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EXPRESSAO GENICA DIFERENCIAL EM PALMITOS DE CANA-DE-ACUCAR
SUBMETIDA A DIFERENTES PERIODOS DE ESTRESSE HIDRICO

RESUMO - Sob condicbes de estresse hidrico, a cana-de-agucar pode sofrer
mudancas fisioldgicas e bioquimicas, tais como diminuigao nas atividades fotoquimicas,
reducao da fixagdo de CO. e acumulo de osmdlitos e osmoprotetores. O objetivo deste
trabalho foi identificar, através da técnica de macroarranjo de cDNA, o perfil de
expressdo de genes promotores das diferentes vias metabdlicas em palmitos da
variedade de cana-de-agucar SP80-3280 submetidas ao estresse hidrico nos dias 5, 9,
13 e 17 apos o inicio da condicdo de supressdo de agua, sendo considerado o dia 1
como controle. Os resultados do macroarranjo mostraram que as proteinas mais
expressas sob déficit hidrico pertencem a quatro categorias das quais as ESTs mais
importantes foram selecionadas. As quatro categorias descritas abaixo estdo discutidas
neste trabalho. As ESTs da via do metabolismo de acucar e amido (invertase de parede
celular (INV), sacarose fosfato sintase (SFS), sacarose fosfato fosfatase (SFF), trealose
fosfato sintase (TFS), trealose fosfato sintase/fosfatase (TFS/F) e hexoquinase (HXQ))
pertencem a categoria de bioenergética. Colina monooxigenase (CMQO) e betaina
aldeido desidrogenase (BADH) as quais pertencem a via do metabolismo de glicina
betaina, foram selecionadas a partir da categoria do metabolismo secundério. A terceira
categoria compreende as ESTs do metabolismo de aminoacido (D-pirrolina-5-
carboxilato sintase (P5CS), ornithina &-aminotransferase (OAT) e prolil 4-hidroxilase
(PH)) as quais pertencem a via da biossintese de prolina, e a quarta categoria, resposta
ao estresse, compreende as ESTs aleno oxido sintase (AOS), aleno oxido ciclase
(AOC) e lipoxigenase (LOX), pertencentes a via de biossintese do jasmonato.

Palavras-chave: etiqueta de sequéncia expressa (EST), macroarranjo de cDNA,

Saccharum spp
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DIFFERENTIAL GENE EXPRESSION IN SUGARCANE LEAFROLL TISSUES UNDER
DIFFERENT PERIODS OF WATER RESTRICTION

SUMMARY - Under water deficit, sugarcane undergoes physiological and
biochemical alterations such as photochemical activity reduction, CO, fixation reduction
and the accumulation of osmolytes and osmoprotectants. This work was undertaken to
identify the gene expression profile in sugarcane (var. SP80-3280) under water deficit
through the cDNA macroarray technique. Leafroll tissues were collected from plants
subjected to 5, 9, 13 and 17 days of water restriction, and day 1 was used as control.
Macroarray results showed that most proteins expressed under water restriction belong
to four categories, from which the most important ESTs were selected. The four
categories described below are discussed in this work. Sugar and starch metabolism
pathway ESTs (cell wall invertase (CWI), sucrose phosphate synthase (SPS), sucrose
phosphate phosphatase (SPP), trehalose phosphate synthase (TPS), trehalose
phosphate synthase phosphatase (TSP/P) and hexoquinase (HXQ) were selected from
the bioenergetics category. Choline monooxygenase (CMO) and betaine aldehyde
dehydrogenase (BADH), which belong to the glycine betaine metabolism pathway, were
selected from the secondary metabolism category. The third category comprised the
amino acid metabolism ESTs A- pyrroline-5-carboxylate synthase (P5CS), Ornithine -
aminotransferase (OAT) and Prolyl 4-hydroxylase (PH), which belong to the proline
biosynthesis pathway, and the fourth category, stress response, comprised the ESTs for
Allene oxide synthase (AOS), Allene oxide cyclase (AOC) and Lipoxygenase (LOX),

which belong to the jasmonate biosynthesis pathway.

Key words: cDNA membrane, expressed sequence tag (EST), Saccharum spp



l. INTRODUCAO

A cultura da cana-de-acucar é de grande importancia nas regioes tropicais e
subtropicais, sendo de especial significado econémico para alguns paises da América
Central e do Sul, principalmente para o Brasil, que € o maior produtor mundial
(SACILOTO, 2003) com uma safra de 386.584.387 milhdes de toneladas em 2005/2006
(UNICA, 2007).

Em ambientes naturais e agricultaveis, as plantas freqientemente crescem sob
condicdes desfavoraveis, tais como a seca, a salinidade, o resfriamento, o
congelamento, a alta temperatura, alagamento ou intensa luminosidade, dentre outros.
Estas condicbes sdo coletivamente chamadas de estresses abidticos e qualquer uma
delas pode retardar o crescimento e o desenvolvimento, reduzir a produtividade e, em
casos extremos, levar a planta a morte (QUIANG et al., 2000).

O estresse hidrico resulta da deficiéncia hidrica ou do excesso de agua no
ambiente, sendo o primeiro mais comum. Ndo ha um processo vital que ndo seja
afetado de alguma forma pelo declinio do potencial hidrico (TAYLOR, 1996; LARCHER,
2004). O estresse por déficit hidrico, diminui o potencial hidrico do solo, interferindo
diretamente na eficiéncia do uso da agua pelas plantas, as quais necessitam entao
desenvolver um potencial hidrico mais negativo que o do solo, de modo a manter um
gradiente de potencial hidrico entre o solo e a planta (TAIZ & ZEIGER, 2004).

Nas células vegetais, em resposta ao estresse, ocorrem mudangas na expressao
génica. A resposta é iniciada quando a planta reconhece o estresse em nivel celular. A
partir do reconhecimento do estresse, vias de transducdo de sinal sdo ativadas, as
quais, por sua vez, transmitem a informacao dentro de células individuais e da planta
inteira (BRAY et al., 2000).

A transducao de sinal requer uma adequada coordenacao espacial e temporal de
todas as moléculas de sinalizagdo. Dessa forma, ha moléculas que participam na
modificagdo, entrega ou reunido dos componentes da sinalizagdo, mas diretamente nao

estabelecem o sinal. Estas proteinas incluem proteinas modificadoras (por exemplo,



enzimas para formagdo de lipoproteinas, metilacdo, glicosilagdo e ubiquitinagdo de
proteinas), proteinas que formam armacdes e proteinas adaptadoras (XIONG & ZHU,
2001).

Aliando-se a disponibilidade das bibliotecas de cDNA com a robdtica de alta
precisdo na deposicdo de pequenas amostras em superficies soélidas, tornou-se
possivel a preparagdo dos “arrays” (arranjos) de clones de cDNA em membranas de
nailon ou em laminas de vidro (PASSOS et al., 1999), propiciando uma nova
abordagem nos estudos da regulacédo génica, viabilizando o monitoramento dos niveis
de transcritos de um grande numero de genes simultaneamente (FELIX et al., 2002).

Neste trabalho, analisou-se o perfil da expressao génica pelo emprego da técnica
de macroarranjo de cDNA sincronizada com a evolugao da progressiva restricdo da
agua disponivel a nivel celular de enzimas relacionadas as vias metabdlicas de agucar
e amido, sintese da glicina betaina, sintese da prolina e biossintese do jasmonato em
tecidos jovens que formam o palmito da planta. A escolha desta regido meristematica
apical baseia-se principalmente na dependéncia quase que exclusiva dos agucares
translocados a partir das folhas adultas. Isto torna o palmito diretamente dependente e
influenciado pela eficacia da fotossintese além de representar a fonte pés embrionaria
de todos os orgaos da parte aérea da planta, sendo supostamente provida dos mais
avangados recursos genéticos de protecao e adaptagdo das plantas as adversidades

ambientais.



Il. OBJETIVO

O presente trabalho teve como objetivo analisar, através da técnica de
macroarranjo de cDNA, o perfil da expressdo das principais ESTs relacionadas as
categorias de bioenergética, metabolismo secundéario, metabolismo de aminoéacido e
resposta ao estresse em palmitos da variedade de cana-de-agucar SP80-3280

submetida a diferentes periodos de estresse hidrico.



lll. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Cultura de cana-de-acucar

A cana-de-agucar, uma monocotiledénea alégama e semi-perene, pertence a
familia Poaceae e ao género Saccharum. E originaria do Sudeste Asiatico, na grande
regido central da Nova Guiné e Indonésia, sendo que a maioria das variedades
comerciais € originaria do cruzamento inter-especifico de Saccharum officinarum com
outras espécies do género, tais como S. spontaneum, S. robustum, S. sinense, S.
barbieri e S. edule. Desde os tempos do Brasil colénia até os dias atuais, a cultura da
cana-de-agucar tem sido uma grande fonte de riqueza para a economia brasileira
(SACILOTO, 20083).

