elementos de transposons.
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Os resultados deste estudo fornecem uma visdo valiosa sobre a influéncia das
combinagbes da enxertia na expressdo génica envolvida na producdo de borracha em
seringueiras. Esses achados podem ter implicac6es significativas para a otimizacao da producgéo
de borracha natural, sendo necessario ser levado em conta as possiveis interacdes entre enxerto
com porta-enxerto que serdo empregados.

Acreditamos que futuros estudos, sdo necessarios para a melhor compreensdo das
interacdes da enxertia de seringueira em diferentes fases do desenvolvimento da planta.

Também acreditamos que este trabalho mostra a nivel molecular, a importancia dos
porta-enxertos para o desenvolvimento do clone (copa), e a sua influéncia na produgéo de latex.
Vislumbramos que tais achados possam contribuir para os programas de melhoramento
genético de seringueira, principalmente no que diz respeito a importancia dada ao porta-

enxertos.
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Figura suplementar 1. Andlise da dispersdo das amostras. A Analise do componente principal
(PC1 e PC2). B Analise de agrupamento hierarquico. E = Enxerto (RRIM600), PE = Porta-
enxerto (IAN973, PB253 e SNS)
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Figura suplementar 2. Esquema do delineamento experimental em blocos ao acaso, 4 blocos
A. Bloco 1 do delineamento experimental divididos em parcelas, B. Parcelas com 6 tratamentos
com subparcelas com 20 plantas e 6 plantas a repeticdo de um tratamento, as demais plantas
séo bordaduras.
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Tabela suplementar 1. Loco corresponde ao nome do Loco; Acesso corresponde ao accession
number no banco de dados EMBL; Primer Senso e antisenso; Repeti¢do corresponde ao motif
repetido em tandem; Faixa de tamanho do alelo. Tabela adaptada de Le Guen, V et al (2011).

Loco Acesso Primer Senso Primer Antisenso Repeticao Faixa de
tamanho
do alelo

TASs2746 AY486902 GCCACTCAATTTCTCTTC AGTAAAATCAATGTCACAGG (GTM)15 159-193

A2412 AY486699 TCCATGAGCAACTCTTC GTCTTCTACATTCTCTACTGACT | (GA)17 281-297

A2405 AY486696 AAGTTGATGTTAGGAGGAA GAACTACGTCTGCATTGA (GA)21 147-173

A2483 AY486729 TACATAAATCCAGCCCA ACTCATCTATTTTGTCTACCC (CMn21 182-210

A2298 AY486676 TACCTCTGCTAAAATACCC TACAAAGAGGAGAGCGA (CT)15 255-271

A2398 AY486694 GGACTATTTCTTGGATGG GTGGATAGCAAGTGAGGT (CT)22 188-218

a297 AY486576 CGAGCACTGGAAAAAGATAG TGAAAAGAAAGTTATGGATTGG | (GA)16 187-215

A A

A2723 AY486835 GCAATAAATGAGTGAGCA AGAAACGGATAGTGGAAA (CT)15 269-279

T2091 AY486907 GAAAAGCCAAGCAAAA CAGCGGTAACAAAGATG (CA)9 277-315

A2413 AY486681 ATCCAAACCTGCTCATAC GACCCCTATCCAAAAGA (GA)17 287-311

Tabela suplementar 1. Gos relacionados as intersec¢des
GO.ID Term A Fisher Class interseccdes GeneList_2
G0:0006914  autophagy 272 1 BP IAN873 vs SNS int PB235 vs SNS catas_MSTRG.10304.2,catas
_MSTRG.10304.3
G0:0070413 trehalose metabolism in response to 33 36 BP IAN873 vs SNS int PB235 vs SNS catas_ MSTRG.18764.2,catas
stre... _MSTRG.18764.4
G0:1900186 negative regulation of clathrin- 11 45 BP IAN873 vs SNS int PB235 vs SNS catas_MSTRG.2510.1,catas_
dependen... MSTRG.29017.2
G0:0010964 regulation of regulatory ncRNA- 11 45 BP IAN873 vs SNS int PB235 vs SNS catas_ MSTRG.9016.11,catas
mediated ... _MSTRG.9016.5
G0:0005992 trehalose biosynthetic process 38 54 BP IAN873 vs SNS int PB235 vs SNS catas_ MSTRG.18764.2,catas
_MSTRG.18764.4
G0:0009772 photosynthetic electron transport in 12 54 BP IAN873 vs SNS int PB235 vs SNS catas_MSTRG.12231.1,catas
pho... _MSTRG.22789.3
G0:2000601 positive regulation of Arp2/3 12 54 BP IAN873 vs SNS int PB235 vs SNS catas_ MSTRG.11273.4,catas
complex-me... _MSTRG.3958.3
G0:0002143 tRNA wobble position uridine 12 54 BP IAN873 vs SNS int PB235 vs SNS catas_ MSTRG.11585.1,catas
thiolation _MSTRG.1929.5
G0:0055063 sulfate ion homeostasis 13 63 BP IAN873 vs SNS int PB235 vs SNS catas_ MSTRG.15895.1,catas