A atividade canavieira do Brasil é responsavel por cerca de um milhdo de
empregos diretos, 511 mil apenas na producdo de cana-de-agucar. O restante esta
distribuido na agroindustria de agucar e alcool. O Estado de Sao Paulo relune cerca de
400 mil empregos diretos do setor, ocupando aproximadamente 5,4 milhdes de
hectares no pais, 0 que representa menos de 1% da area nacional. O agronegdcio
brasileiro é responsavel por 20,6 % do Produto Interno Bruto - PIB brasileiro e gera 14
% dos empregos totais do pais (UNICA, 2007).

O sucesso do cultivo da cana-de-acucar se deve a utilizacdo de variedades,
obtidas por meio de melhoramento genético classico, desenvolvido pelos centros de
pesquisa e estacdes experimentais. Este é um processo relativamente demorado, visto
que, dentre as espécies cultivadas, a cana-de-agucar possui um dos genomas mais
complexos, o que dificulta a aplicacdo de técnicas convencionais de melhoramento
nesta planta (VETTORE et al., 2001).

Devido a grande importancia da cana-de-agucar na economia mundial, a
FAPESP, através da rede ONSA (Organizacdo para Seqlenciamento e Analise de
Nucleotideos), financiou o programa Sugar Cane EST Genome Project (SUCEST

http://sucest.lad.dcc.unicamp.br) de sequienciamento de genes expressos da cultura,



representado por 240.000 ESTs gerados a partir de 26 bibliotecas de cDNA construidas
a partir de diferentes orgaos, como raiz, colmo, folhas, flores e sementes, obtidos em
varios estagios de desenvolvimento e submetidos a variagbes ambientais diversas
incluindo interacdes com bactérias (VETTORE et al., 2001). As ESTs foram agrupadas
dentro de 43.141 “contigs” distintos, usando o programa CAP3 (HUANG & MADAN,
1999). Desta forma, o seqlenciamento do transcriptoma da cana-de-agucar facilitou e
acelerou a identificacdo de genes responsaveis por qualidades desejaveis, tornando
possivel a manipulacdo subseqiiente de genes de interesse através de técnicas de
genética molecular (SACILOTO, 2003). A elucidagdo dos mecanismos de defesa da
planta frente ao estressse hidrico possibilitara o desenvolvimento de variedades de

cana-de-acucar mais resistentes e de grande interesse econdémico.

3.2 Estresses abioticos que comprometem a cultura da cana-de-agucar

O estresse é considerado como um desvio significativo das condi¢gées 6timas
para a vida, e induz a mudanca e respostas em todos o0s niveis funcionais do
organismo, as quais sao reversiveis a principio, mas podem se tornar permanentes.
Mesmo se uma condicdo de estresse é somente temporaria, a vitalidade da planta
torna-se cada vez menor conforme a duragdo do mesmo (LARCHER, 2004).

As plantas estdo expostas a varios tipos de estresses ambientais que afetam de
maneira negativa seu crescimento, metabolismo e produtividade. A seca, salinidade,
baixas e altas temperaturas, inundacdo, poluentes e radiacdo sdo os fatores de
estresse mais importantes que limitam a produtividade das culturas (LAWLOR, 2002).

O estresse hidrico é um fator dos mais importantes quando se pensa em
aumentar a produtividade dessa cultura; as plantas podem ser afetadas se o ambiente
contiver excesso ou se a quantidade ou qualidade de agua disponivel é insuficiente
para suprir as necessidades basicas da planta (TAIZ & ZEIGER, 2004).

A agua é uma das substancias essenciais a vida de um vegetal, pois esta

intrinsecamente relacionada com varias fungdes como estrutura, crescimento,



transporte e metabolismo. E a substancia mais abundante em plantas em crescimento
ativo, podendo constituir cerca de 90% do peso fresco de muitos 6rgdos; embora em
sementes e em tecidos muito lignificados possa ter valores inferiores a 15% ou menos.
A agua é também o constituinte principal do protoplasma; forma um meio continuo
através da planta e seu volume atua como absorvente de calor e permite, em parte, a
tamponizagdo da temperatura interna; permite o desenvolvimento da pressdo de
turgescéncia que da um elevado grau de rigidez ao conteudo celular e a parede celular
envolvente e, além de tudo isso, a entrada e saida de agua de certos tecidos ou células
é responsavel por uma série de micro movimentos nas plantas (MENESES et al., 2006).

No Brasil, dentre estes fatores, o estresse hidrico € o que mais influencia de
forma negativa a produtividade da cana-de-agucar. Assim, seus efeitos nas plantas
incluem tamanho das células foliares, potencial de agua na planta e redugcao nas taxas
de assimilacao de CO,, crescimento, transpiracao e abertura estomatica (HSIAO, 1973;
TAIZ & ZEIGER, 2004). Desta maneira, o déficit hidrico influencia de maneira direta o
crescimento dos perfilhos e a altura final dos colmos e, conseqiientemente, a producao
de acucar (GASCHO & SHIH, 1983; SUGIHARTO, 2004).

3.3 Resposta ao déficit hidrico

Embora sejam conhecidos os danos decorrentes da seca no crescimento das
plantas, os efeitos primarios do déficit hidrico em niveis bioquimicos e moleculares
ainda ndo sao bem entendidos (ZHU, 2002; CHAVES et al., 2003).

O decréscimo de umidade no solo reduz o potencial de 4gua na folha e sua
condutancia estomatica, promovendo o fechamento dos estomatos (YORDANOQOV et al.,
2003), bloqueando o influxo de CO, para as folhas, diminuindo o acumulo de
fotoassimilados, o que implica na reducdo da produtividade. Portanto, a deficiéncia
hidrica € uma das maiores causas de perdas econémicas nesta cultura (SANTOS &
CARLESSO, 1998; PIMENTEL & HEBERT, 1999; OBER & LUTERBACHER, 2002).



O fechamento estomatico € considerado a primeira linha de defesa contra
dessecamento (CHAVES & OLIVEIRA, 2004), ocorrendo mesmo antes de haver
diminuicdo do conteludo de agua da folha (YORDANOV et al., 2000). Contudo, o
principal objetivo do fechamento estomatico € evitar a cavitagdo e uma falha do sistema
de conducgéo de agua (ao invés de objetivar apenas a reposicdo das perdas de agua
pela transpiracdo), visto que os estbmatos podem responder diretamente ao aumento
da tensao de agua no xilema, fechando-se (KRAMER & BOYER, 1995).

Em termos moleculares, o sinal de estresse, uma vez produzido pela célula
vegetal, deve ativar uma rota de transducédo que envia esta mensagem aos fatores de
transcrigdo, que regulam a expressdo dos genes encarregados da resposta ao
estresse. A perda do volume e da turgescéncia celular ou a concentragao de solutos
altera a conformacdo de proteinas da parede celular e da membrana plasmatica da
célula vegetal, ativando rotas de transducado de sinais que dao lugar a expressao de
determinados genes, transformando assim o fenédmeno fisico do déficit hidrico em uma
resposta bioquimica (WILLADINO & CAMARA, 2005).

A expressao dos genes durante o estresse hidrico ndo garante que um produto
génico promova a habilidade da planta em sobreviver. De modo que a expressao
génica resulta de ferimento ou dano que tenha ocorrido durante o estresse, enquanto
outros podem ser induzidos mas n&o alteram a tolerancia. Apesar disso, alguns genes
S840 necessarios para a tolerancia ao estresse e o acumulo dos produtos desses genes
€ uma resposta adaptativa (BRAY, 1993).

Os produtos de genes induzidos pelo estresse podem ser classificados em trés
grandes grupos (Figura 1): 1- aqueles que protegem a planta contra os estresses
ambientais; 2- aqueles que regulam a expressao génica e a transducao de sinais de
resposta a estresses e 3- os de fungdes desconhecidas (SEKI et al., 2003;
YAMAGUCHI-SHINOZAKI & SHINOZAKI, 2005).

O primeiro grupo inclui proteinas que funcionam protegendo as células da
desidratacdo, como as enzimas envolvidas na biossintese de varios osmoprotetores,
tais como prolina e betainas, proteinas LEA (“late embryogenesis abundant”),

chaperonas e enzimas detoxificadoras. Os niveis de moléculas osmoprotetoras



geralmente aumentam durante o estresse. Varios genes codificando enzimas
envolvidas na biossintese dessas moléculas ja foram isolados, como colina
desidrogenase e colina oxidase (sintese de glicina betaina), manitol-1-fosfato
desidrogenase (sintese de manitol); trehalose-6-fosfato desidrogenase (sintese de
trehalose); e D1-pirrolina-5-carboxilato sintetase (sintese de prolina). Genes codificando
enzimas que sintetizam moléculas osmoprotetoras podem ser utilizados na obtencao de
plantas transgénicas com maior tolerdncia a estresses abidticos (HARE & CRESS,
1997, HARE et al., 1998; SERRAJ & SINCLAIR, 2002; MOLINARI et al., 2004).

Proteinas Funcionais ! Proteinas Regulatorias

Proteinas de membrana,

(aguaporinas, proteinas de |

transporte) : .

{ Fatores de transcrigdo
Enzimas detoxificadoras (MYC, MYB, bZIP, DREB)
(superdxido dismutase,

ferritina)

Estresse

Hidrico

Fatares de protecdo de
macromoléculas (proteinas
LEA, chaperonas)

Proteinas Cuinases
(MAPK, MPKKK)

\‘ Proteinas fosfatases (PTP)
: \ Pl turnover {Fosfolipase C,
| PIP5K)

Proteinases (proteases .
thiol, ubiquitinas)

Enzimas chave para
biossintese de osmdlitos

{prolina, betaina, aglicares)

FIGURA 1: Genes induzidos durante o estresse hidrico e suas possiveis
funcbes na resposta e tolerancia ao estresse (Shinozaki &
Yamaguchi-Shinozaki, 2000).



Todos os efeitos da inducdo dos genes recaem primariamente sobre as regides
meristematicas, cujas células iniciam um processo de ajuste em todas as vias
metabdlicas dos agucares, envolvendo essencialmente o dissacarideo trealose e a
regulacao nas atividades da enzima hexoquinase (FRANCIS & HALFORD, 2006). Um
componente como a trealose, um dissacarideo nao redutor de glicose, inicia uma
importante funcéo fisiolégica em um estresse abibtico, protegendo um grande numero
de organismos, incluindo bactéria, levedura e invertebrados (CROWE, 1992).

Apesar de que o metabolismo de acucares em plantas submetidas ao estresse
hidrico ainda permaneca como uma questdo em aberto, existem alguns fatos que tém
sido confirmados, quais sejam os danos sofridos pelos cloroplastos devido ao estresse
oxidativo imposto pela desarmonia entre a quantidade de energia luminosa absorvida e
a producdo liquida de aclcares pela fotossintese (MUNNE-BOSCH et al., 2001;
KRIEGER-LISZKAY, 2004), que se encontra limitada pela baixa disponibilidade de CO,
foliar, devido a sua menor condutancia nos tecidos foliares (WARREN & DREYER,
2006), como também devido ao maior fechamento dos estématos em resposta ao déficit
hidrico (LAWLOR, 2002).

Uma outra estratégia empregada pelas plantas para sobreviver aos estresses
abioticos, tais como a salinidade, temperaturas extremas, alta intensidade luminosa e a
seca inclui o sistema de osmorregulacdo que abrange: carboidratos, aminoacidos e
compostos de aménia quaternaria, que desempenham um papel importante no ajuste
osmatico e na estabilizacao de células vegetais (CHA-UM et al., 2006).

As betainas sao compostos de amdnio quaternario em que o atomo do nitrogénio
é metiolado totalmente. As betainas mais comuns nas plantas incluem a glicina betaina,
prolina betaina, B-alanina betaina, colina-O-sulfato e 3-dimetilsulfo-niopropionato
(RHODES & HANSON, 1993; MCNEIL et al., 1999). A glicina betaina é requerida para
proteger a planta, mantendo o contrapeso da &gua entre a célula vegetal e o ambiente,
estabilizando as macromoléculas (CHEN & MURATA, 2002; RONTEIN et al., 2002).

Sob o estresse, a sintese de proteina € inibida e a degradacédo de proteinas é
acelerada, o que leva a um acumulo de aminodcidos e aminas livres (LARCHER, 2000).
As plantas, quando expostas a diversos tipos de estresse ambiental, notadamente o
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hidrico, podem apresentar acumulo de prolina, putrescina e poliaminas. O acumulo
destes compostos sob déficit hidrico tem sido associado com a tolerancia das plantas a
essa condicdo desfavoravel, podendo representar um mecanismo regulador da perda
de &gua, mediante aumento da osmolaridade celular (potencial hidrico) (FUMIS &
PEDRAS, 2002).

L-prolina € um dos 20 aminodacidos presentes nas proteinas de todos os
organismos vivos. Aminoacidos sdo moléculas que contém ambas por¢des amino (-
NH2) e um grupo funcional carboxil (-COOH). Diferentemente, prolina contém uma
porcédo imino (C=NH), um grupo funcional carboxil e um grupo imino secundario, tendo
sido reportada como um importante osmoprotetor em muitas plantas (MOLINARI, 2006).
A prolina, por possuir um anel pirrolina, que confere uma baixa capacidade de ceder
elétrons, forma um complexo de transferéncia de carga e sequestra O; livre. Assim, a
prolina pode reduzir o dano por fotoinibicdo nas membranas do tilacéide pelo seqlestro
e reducao da producao de ions superoxido (REDDY et al., 2004).

As plantas sintetizam compostos do metabolismo secundario, denominados
fitohormdnios, para adequar seu metabolismo as diversas condicbes ambientais e
regular os processos fisiologicos necessarios ao seu desenvolvimento. Alguns dos
fitohormdnios mais ativos em plantas, envolvidos em processos como a senescéncia,
florescimento e defesa contra estresses, sdo os jasmonatos (Jas). Jasmonatos é um
termo que define uma classe de compostos de derivados lipidicos cujos principais
representantes sdo o acido jasmoénico (AJ) e o metil jasmonato (MeJA) (De ROSA,
2005). Fitohorménios s&o reconhecidos tanto funcionando em uma rede complexa de
sinalizagdo, frequentemente com efeitos interativos, sobre a expressédo de resposta da
planta para estresse como a seca, ventos, ou ataques de insetos e patégenos (ZHU,
2002; KUNKEL & BROOKS, 2002). O &acido jasmoénico € um dos hormdnios de
fundamental importancia na resposta a estresse, ferimentos e moléculas elicitoras
(DOARES et al., 1995; KRAMELL et al., 1995; PARCHMANN et al., 1997; LEON et al.,
2001). A via do &cido jasmonico envolve varios eventos de transdugéo de sinais, como

por exemplo: a percepgdo do acido jasménico e inducao de resposta de defesa e
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finalmente a integragdo da sinalizacdo do &acido jasménico com as vias do &cido

salicilico, etileno e outras vias de sinalizacdo (TURNER et al., 2002).

3.4 Metodologia dos macroarranjos de DNA

Com o advento da era gendmica, a identificacdo de genes tornou-se um
processo mais dindamico, capaz de gerar um vasto volume de informagcao em um curto
periodo de tempo (GRIVET et al., 2001). Juntamente com os projetos ESTs, surgiram
novas técnicas capazes de avaliar a expressao de milhares de genes simultaneamente.
Dois exemplos desta técnica sdo o micro e macroarranjos de DNA. Estes arranjos de
DNA podem ser gerados utilizando-se cDNAs inteiros, ESTs, produtos de PCR ou
mesmo oligonucleotideos (SCHENA et al., 1995.; SCHENA et al., 1998; DESPREZ et
al., 1998; SCHUMMER et al., 1999; FREEMAN et al., 2000).

Os macroarranjos de DNA sdo uma alternativa para os microarranjos. Sua
principal vantagem é a nao necessidade de equipamentos especiais para hibridacao
(FREEMAN et al., 2000). A técnica também vem sendo empregada com sucesso nos
estudos de expressdo diferencial em diferentes tecidos e resposta a estresses
(DESPREZ et al., 1998; SCHUMMER et al., 1999; CARSON et al., 2002).

Os macroarranjos de DNA possibilitam a identificacdo de rotas metabdlicas
ativadas ou desativadas, assim como a visualizacdo das centenas de interacdes que
ocorrem, em ambito transcricional, em resposta a eventos fisiologicos diversos. Com
isso é possivel delinear estratégias que visem aumentar a tolerancia as condicées de
estresse ambiental (NEPOMUCENO et al., 2001).

O estudo com macroarranjos de cDNA, contendo os inumeros clones de genes
de cana-de-agucar, € um grande trunfo para o avango cientifico e tecnoldgico da
pesquisa nacional, permitindo a associacdo desses genes, quando diferencialmente
expressos, a fungbes no crescimento e no desenvolvimento, nas respostas a diversos
tipos de estresses, bem como nas mais variadas condi¢cbes testadas. A partir dessas

andlises, esses genes poderdo ser utilizados em cana-de-aglcar, através de
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manipulacées genéticas, para a geragdo de variedades com um maior numero de

caracteristicas economicamente desejaveis (SOUZA & DA SILVA, 2002).
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IV. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Bioquimica e Biologia
Molecular (LBM) do Departamento de Tecnologia da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias - UNESP - Campus de Jaboticabal.