_MSTRG.28920.2
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G0:0051291

G0:0006168

G0:0032776

G0:0009228

G0:0009638

G0:0009648

G0:0044209

G0:0010199

G0:0072318

G0:0006166

G0:0045652

G0:1904294

G0:0015031

G0:0010311

G0:0098542

G0:0016310

G0:0000423

G0:0006893

G0:0048831

G0:1900424

G0:0046854

G0:2000024

G0:0045944

G0:0032456

protein heterooligomerization

adenine salvage

DNA methylation on cytosine

thiamine biosynthetic process

phototropism

photoperiodism

AMP salvage

organ boundary specification between

lat...

clathrin coat disassembly

purine ribonucleoside salvage

regulation of megakaryocyte
differentiat...

positive regulation of ERAD pathway

protein transport

lateral root formation

defense response to other organism

phosphorylation

mitophagy

Golgi to plasma membrane transport

regulation of shoot system

development

regulation of defense response to
bacter...

phosphatidylinositol phosphate
biosynthe...

regulation of leaf development

positive regulation of transcription by

endocytic recycling

13

14

43

44

47

495

17

17

17

20

21

2056

112

2641

3181

27

71

662

156

76

259

332

34

63

74

76

81

97

105

108

108

108

121

148

163

184

211

257

262

29

293

313

345

366

374

401

BP

BP

BP

BP

BP

BP

BP

BP

BP

BP

BP

BP

BP

BP

BP

BP

BP

BP

BP

BP

BP

BP

BP

BP

IAN873 vs SNS int PB235 vs SNS

IAN873 vs SNS int PB235 vs SNS

IAN873 vs SNS int PB235 vs SNS

IAN873 vs SNS int PB235 vs SNS

IAN873 vs SNS int PB235 vs SNS

IAN873 vs SNS int PB235 vs SNS

IAN873 vs SNS int PB235 vs SNS

IAN873 vs SNS int PB235 vs SNS

IAN873 vs SNS int PB235 vs SNS

IAN873 vs SNS int PB235 vs SNS

IAN873 vs SNS int PB235 vs SNS

IAN873 vs SNS int PB235 vs SNS

IAN873 vs SNS int PB235 vs SNS

IAN873 vs SNS int PB235 vs SNS

IAN873 vs SNS int PB235 vs SNS

IAN873 vs SNS int PB235 vs SNS

IAN873 vs SNS int PB235 vs SNS

IAN873 vs SNS int PB235 vs SNS

IAN873 vs SNS int PB235 vs SNS

IAN873 vs SNS int PB235 vs SNS

IAN873 vs SNS int PB235 vs SNS

IAN873 vs SNS int PB235 vs SNS

IAN873 vs SNS int PB235 vs SNS

IAN873 vs SNS int PB235 vs SNS

catas_ MSTRG.11101.1,catas

_MSTRG.4787.3

catas_MSTRG.17945.1,catas

_MSTRG.21653.2

catas_ MSTRG.10641.1,catas

_MSTRG.11093.1

catas_ MSTRG.11588.1,catas

_MSTRG.12900.1

catas_MSTRG.12682.1,catas

_MSTRG.15689.1

catas_ MSTRG.10086.5,catas

_MSTRG.1059.2

catas_ MSTRG.12077.1,catas

_MSTRG.15175.1

catas_ MSTRG.13555.1,catas

_MSTRG.13555.2

catas_ MSTRG.2510.1,catas_
MSTRG.28349.1

catas_ MSTRG.12077.1,catas

_MSTRG.15175.1

catas_ MSTRG.4991.12,catas

_MSTRG.4991.2

catas_ MSTRG.12921.3,catas

_MSTRG.15905.2

catas_ MSTRG.10025.2,catas

_MSTRG.10155.1

catas_ MSTRG.1100.4,catas_
MSTRG.13061.1

catas_ MSTRG.10059.1,catas

_MSTRG.1006.1

catas_ MSTRG.10025.2,catas

_MSTRG.10059.1

catas_ MSTRG.11076.2,catas

_MSTRG.11076.3

catas_ MSTRG.10537.1,catas

_MSTRG.14073.1

catas_ MSTRG.10095.1,catas

_MSTRG.10095.2

catas_ MSTRG.11193.1,catas

_MSTRG.12022.2

catas_ MSTRG.10586.1,catas

_MSTRG.15910.1

catas_ MSTRG.10336.1,catas

_MSTRG.10557.1

catas_ MSTRG.10530.1,catas

_MSTRG.1059.2

catas_ MSTRG.1816.2,catas_
MSTRG.1816.3
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G0:0016567