4.1 Material vegetal, condicoes de estresse e coleta dos tecidos

Os toletes da variedade de cana-de-acucar SP80-3280 (considerada
medianamente ao estresse hidrico) foram gentilmente cedidos pelo Centro de
Tecnologia Canavieira (CTC) com 6,5 cm (centimetros) de comprimento médio e com
massa média de 95 g (gramas), sendo plantados em vasos plasticos com capacidade
de 3,5 L (litros). Os vasos, com massa média de 185 g, foram preenchidos até que o
conjunto vaso + tolete + solo atingisse massa de 3.800 g (um volume médio de solo de
2,8 L), com solo latossolo vermelho escuro, textura média.

Os toletes de cana-de-agucar cresceram em casa de vegetacao inicialmente sem
controle de temperatura e umidade. A partir do 41° ao 48° dia de crescimento e durante
a fase de estresse hidrico controlou-se a temperatura (25 £ 3 °C), umidade relativa do
ar (média de 70 %) e luminosidade natural (transmitida através do plastico da casa de
vegetacao).

O volume de agua nos vasos foi mantido em, no maximo, 70 % dos poros do
solo preenchidos com agua, através de reposicdes diarias da massa de agua diminuida
pela evapotranspiragdo. Para se conhecer o volume de agua correspondente, utilizou-

se as seguintes equacgdes e consideragdes:

ds =ms/ Vs ds = densidade do solo seco (g / cm®)

ds = 3.520 / 2.800 — ms = massa do solo seco (g)
ds = 1,2571 g / cm® Vs = volume do solo seco (cm®).




a=[1-ds/dP]x100
a=[1-1,2571/2.65]x 100
o = 52,56 %

Va=Vsxax X%
Va =2.800x52,56 % x 70 %
Va =1.030 cm®

Considerando-se a densidade da 4gua como sendo igual a 1 (da = 1 g / cm®),

deveriamos manter a massa do conjunto com agua em um maximo de 4.830 g (= 95 +

185 + 3520 + 1030).

A primeira coleta foi feita no 49 ¢ dia (considerado o dia 1 sem reposi¢cdo de
agua). A partir de entdo, a cada quatro dias foram feitas coletas das amostras de
palmito (com tamanho médio de 8 cm) e afericdes da massa das plantas submetidas ao
estresse hidrico (5, 9, 13 e 17 dias). Na figura 2 podemos observar a localizacao do

—>

—>

palmito coletado nos dias de estresse.

A
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a = volume total de poros do solo (%)
dP = densidade das particulas soélidas
do solo (2,65 g/ cm?®).

Va = volume de &gua (cm®)
X % = porcentagem de poros do solo

que devem conter agua.

Figura 2. (A) Esquema de uma pléantula de cana-de-agucar sinalizando o local da

amostragem. (B) Corte transversal evidenciando a regiao central do
palmito (Fonte: CLEMENTS, 1980).
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As amostras foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido para serem

posteriormente armazenadas a -80 °C.

4.2 Extracao de RNA total

O RNA total foi isolado de cada uma das amostras (1, 5, 9, 13 e 17 dias de
estresse hidrico). As extracdes de RNA foram realizadas de acordo com a metodologia
e o reagente Trizol, da Invitrogen, transferindo 0,3 g de tecido a um gral e iniciando a
pulverizacao utilizando o pistilo e nitrogénio liquido. A homogeneizag¢ao do pé do tecido
foi feita em 2 mL de Trizol. O homogeneizado foi transferido para um tubo de centrifuga
de vidro (Corex) de 15 mL. As amostras foram incubadas por cinco minutos a
temperatura ambiente (23°C). Foram adicionados 0,4 mL de cloroférmio para cada 1 mL
do reagente Trizol e, entdo, as amostras foram agitadas vigorosamente em vortex e
incubadas por 3 minutos a temperatura ambiente. As amostras foram centrifugadas a
12.000 x g por 15 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi transferido para um tubo Corex de
15mL e o RNA foi precipitado pela adicao de 0,4 mL de alcool 2-propanol para cada 1
mL de reagente Trizol usado na homogeneizagao inicial. A mistura foi mantida a
temperatura ambiente por 10 minutos e depois centrifugada a 12.000 x g por igual
periodo, a 4°C. O precipitado foi lavado com etanol 75% (1 mL de etanol para cada 1
mL de reagente Trizol utilizado na homogeneizacéo inicial). As amostras foram agitadas
vigorosamente em vortex e centrifugadas a 7.500 x g por 5 minutos. O precipitado de
RNA foi dissolvido em 0,1 mL de agua livre de RNAse (4gua tratada com
dietilpirocarboneto) e armazenado a 80°C.

A quantificacdo do RNA extraido foi feita em biofotbmetro (Eppendorf), na
diluicdo de 1:10 (v/v). As medidas de absorbancia foram realizadas nos comprimentos
de onda de 260 e 280nm, utilizando-se agua/DEPC para o ajuste inicial do aparelho. A
qualidade do RNA foi analisada por eletroforese em gel de agarose 1,5% (p/v) contendo
6,7% de formaldeido (v/v).
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4.3 Levantamento das principais enzimas de interesse pertencentes as vias
metabdlicas de plantas

A selecao das principais enzimas pertencentes as vias metabdlicas de plantas
foram pesquisadas em livros e sitios especializados na internet. Apos a selecao destas
enzimas, procurou-se na pagina do projeto SUCEST as ESTs relacionadas as mesmas.
A escolha das ESTs mais representativas de cada enzima (aquelas que apresentavam
sequéncias contendo o0 maior numero de bases correspondentes ao comeco do gene)
foram selecionadas para compor as membranas de macroarranjo. As ESTs escolhidas
tiveram as sequiéncias de nucleotideos comparadas com as seqiiéncias depositadas no
banco de dados internacional GENBANK (NCBI) por meio do algoritimo BLAST-X. As
ESTs foram consideradas representativas quando o valor do e-value foi menor ou igual
a1x107?

4.4. Preparacao de membranas para macroarranjo

Para realizacdo do ensaio foi utilizado um conjunto de cinco membranas de alta
densidade confeccionadas a partir do DNA plasmidial de clones das ESTs
selecionadas, oriundos de diferentes bibliotecas de cDNA do projeto SUCEST. Uma
membrana foi utilizada para cada tratamento realizado em triplicata, respectivamente.
As amostras de DNA plasmidial contendo as ESTs de cana-de-agucar foram obtidas por
meio de micro-preparacao realizada através de lise alcalina em placas de 96 pocos.
Foram transferidas 1.202 amostras de DNA plasmidial para membranas de nailon de 85
x 125 mm, carregadas positivamente (Genetix), com o auxilio de um sistema
automatizado (Q-BOT-GENETIX-UK) do Centro Brasileiro de Estocagem de Clones
(http://www.bcccenter.fcav.unesp.br/). As amostras foram depositadas em duplicata

com espagamento de 900 micron entre pontos, num arranjo 3x3, perfazendo um total
de 2.404 pontos por membrana. Para o monitoramento de hibridagdes ndo-especifica, o

ponto central de cada arranjo nao recebeu amostra, representando, assim, o controle
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negativo. Apos a transferéncia do DNA, as membranas foram submetidas a tratamento
em solugao de denaturacao (NaCl 1,5M e NaOH 0,5M) e de neutralizacdo (NaCl 1,5M e
Tris Base 1M pH 7) por 5 e 10 min., respectivamente e, logo em seguida, o DNA foi
imobilizado na membrana por meio de irradiacdo com luz UV (1600 joules/cm?),

seguindo as recomendacgdes do fabricante (Genetix,UK).

4.5 Hibridacoes

4.5.1 Sintese da sonda de cDNA

As sondas de cDNA foram sintetizadas seguindo o protocolo descrito por
SCHUMMER et al. (1999) com algumas modificacoes.

Em um tubo de centrifuga estéril foram adicionados 30 ug de RNA total e 156
pmoles de Oligo dT18VN (Invitrogen), resultando em um volume final de 7,5 uL. A
mistura foi mantida a 75 °C durante 10 minutos e, em seguida, transferida para o gelo.
Foram adicionados a reagdo: 5,0 pL de tampdo de sintese de primeira fita (5x,
Invitrogen); 2,5 uL DTT (100mM); 2,0 uL RNAguard; 2,5 yL de dNTPs (dATP, dGTP e
dTTP a 10mM cada) e 3uL **P-adCTP (30 uCi). Incubou-se a reagao durante 5 minutos
a 42 °C sendo, em seguida, adicionado 1,25 uL da enzima Superscript |l (Invitrogen,
200U/uL). Apds uma rapida centrifugacao, a amostra foi mantida por 30 minutos a 42
°C. Apods esse periodo, foi adicionado 1,25 uL de dCTP sem marcacédo radioativa
(10mM) e a reagdao novamente incubada a 42°C durante 2 horas. Em seguida,
adicionou-se 1,0 uL de Poly-A (2,0 ug/uL) e a reacao foi desnaturada a 94 °C por 5
minutos. Apds a desnaturacdo, foram adicionados 1,4 uL de NaOH 5 M e a reacgao
mantida a 37 °C durante 15 minutos. A seguir foram adicionados 1,8 uL HCIl 3,94 M e
7,0 uL Tris-HCI 1,0 M pH 7,5. Para a purificacdo da sonda, o volume da reacgao foi
ajustado para 50 uL com agua deionizada e estéril. A sonda foi purificada, para a

retirada de nucleotideos livres através de uma coluna Sephadex G-50 equilibrada com
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STE (0,1 M NaCL, 10 mM Tris HCL (pH 8,0), 1 mM EDTA (pH 8,0)) a qual foi montada
em uma seringa de 1,0 mL contendo 1& de vidro siliconizada em sua extremidade
inferior (SAMBROOK et al., 1989). Através de centrifugacdo a 4.000 rpm (centrifuga
clinica) durante 4 minutos, o volume eluido da coluna foi recuperado em um novo tubo
estéril. Em seguida, 100 uL de STE foram adicionados a coluna e, apdés nova
centrifugagao a 4.000 rpm durante 4 minutos, o volume eluido foi coletado e adicionado
ao obtido anteriormente. A incorporagéo radioativa nas fitas de cDNA (sonda) foi
avaliada por meio de um cintilador liquido (Beckman LS6500, USA) e, apos esta leitura,
a sonda foi desnaturada a 95 °C durante 5 minutos e, em seguida, mantida no gelo até
o momento de ser adicionada a solugdo de hibridagdo nos frascos contendo as

membranas.

4.5.2 Pré-hibridacao e Hibridacao das Membranas de Alta Densidade

As membranas foram colocadas, inicialmente, em solucdo SDS 0,1% fervente,

para redugédo do background. As pré-hibridacdes e hibridagdes foram realizadas como
descrito em (http://www.tree.caltech.edu/protocols/overgo.html). As membranas foram

colocadas em frascos cilindricos (15 x 3,5 cm) contendo a solucdo de pré-hibridacao
(1,0 % (p/v) de BSA (Fraction V, Sigma); 7,0 % de SDS (99,9%); 0,5 M de tampéao
fosfato de sodio pH 7,0 e 1,0 mM de EDTA) e incubadas em forno de hibridacdo Hybaid
(HalbrooK, NY) a 58 °C, com rotacdo dos frascos por 4 horas, durante a primeira
utilizacdo das membranas. Utilizou-se um volume de 10 mL de solucao de pré-
hibridacdo por membrana. A solugcédo de pré-hibridagdo foi mantida nos frascos durante
o periodo de hibridacdo visto que, a solucdo de hibridagdo apresenta a mesma
composicao que a anterior. Apds a purificacao e desnaturacdo das sondas, durante 5
minutos a 95 °C (descrito no item 4.5.1), elas foram adicionadas nos frascos, contendo
as membranas € a solugao de pré-hibridagéao e, entdo, realizada a hibridacao durante

18 horas a 58 °C. Apoés este periodo, as membranas foram lavadas.



19

4.5.3 Lavagem das membranas

Apos a hibridagcao, as membranas foram lavadas para retirada do excesso de
sonda e das hibridacdes inespecificas. Esse processo foi executado por 3 vezes, por
periodos de 30 minutos cada, a 58 °C, de maneira sucessiva, com aproximadamente
100 mL das seguintes solugdes: 2 x SSC + 0,1% SDS; 1,5 x SSC + 0,1 % SDS; 0,5 x
SSC + 0,1 % SDS. Apoés a ultima lavagem as membranas foram removidas da solugcao
e seladas para exposicdo em cassetes (Imagem Plate-Fuijifilm) por um periodo de 96
horas. Em seguida, procedeu-se a digitalizagcdo da imagem através de um leitor de
fésforo radioativo (Phosphoimager FLA3000-G -Fuijifilm, Tokyo) o qual gerou imagens
digitalizadas que foram armazenadas em midia digital (Compact Disc) para posterior

anélise.

4.6 Remocao da sonda

Cada membrana foi hibridada trés vezes com sondas preparadas de maneira
independente. Para a remoc¢édo da sonda as membranas foram lavadas 2 vezes, por
periodos de 15 minutos a 65 °C, com 100 mL de solugéo (pré-aquecida a 65 °C) por
membrana contendo 0,4 N NaOH + 0,1 % SDS e depois lavadas 2 vezes a temperatura
ambiente com uma solug¢ao de 0,1 % SDS + 0,1 % SSC + 0,2 N Tris-HCI pH 8,0. As
membranas foram novamente seladas e colocadas nos cassetes por periodos de 96
horas. A eficiéncia da remocao da sonda foi monitorada repetindo-se o processo de
leitura do sinal obtido pelo fésforo radioativo.

4.7 Analise estatistica dos dados

As imagens geradas foram analisadas, usando-se o programa ArrayVision 8.0
(Image Research / Amersham Biosciences), o qual transforma a intensidade luminosa

emitida por um ponto da membrana em valor numérico. Previamente, foi informado ao
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programa um mapa indicando os locais da membrana onde existia sonda e onde néo
existia. Do mesmo modo, também foi informado 0 nome da sonda correspondente a um
dado ponto da membrana. Logo, para cada imagem obtida de uma dada membrana, o
programa gerou uma tabela contendo um numero de linhas igual ao numero de
pontos/ESTs presentes na membrana, incluindo os pontos que s6 apresentam DMSO
em sua composicao (controle negativo). Essa tabela contém pelo menos trés colunas: a
primeira contém a identificagdo do ponto, LR, por exemplo, uma possui os valores
referentes a emissao de fundo (“background”) e uma outra possui os valores referentes
ao sinal emitido pelo interior do ponto/EST (“foreground”). Uma vez que foram
realizadas trés repeticbes para cada ponto de analise (1, 5, 9, 13 e 17 dias) ao final
foram obtidas 15 imagens, que, apds analise com o ArrayVision, geraram 15 tabelas
distintas.

As tabelas geradas pelo programa ArrayVision 8.0, em formato texto delimitado
por tabulacdes, foi lida no programa estatistico R em ambiente GNU Linux Debian 3.2.
No ambiente estatistico R, a qualidade dos arranjos foi avaliada por meio da
visualizagao grafica, as intensidades foram normalizadas e as subsequientes analises
estatisticas realizadas. O pacote, para o programa R limma foi utilizado para averiguar a
qualidade, para realizar as normalizacdes e para identificar os genes diferencialmente
expressos. Antes do processo de normalizacdo, os valores referentes a emissao de
fundo foram subtraidos do respectivo valor colhido para o ponto onde se localizava a
sonda, gerando o valor liquido para o respectivo ponto. Em seguida, geraram-se
gréaficos do tipo box plot para verificar a necessidade de se realizar uma normalizacao.
Se verificada essa necessidade, esta foi feita globalmente, aplicando o método VSN
(HUBER et al., 2002), e sua eficacia foi averigiiada produzindo e observando o0 mesmo
tipo de grafico observado antes da normalizagdo. Ap6s a normalizacao, realizaram-se
os procedimentos estatisticos e os genes diferencialmente expressos em cada situacao
de interesse foram identificados, com uma significancia de 5% (p—value-<0,05). A fim de
controlar a selecédo de falsos positivos, utilizou-se um valor de FDR igual a 0,05 para
selecionar os genes significativos, ou seja, dentre todos 0s genes selecionados, a taxa
de falsos positivos estara, estatisticamente, sempre abaixo de 5%.



21

4.8 Analise por ferramentas de bioinformatica

As sequéncias foram analisadas no Setor de Bioinformatica do Laboratério de
Bioguimica e Biologia Molecular da FCAV/UNESP e submetida aos bancos de dados de
nucleotideos para identificacdo da sequéncia de EST utilizada. A andlise buscou a
identificacao e localizacdo das proteinas por eles codificadas nas vias metabdlicas ja
citadas. Para isso, utilizaram-se inicialmente, ferramentas de identificacdo como
Proteome Analist 2.0, e, em seguida, bancos de dados publicos de motivos e dominios
de proteinas (Prosite, Pfam, ProDom, Interpro, entre outros). Apds a busca nos bancos
de dados publicos, os clones foram agrupados nas categorias propostas pelo SUCEST,
denominadas: metabolismo de  aminoacido; bioenergética; comunicacao
celular/transducao de sinal; dindmica celular; metabolismo de DNA; metabolismo de
lipideos, acidos graxos e isoprendides, elementos genéticos moveis; metabolismo de
nitrogénio, enxofre e fosfato; metabolismo de nucleotideos; crescimento e
desenvolvimento de plantas; metabolismo de proteinas; metabolismo e transcricao de
RNA; metabolismo secundério; proteinas de estocagem; resposta a estresse;
transporte; proteina putativa e ndo classificada. O agrupamento se deu com base na
funcao bioldgica exercida pela proteina.
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V. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Material vegetal, condicoes de estresse e coleta dos tecidos

Os dados referentes aos dias de supressao da rega a partir do 49° dia estéao
apresentados na Tabela 1. Observou-se que as plantas controle apresentavam 66,2%
da capacidade de campo. No 5° dia houve uma reducdo bastante acentuada na
capacidade de campo, e no 9° dia provavelmente estas encontravam-se em ponto de

murcha permantente e no 17° dia apresentaram morte aparente.