G0:0046834

G0:0044057

G0:1904970

G0:1902018

G0:2000122

G0:1903842

G0:1900366

G0:0090414

G0:0051149

G0:0002526

G0:1904106

G0:1905037

G0:1901002

G0:0009908

G0:0043666

G0:0010117

G0:1902347

G0:0045944

G0:0019677

G0:0009583

G0:0071000

G0:1902448

G0:1901529

protein ubiquitination

lipid phosphorylation
regulation of system process
brush border assembly
negative regulation of cilium

assembly

negative regulation of stomatal
complex ...

response to arsenite ion

negative regulation of defense
response ...

molybdate ion export from vacuole
positive regulation of muscle cell
diffe...
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nuclear polyadenylation-dependent
rRNAC...

cell redox homeostasis

miRNA catabolic process

positive regulation of growth

lateral root morphogenesis

regulation of gibberellic acid

mediated ...

trehalose metabolism in response to
stre...

peptidyl-threonine phosphorylation
stress granule assembly
electron transporter, transferring

elect...

thiamine phosphate phosphatase
activity

thiaminase activity

protein kinase A regulatory subunit
bind...

Arp2/3 complex binding

ATP binding

ubiquitin ligase-substrate adaptor
activ...

adenine phosphoribosyltransferase
activi...

1-phosphatidylinositol-3-phosphate 5-
kin...

alpha,alpha-trehalose-phosphate
synthase...

RNA polymerase Il complex binding
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67

163

28

71

31

132

144

57

33

34

34

10

11

12

12

5824

13

14

16

16

55

3198

324

3288

3391
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3807

4123
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4349

4601

4619

4875
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29

36

43

52
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61

91
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139
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BP

BP

BP

BP

BP

BP

BP
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MF

MF

MF

MF

MF

MF

MF
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MF
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PE
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PE

IAN873 vs SNS int IAN873 E vs
PE

IAN873 vs SNS int IAN873 E vs
PE

IAN873 vs SNS int IAN873 E vs
PE

IAN873 vs SNS int IAN873 E vs
PE

IAN873 vs SNS int IAN873 E vs

PE

IAN873 vs SNS int PB235 vs SNS

IAN873 vs SNS int PB235 vs SNS

IAN873 vs SNS int PB235 vs SNS

IAN873 vs SNS int PB235 vs SNS

IAN873 vs SNS int PB235 vs SNS
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"catas_MSTRG.17542.1"

c("catas_MSTRG.10086.5",
"catas_MSTRG.10589.1"
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c("catas_ MSTRG.10070.1",
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"catas_MSTRG.13168.1"

c("catas_ MSTRG.18764.2",
"catas_ MSTRG.18764.4"
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c(""catas_ MSTRG.16327.14",
"catas_ MSTRG.16327.16"

catas_ MSTRG.12231.1,gt1_
MSTRG.36626.1

catas_ MSTRG.11588.1,catas
_MSTRG.13601.1

catas_ MSTRG.11588.1,catas
_MSTRG.13601.1

catas_ MSTRG.11273.4,catas
_MSTRG.3958.3

catas_ MSTRG.11273.4,catas
_MSTRG.3958.3

catas_ MSTRG.10003.2,catas
_MSTRG.10003.5

catas_ MSTRG.13612.1,catas
_MSTRG.13612.2

catas_ MSTRG.17945.1,catas
_MSTRG.21653.2

catas_ MSTRG.20320.2,catas
_MSTRG.20320.3

catas_ MSTRG.18764.2,catas
_MSTRG.18764.4

catas_ MSTRG.10095.1,catas
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G0:0009020

G0:0004590

G0:0004588

G0:0008160

G0:0016168
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ATP-dependent chromatin remodeler
activi...

RNA-DNA hybrid ribonuclease
activity

chromatin binding

ubiquitin-protein transferase activity
toxin activity

ABC-type manganese transporter
activity

polysome binding
calcium-dependent cysteine-type

endopept...

tRNA-guanosine(34) queuine
transglycosyl...

tRNA (guanosine-2'-O-)-
methyltransferase...

orotidine-5'-phosphate decarboxylase
act...

orotate phosphoribosyltransferase
activi...

protein tyrosine phosphatase activator

a..
chlorophyll binding
DNA-binding transcription factor
activit...

aldehyde dehydrogenase (NADP+)
activity

NAD+ nucleotidase, cyclic ADP-
ribose gen...