Tabela 1. Caracteristicas das amostras obtidas.

Dias de % de poros do
Lote de supressao de solo

palmitos rega a partir com agua
coletados do plantio

1 49 =48 + (1) 66,2

5 53 =48 + (5) 20,7

9 57 =48 + (9) 10,5

13 61 =48 + (13) 0

17 65 =48 + (17) 0

5.2 Integridade do RNA total

Os resultados obtidos na quantificagdo dos diferentes RNAs apresentaram
densidade optica ( A%%/Asg0)em torno de 1,8. A integridade do RNA total demonstrada
através de eletroforeses em géis de formaldeido - agarose 1,5 % esta apresentada na
Figura 3.



23

28 S
18 S

Figura 3: Eletroforese, em gel desnaturante de agarose 1,5 % a 88 volts por
1,5 hora. Foram aplicados 5 ug de RNA total extraido de palmito de
cana-de-acucar da variedade SP80-3280. (1) RNA total extraido de
amostra submetida a 1 dia de supresséao de regra, (2) 5 dias, (3) 9
dias, (4) 13 dias, (5) 17 dias de supressao de rega.

Conforme observado na Figura 3, a andlise da qualidade do RNA total das
amostras, baseado na presencga de bandas dos rRNAs (RNAs ribossémicos) 28S e 18S
demonstram a integridade do RNA total. A quantificacéo e a integridade do RNA total
extraido sdo necessarias, uma vez que a eficiéncia do processo de hibridacao é
influenciada por diversos parametros experimentais, em especial, pela qualidade e
quantidade de RNA utilizado na sintese da sonda de cDNA (FELIX et al., 2002).

5.3 Perfil de Expressao Génica

A técnica de macroarranjos de cDNA foi empregada com o objetivo de identificar
0 padrao de expressao génica nas amostras do palmito de cana-de-agUcar da
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variedade SP80-3280 submetida a estresse hidrico. O perfil de expressédo génica pode
ser observado pelo contraste entre membranas do dia 1 (controle) com os demais
intervalos de 5, 9, 13 e 17 dias de supressdao da rega, para identificar ESTs
diferencialmente expressas na cinética proposta (Figura 4).

A) B) 0

Figura 4: Imagens digitalizadas das membranas de macroarranjos (85x125 cm),
contendo 1.202 clones em duplicata, hibridadas a partir de 30 ug de
RNA total de palmito de cana-de-acucar, em diferentes intervalos de
supressdo de rega, marcados com **P-adCTP. (A) 1 dia, (B) 5 dias,
(C) 9 dias, (D) 13 dias, (E) 17 dias de supressao de rega.

Na Figura 4 observa-se as imagens digitalizadas das membranas de
macroarranjos exemplificando o perfil de expressdo em cada intervalo de coleta das
amostras de cana-de-agucar. Pode-se observar que a imagem das membranas
hibridadas com sondas produzidas a partir de amostras de cana-de-agucar submetidas
ao nono dia (C) de supressao da rega apresentaram um perfil de expressao diferente
quando comparado aos demais dias, sendo possivel observar que houve um maior
numero de pontos hibridados neste dia e um menor nimero no décimo sétimo dia (E).

Estes resultados estdo correlacionados com a diferenca observada na intensidade de
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sinais obtidos para um determinado ponto (EST), ap6s hibridagdo com cDNAs da planta
em condicao controle ou estressada, que refletem, em ultima instancia, as quantidades

de RNAs mensageiros produzidos em ambas condi¢des.

5.4. Analise estatistica dos dados

Apds a hibridagdo das membranas, os sinais radioativos emitidos pelos clones
ESTs foram quantificados através do programa ArrayVision 8.0 (Imaging Research,
Canada) e os dados numéricos obtidos foram transformados em logaritmo na base 2,
de forma a torna-los dados paramétricos. A fim de possibilitar a comparacao entre
diferentes experimentos de macroarranjos, a estabilizagcdo das varidncias e uma
normalizacdo foram aplicadas aos dados através do pacote VSN. Com este pacote, o
controle de qualidade foi investigado por meio de graficos estatisticos apropriados,
sendo eles: diagrama de caixas (boxplots), antes da normalizacdo (Figura 5) e

diagrama de caixas (boxplots) pés normalizacao (Figura 6).

e Ca " i e

Dia Dia Dia Dia Dia

1 5 9 13 17

Figura 5. Diagrama de caixas (boxplots) de todos os dados da
variedade de cana-de-acucar SP80-3280 antes de serem

normalizados.
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Dia Dia Dia Dia Dia
1 5 9 13 17
Figura 6. Diagrama de caixas (boxplot) de todos os dados da

variedade de cana-de-agucar SP80-3280 apds a

normalizagao.

Na Figura 6, observou-se que apdés a normalizagdo dos dados, estes
apresentaram-se dentro de uma distribuicdo normal, sendo entao aplicadas as anélises
estatisticas para a interpretacdo dos resultados. Apds a realizagcado desta andlise, um
gene (EST) foi considerado diferencialmente expresso, quando seu p-value foi menor
que 5% e o B estatistico maior do que zero.

5.4.1 Separacao dos genes: Induzidos e Reprimidos

Apés a normalizagdo dos dados, as ESTs foram separadas em dois grupos,
induzidos e reprimidos, para cada dia de estresse. Observou-se que a quantidade de
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genes induzidos foi menor no dia 5 e maior no dia 9 e para os demais dias, ndo

diferindo muito do dia 9 (Fiqura 7).
56
54 -
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40 : :

N N N N
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) O ¢ A
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Figura 7: Gréfico da porcentagem de clones induzidos e reprimidos nos dias 5, 9,

13 e 17 de inducao ao estresse hidrico em comparacdo com o dia 1.

5.5 Analise por Ferramentas de Bioinformatica

5.5.1 Categorizacao dos Dados

Apos a realizagdo da andlise estatistica, as sequéncias utilizadas neste trabalho
foram submetidas aos bancos do NCBI para identificagdo da proteina codificada
(BLASTx), as quais foram agrupadas de acordo com a categorizacao proposta por
TELLES et al. (2001), como mostrado na Figura 8.

Os dados da Figura 8 indicaram que as quatro categorias com a maior
porcentagem de ESTs expressas nas membranas, em ordem decrescente, foram:
[SC.2] Bioenergética, [SC.13] Metabolismo secundario, [SC.1] Metabolismo de
aminoacido e para quarta categoria houve uma mudanga a partir do dia 5 de estresse
hidrico, alterando de [SC.11] Metabolismo de Proteina para [SC.15] Resposta ao
Estresse, embora essa diferenca no dia 5 seja muito pequena (6,00% e, 5,33%

respectivamente).
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5.6 Expressao dos genes na Categoria de Bioenergética: Via do Metabolismo de
Acucar e Amido

Os resultados indicaram que a categoria de Bioenergética foi a que apresentou a
maior porcentagem de ESTs expressas em todos os dias de estresse hidrico. Como a
parte da cana-de-agucar estudada foi o palmito, que refere-se a uma regido composta
essencialmente de células meristematica e estritamente dependentes dos produtos da
fotossintese (acucares), enfatizou-se as proteinas relacionadas a Via do metabolismo
de Agucar e Amido. Esta via contém 34 ESTs, tais como a Invertase de parede celular,
sacarose fosfato sintase e sacarose fosfato fosfatase (sintese de sacarose); trealose
fosfato sintase e trealose fosfato fosfatase (sintese da trealose) e a hexoquinase
(Tabela 2).
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5.6.1 Invertase de parede celular

Existem duas formas de invertase, uma com um pH acido étimo, e a outra que
inicia muitas atividades sobre condicées alcalinas. Estas formas tém funcdées em
diferentes compartimentos celulares: invertase alcalina no citosol e a invertase &cida no
vacuolo e na parede celular (BUCHANAN et al, 2000). A reacdo catalisada pela

invertase é irreversivel na reagao de hidrolise da sacarose (Figura 9).

HOCH, O H H © OH
.J< H HO ; , H
o) CH,OH Invertase CH,OH
OH H OH H

Sucrose Glucose Fructose

Figura 9. Degradagao da Sacarose pela Invertase (Fonte: BUCHANAN et al., 2000).

Ao chegar a célula de armazenamento no parénquima, a sacarose € invertida
através da mediacdo de uma invertase acida ligada a parede celular. Os produtos,
frutose e glicose, prontamente se difundem de fora para dentro da area metabdlica, e
com igual facilidade podem se difundir de volta para o meio externo (MOORE, 1995).

A Figura 10 mostra que a EST (SCCCRT1C06D06) que codifica a enzima
invertase de parede celular (INV EC 3.2.1.26) foi induzida a partir do nono dia,
indicando que provavelmente neste periodo houve um aumento na hidrélise da

sacarose.
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Inverisie (Parede cellulary
SCCCRTICOSD0S

CoaDs Iaalll Chal® CoaDl Chal3 _Txall Taal? Chall

Dias de estresse hidrico

Figura 10. Indugéo da EST que codifica a enzima Invertase de Parece Celular.

De acordo com o resultado obtido neste trabalho, alguns autores acreditam que a
invertase de parede celular seja necessaria para a absor¢do da sacarose pela célula,
ao hidrolisa-la em acucares menores (MOORE, 1995; ALEXANDER, 1973). Segundo
ALBERTSON et al. (2001), a invertase acida de parede celular ainda € muito pouco
caracterizada na cana-de-acucar e em outras espécies, tendo sido objeto de estudo de

poucas pesquisas, principalmente se comparada com a Invertase Acida SolGvel (SAl).

5.6.2 Sintese da Sacarose

A sacarose fosfato sintase (SFS EC:2.4.1.14) € a principal enzima que controla a
biossintese de acucar em plantas superiores, catalizando a reagdo de formacao de
sacarose-6-fosfato a partir da frutose-6-fosfato e UDP-glicose. Na segunda reacéo, a
enzima sacarose fosfato fosfatase (SFF EC 3.1.3.24) fosforila a sacarose-6-fosfato em
sacarose (HUBER, S. C. & HUBER, J. L., 1996) (Figura 11).
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CH,OH
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Figura 11. Sintese da Sacarose pela Sacarose Fosfato Sintase e Sacarose
Fosfoto Fosfatase (Fonte: BUCHANAN et al.,2000).

Neste trabalho, uma EST (SCCCST2001G08) que codifica a enzima SFS
mostrou-se induzida nos dias 9 e 17 e a EST (SCUTRZ3103C01) que codifica a enzima
SFF foi induzida em todos os dias, indicando que a via de sintese de sacarose
provavelmente esta ativa (Figura 12).
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33
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Figura 12. Inducdo das ESTs que codificam as enzimas (A) SFS e (B) SFF.

Os resultados obtidos neste trabalho estdo de acordo com INDRA DEWI &
SUGIHARTO (2001), que verificaram um aumento no conteldo de sacarose de quase
trés vezes durante os nove dias em plantas de cana-de-agucar nao irrigadas. Esta
mudanc¢a no conteudo de sacarose foi devido ao aumento da atividade da SPS.
Concomitantemente, este aumento ativa a principal enzima fosfoenolpiruvato
carboxilase (PEP) que assimila carbono em células fotossintéticas C4. Por outro lado, a
enzima que assimila o nitrogénio, a nitrato redutase, diminuiu durante este periodo.

Estes resultados implicam que o déficit hidrico aumenta as enzimas que assimilam o
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carbono, especialmente a SPS, para aumentar o conteudo de sacarose que atua como
um osmoregulador e mantém um gradiente potencial de agua favoravel através da
membrana celular (SUGIHARTO, 2004). Estudos em espécies de Populus tém
verificado um aumento da sintese de sacarose e outros agucares sollveis, em resposta
ao estresse hidrico, assim como acumulo de proteinas de estresse hidrico e sacarose
sintase (PELAH et al., 1997).

5.6.3 Biossintese de Trealose

Com o acumulo de sacarose no meristema apical, a planta percebe que esta
sofrendo algum tipo de estresse, e com isso induz a sintese de trealose. Este
dissacarideo nao-redutor € um agucar raro em plantas e é o mais efetivo osmoprotetor
em termos de concentragcdo minima requerida (CROWE et al., 1992). Nas plantas
superiores a trealose ndo é geralmente acumulada, sendo até mesmo considerado
téxica. A via de biossintese da trealose ocorre em duas reacdes, sendo a primeira
catalisada pela enzima trealose fosfato sintase (TFS EC 2.4.1.15) e envolve a
transferéncia de glicose a partir de UDP-glicose a glicose-6-fosfato, obtendo desta
forma a trealose-6-fosfato (T6F) e uridina difosfato (UDP). Na segunda reacdo, a
enzima trealose fosfato fosfatase (TFF EC 3.1.3.12) entdo converte a trealose-6-fosfato
em trealose livre (CHEN & HADDAD, 2004; SCHLUEPMANN et al., 2004; KOSMAS et
al., 2006) (Figura 13).

P8 \ PP

treC ‘
UDPG+GeP ¢ | TPH Trehalose

otsA /"’* T6P . ofsB

fref
Glucose ¢«  lrehalase

TFS: Trealose Fosfato Sintase
TFF: Trealose Fosfato Fosfatase

Figura 13. Biossintese da Trealose pela enzima TFS e TFF.
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A Figura 14 mostrou a indu¢do em todos os dias de estresse hidrico das ESTs
que codificam a enzimas TFS (SCBFRT1064F09) e TFS/F (SCJLLR1011AQ9). Segundo
NODA (2003), que trabalhou com a mesma variedade e tecido de cana-de-agucar
(SP80-3280) submetida ao estresse hidrico, utilizando a técnica de biblioteca de cDNA
observou que o nivel de expressao relativa da TFS foi 6,5 vezes maior em suas
bibliotecas (LR3 e LR4), quando comparadas com as bibliotecas do projeto SUCEST
nao estressadas (LRsc). DEDEMO (2006), que utilizou a técnica de macroarranjo com
cDNA de folhas de cana-de-acucar submetidas ao estresse hidrico, observou a inducéo
da enzima TFS na variedade tolerante (SP80-2847) e sensivel (SP90-1638). Ja a
enzima TFF foi reprimida na variedade tolerante e induzida na sensivel.

putative trehalose-6-phosphate synthase

A SCBFRT1064F09

6,6

6,4

6,2

Mmoo

5,8

5,6

‘0 m

5,2 : . T
Dia05_Dia01 Dia09_Dia01 Dia13_Dia01 Dia17_Dia01

Dias de estresse hidrico

putative trehalose-6-phosphate
B svnthase/phosphatase

SCJLLR1011A09

2,51
1,5

M
1
0,5 1
0

Dia05_Dia01  Dia09_Dia01  Dia13_Dia01  Dia17_Dia0O1
Dias de estresse hidrico

Figura 14. Inducdo das ESTs que codificam as enzimas (A) TFS e (B)TFS/F.
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KOSMAS et al. (2006) observaram que o gene para a enzima trealose-6-fosfato
sintase compreende trés regides codificantes, apresentando uma Unica copia no
genoma de algodéo revelado em analises de Southern blot. Os niveis de expressao,
determinados semi-quantitativelmente, indicaram que o gene esteve expresso em todos
os tecidos do algodoeiro, todos sob as mesmas condicdes de disponibilidade de agua,
sendo 0s maiores niveis de expressdao observados principalmente nas folhas e em
raizes estressadas quando comparados com os tecidos n&o estressados.

ROMERQO et al. (1997), trabalhando com os genes de levedura CIFI em plantas
transgéncias de tabaco, observaram que a codificacdo da trealose-6-fosfato sintase é
suficiente para determinar o acumulo de trealose e esta acumulagao altera o

metabolismo de carboidrato, induz mudancas morfologicas e provavel tolerancia a seca.

5.6.4 Hexoquinase

No primeiro passo da glicélise, a glicose é ativada para as reagdes subsequentes
pela sua fosforilagdo em C-6 para liberar a glicose-6-fosfato; o doador de fosfato é o
ATP. Esta reacao € irreversivel sob as condi¢des intracelulares e é catalisada pela
hexoquinase (HXQ EC:2.7.1.1) (Figura 15).
CH,0H
H H

H H
HDO OH

H OH
Glucose

ATP
hexokinase
aADP

"0—P—0CH,
o
H/lL H
H H
HO OH

H OH
Glucose G-phosphate

Figura 15. Uso de ATP pela Hexoquinase para fosforilar a glicose.
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O nome comum quinase € aplicado a todas as enzimas qua catalisam a
transferéncia do grupo fosfato terminal do ATP para um receptor nucleofilico qualquer
de uma hexose, no caso da hexoquinase. A hexoquinase catalisa a fosforilagdo nao
apenas da D-glicose, mas também de certas outras hexose comuns, como a D-frutose
e a D-manose (NELSON & COX, 2002). Neste trabalho, uma EST (SCJLRT1017E04)

gue codifica a enzima HXQ foi reprimida (Figura 16).