NAD(P)+ nucleosidase activity

magnesium ion transmembrane
transporter ...

3-chloroallyl aldehyde dehydrogenase

act...

scopolin beta-glucosidase activity
RNA polymerase Il cis-regulatory
region ...

protein serine/threonine kinase
activity

ADP binding

104

516

1145

38

431

187

187

48

33

283

2165

789

153

314

378

404

448

448

448

448

448

448

448

448

448

47

28

143

209

209

27

295

733

796

815
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MF

MF

MF

MF

MF

MF

MF

MF

MF

MF

MF

MF

MF

MF

MF

MF

MF

MF

MF

MF

MF
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MF
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IAN873 vs SNS int PB235 vs SNS
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AN873 vs E vs PE int PB235 E vs
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AN873 vs E vs PE int PB235 E vs
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AN873 vs E vs PE int PB235 E vs
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AN873 vs E vs PE int PB235 E vs
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AN873 vs E vs PE int PB235 E vs
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AN873 vs E vs PE int PB235 E vs
PE
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PE
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ANB873 vs E vs PE int PB235 E vs
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ANB873 vs E vs PE int PB235 E vs
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catas_ MSTRG.1069.3,catas_
MSTRG.10957.1

catas_MSTRG.12241.2,catas
_MSTRG.14730.1

catas_ MSTRG.10603.1,catas
_MSTRG.10603.2

catas_ MSTRG.10025.2,catas
_MSTRG.10064.1

catas_MSTRG.24747.1,catas
_MSTRG.5182.3

catas_ MSTRG.30060.1,catas
_MSTRG.30060.2

gtl_MSTRG.35322.3,wild_
MSTRG.17590.1

gtl_MSTRG.32031.2,gtL_M
STRG.32031.3

catas_ MSTRG.30798.1,catas
_MSTRG.30798.2

catas_ MSTRG.10805.1,catas
_MSTRG.23978.3

catas_ MSTRG.16165.1,catas
_MSTRG.16165.2

catas_ MSTRG.16165.1,catas
_MSTRG.16165.2

gtl_MSTRG.3193.2,gt1_MS
TRG.3193.4

catas_ MSTRG.10814.1,catas
_MSTRG.12052.1

catas_ MSTRG.10178.1,catas
_MSTRG.10224.1

catas_ MSTRG.6439.2,gt1_M
STRG.35342.4

catas_ MSTRG.11660.1,catas
_MSTRG.11660.2

catas_ MSTRG.11660.1,catas
_MSTRG.11660.2

catas_ MSTRG.12538.2,catas
_MSTRG.12851.1

catas_MSTRG.6439.2,gt1_M
STRG.35342.4

catas_ MSTRG.12306.1,catas
_MSTRG.13191.1

catas_ MSTRG.10178.1,catas
_MSTRG.10224.1

catas_ MSTRG.10059.1,catas
_MSTRG.10093.3

catas_ MSTRG.1111.1,catas_
MSTRG.11514.2
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G0:0016289
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G0:0140658

G0:0016296

G0:0000981

protein dimerization activity

phosphatidylcholine binding

ammonium ion binding

phosphatidylcholine transporter
activity

protein serine kinase activity

blue light photoreceptor activity
deoxyribodipyrimidine photo-lyase
activi...

glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase...

phospholipase D activity
N-acylphosphatidylethanolamine-
specific ...

DNA replication origin binding
cysteine synthase activity
translation repressor activity
aldehyde dehydrogenase (NAD+)
activity

CoA hydrolase activity
beta-galactosidase activity

auxin efflux transmembrane
transporter a...

blue light photoreceptor activity
RNA polymerase Il cis-regulatory
region ...

ATP hydrolysis activity

DNA binding

ATP-dependent chromatin remodeler

activi...

palmitoyl-[acyl-carrier-protein]
hydrola...

DNA-binding transcription factor
activit...

1374

14

16

1933

20

21

22

22

22

23

25

26

27

29

29

29

20

283

1302

4822

104

431

828

1043

1208

1567

191

2404

2636

2877

2877

2877

3126

3649

3922

4202

4734

4785

4785

31
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663

731

822

1429

1873
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MF

MF

MF

MF

MF

MF

MF

MF

MF

MF

MF

MF

MF

MF

MF

MF

MF

MF

MF

MF
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AN873 vs E vs PE int PB235 E vs
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AN873 vs E vs PE int PB235 E vs
PE

AN873 vs E vs PE int PB235 E vs
PE

AN873 vs E vs PE int PB235 E vs
PE

AN873 vs E vs PE int PB235 E vs

PE

PB235 vs SNS int PB235 E vs PE

PB235 vs SNS int PB235 E vs PE

PB235 vs SNS int PB235 E vs PE

PB235 vs SNS int PB235 E vs PE

PB235 vs SNS int PB235 E vs PE

PB235 vs SNS int PB235 E vs PE

PB235 vs SNS int PB235 E vs PE

catas_ MSTRG.10025.2,catas
_MSTRG.10042.1

catas_ MSTRG.27432.1,catas
_MSTRG.27432.3

catas_ MSTRG.27432.1,catas
_MSTRG.27432.3

catas_ MSTRG.27432.1,catas
_MSTRG.27432.3

catas_MSTRG.10059.1,catas
_MSTRG.10093.3

catas_ MSTRG.1657.2,catas_
MSTRG.1657.4

catas_ MSTRG.1657.2,catas_
MSTRG.1657.4

catas_ MSTRG.13522.1,catas
_MSTRG.16294.1

catas_ MSTRG.12888.7,catas
_MSTRG.16605.4

catas_ MSTRG.12888.7,catas
_MSTRG.16605.4

catas_ MSTRG.11392.1,catas
_MSTRG.14436.3

catas_ MSTRG.11195.4,catas
_MSTRG.11195.7

catas_ MSTRG.10434.1,catas
_MSTRG.13273.3

catas_ MSTRG.13522.1,catas
_MSTRG.16294.1

catas_ MSTRG.12059.1,catas
_MSTRG.12271.1

catas_ MSTRG.15990.1,catas
_MSTRG.16375.1

catas_ MSTRG.10005.2,catas
_MSTRG.10495.1

catas_ MSTRG.1657.2,catas_
MSTRG.1657.4

catas_ MSTRG.10178.1,catas
_MSTRG.10224.1

catas_ MSTRG.10005.2,catas
_MSTRG.10142.1

catas_ MSTRG.10050.2,catas
_MSTRG.10050.6

catas_ MSTRG.1069.3,catas_
MSTRG.10957.1

catas_ MSTRG.13683.1,catas
_MSTRG.18503.1

catas_ MSTRG.10178.1,catas
_MSTRG.10224.1
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G0:0000014
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G0:0004534

G0:0003700
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helicase activity

zinc ion binding
deoxyribodipyrimidine photo-lyase
activi...

ATP binding

acyl carrier activity

ribonuclease 111 activity

K63-linked deubiquitinase activity

UDP-glucuronate decarboxylase
activity

NAD+ binding

single-stranded DNA
endodeoxyribonucleas...

water channel activity
RNA-DNA hybrid ribonuclease
activity

DNA-directed DNA polymerase
activity

5'-3' RNA exonuclease activity

DNA-binding transcription factor
activit...

1-phosphatidylinositol-3-phosphate 5-

kin...

alpha,alpha-trehalose-phosphate
synthase...

zinc ion transmembrane transporter
activ...

RNA-directed DNA polymerase
activity

histone H3K4 trimethyltransferase
activi...

cysteine-tRNA ligase activity

blue light photoreceptor activity

glutathione disulfide oxidoreductase

act...

NAD+ ADP-ribosyltransferase
activity
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1772

21

5824

27

33

16

19

32

10

37

75

77

15

2295

16

16

49
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20

20
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23
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2245

268

2711
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3472

4228

55
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428

449

646

752

824
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1149
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1399
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1771
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2311
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MF

MF

MF

MF

MF

MF
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MF
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MF
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catas_ MSTRG.10288.1,catas
_MSTRG.10288.3

catas_MSTRG.10028.1,catas
_MSTRG.1005.1

catas_ MSTRG.1657.2,catas_
MSTRG.1657.4

catas_ MSTRG.10003.2,catas

_MSTRG.10003.5

catas_ MSTRG.11171.1,catas
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cysteine-type deubiquitinase activity
cysteine synthase activity

zinc ion binding

RNA polymerase Il transcription

regulato...

DNA-directed 5'-3' RNA polymerase
activi...

protein serine/threonine/tyrosine
kinase...

DNA binding
3-beta-hydroxy-delta5-steroid
dehydrogen...

manganese ion binding

transcription cis-regulatory region
bind...

163

25

1772
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127
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c("catas_MSTRG.10269.1",
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c("catas_MSTRG.11195.4",
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BP=Processo biolégico, MF=Fun¢do molecular, CC = Componente celular, A = Annotated
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