Hexokinase 1
SCJLRT1017B04

Dia05_Dia01 Dia09_Dia01 Dia13_Dia01 Dia17_Dia01

Dias de estresse hidrico

Figura 16. Repressdo da EST que codifica a enzima Hexoquinase.

Este resultado confirmou o obtido com as enzimas TFS e TFS/F que foram
induzidas e provavelmente houve uma producédo de moléculas de trealose. Quando ha
um aumento da trealose, ocorre uma diminuicdo na fosforilagdo das moléculas de
glicose e frutose pela enzima hexoquinase (HXQ), sugerindo a regulagéo da via da
glicolise visto que esta enzima atua na etapa inicial do processo respiratorio.
BLASQUES et al. (1993) observaram em leveduras que a trealose-6-fosfato inibe a
fosforilacdo dos agucares. Tal situacao condiz com o estado de estresse hidrico em que
a planta se encontra, restringindo o rendimento fotossintético (MUNNE-BOSCH et al.,
2001, KRIEGER-LISZKAY, 2004) e sinalizando os tecidos meristematicos sobre uma
reducao na atividade de crescimento (GIBSON, 2005).
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5.7 Expressao dos Genes na Categoria do Metabolismo Secundario: Metabolismo
da Glicina Betaina

Os produtos secundarios naturais influenciam nas interacdes ecoldgicas entre a
planta e o ambiente (BUCHANAN et al., 2000).

As betainas sdo compostos de amdnio quaternario em que o atomo do nitrogénio
é metilado totalmente. As betainas mais comuns nas plantas incluem a glicina betaina,
prolina betaina, B-alanina betaina, colina-O-sulfato e 3-dimetilsulfo-niopropionato
(RHODES & HANSON, 1993; MCNEIL et al., 1999). O acumulo de glicina betaina é
associada a uma regulacao positiva da expressao do gene da colina monooxigenase
(CMO) e da betaina aldeido desidrogenase (BADH) concomitantemente, assim,
conduzindo a uma atividade enzimatica elevada.

Na categoria do metabolismo secundario foram expressas 2 ESTs
correspondente a via do metabolismo de glicina betaina, sendo estas: colina

monooxigenase e betaina aldeido desidrogenase (Tabela 3).
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A glicina betaina parece ser um determinante critico da tolerédncia ao estresse.
Seu acumulo é induzido sob condicoes de estresse e essa concentracdo é
correlacionada com o nivel da tolerancia (RHODES & HANSON, 1993). Em plantas
superiores, a glicina betaina é sintetizada a partir da colina em dois passos da via. CMO
(EC 1.14.15.7) é a primeira enzima da via que cataliza a oxidacao da colina para
betaina aldeido, uma monooxigenase incomum dependente de ferredoxina (Fd). No
segundo passo, a enzima BADH (EC 1.2.1.8) catalisa a oxidagdo da betaina aldeido
para glicina betaina (KOTCHONI & BARTELS, 2003; BUCHANAN et al., 2000) (Figura
17).

H,C
Y
H,C —/N‘— CH;—CH,OH
HyC
Choline

0, + 2+ 2 Fdp

| Choline monooxygenase

2 HyO + 2 Felxg, m

HyC J/O
Hqc "‘/“Nﬁ_ ':H:‘ C \
H,C H

Betaine aldehyde
R, S (R
e Betaine aldehyde
e dehydrogenase
ZNADHE -
e

HyC
HyC — N"—CH,— CO0
o
H,C
Glycine betaine

Figura 17. Esquema da via da sintese da glicina betaina pelas enzimas CMO
e BADH (Fonte: BUCHANAN et al.. 2000).

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que as ESTs que codificam as
enzimas CMO (SCJFHR1030B02) e BADH (SCQGHR1013A09) que fazem parte da
sintese de glicina betaina, foram induzidas nos diferentes dias de estresse hidrico.
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Observou-se que houve uma maior indugéo no dia 13 para a enzima CMO, sendo que
no ultimo dia de estresse diminuiu o nivel de indugdo. Com relagdo a enzima BADH,
esta foi reprimida no dia 1 de estresse e nos demais dias ocorreu uma inducao
constante. A indugé@o destas duas enzimas é um forte indicativo de que a via de sintese
da glicina betaina foi ativada, sugerindo que a mesma que € requerida para proteger a
planta, mantendo o contrapeso da agua entre a célula vegetal e o ambiente e
estabilizando as macromoléculas (CHEN & MURATA, 2002; RONTEIN et al., 2002).
(Figura 18).

choline monooxygenase
SCJFHR1030B02

1,65

1,6
M 155
1,5
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1,4 4 T T T

Dia05_Dia01  Dia09_Dia01 Dia13_Dia01 Dia17_Dia0O1
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Figura 18. Expressdo das ESTs que codificam as enzimas (A) CMO e (B)
BADH relacionadas a sintese da alicina betaina.
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CHA-UM et al. (2006) trabalhando com folhas de arroz com baixo potencial
hidrico, mostraram que o acumulo de glicina betaina pode contribuir significativamente
para o ajustamento osmético, facilitando a manutencdo do volume do cloroplasto e da
capacidade fotossintética. Além disso, segundo estes autores, no estresse salino, o
principal papel da glicina betaina seria, provavelmente, o de protecdo das células
vegetais por meio da preservacado do balango osmético; da estabilizacdo da estrutura
de proteinas-chave, tal como a Rubisco; da prote¢do do aparato fotossintético e de sua
atuacao como eliminadora de espécies reativas de oxigénio (ROS). WOOD et al. (1996)
isolaram dois clones de cDNA de Sorghum bicolor, BADH1 e BADH15, que codificam a
enzima BADH e observaram que a inducao desta enzima sob déficit hidrico aumentou o

acumulo de glicina betaina, o qual contribuiu no ajustamento osmético da planta.

5.8 Expressao dos Genes da Categoria do Metabolismo de Aminoacido:
Metabolismo da Prolina

A prolina assim como os demais solutos compativeis apresenta baixo peso
molecular, ndo €& carregada em pH neutro, é altamente soluvel e em altas
concentracdes tem pouco ou nenhum efeito perturbador em interagdes macromolécula-
solvente ou seja, ndo é toxica quando em altas concentragdes (CHEN & MURATA,
2002). Na categoria do metabolismo de amino&cido, foram expressas 7 ESTs
correspondentes a via de sintese da prolina, tais como a A-pirrolina-5-carboxilato

sintetase, ornitina 6-aminotransferase e prolil hidroxilase (Tabela 4).
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A prolina pode ser sintetizada por duas vias diferentes em plantas, uma originaria
do glutamato através da ag¢do das enzimas A-pirrolina-5-carboxilato sintetase (P5CS EC
2.7.2.11 + 1.2.1.41) e A-pirrolina-5-carboxilato redutase (P5CR EC 1.5.1.2) e outra, que
utiliza o aminoacido ornitina como precursor, através da agdo da enzima ornitina o-
aminotransferase (6-OAT, EC 2.6.1.13) (CLAUSSEN, 2005) que retira o grupo amino da
ornitina, formando o glutamico &-semialdeido (GSA) e subsequentemente consegue
converté-lo para prolina via Pirrolina 5-Carboxilase (P5C) (KISHOR et al., 2005) (Figura
19).
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Figura 19. Via alternativa da sintese de prolina em plantas (Fonte: BUCHANAN
et al., 2000).

Os resultados obtidos indicaram que na variedade de cana-de-agucar SP80-
3280, submetida ao estresse hidrico nos diferentes dias, apds as andlises estatisticas
dos dados de macroarranjos, uma EST (SCRLLR1038E09) similar ao gene da
biossintese do osmoprotetor prolina que codifica a enzima OAT encontra-se induzida
(Figura 20). Outra EST (SCCCLR2001F05) que codifica a enzima P5CS encontra-se
reprimida (Figura 21). Esta enzima catalisa a conversédo do L-Glutamato em y-glutamil
fosfato que é convertido em GSA pela enzima GSA redutase NADPH-dependente e
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este espontaneamente cicla para a forma P5C, a qual é convertida em prolina pela
enzima P5CR. Ha controvérsia sobre a importancia das duas vias biossintéticas
envolvidas na sintese de P5C. Estudos moleculares sugerem que a escolha da via a ser
seguida depende do status de nitrogénio da planta (HARE & CRESS, 1997). Sendo
assim, a variedade estudada provavelmente ndo esté sintetizando prolina pela via do

glutamato, mas sim pela via alternativa da ornitina.

putative ornithine-oxo-acid
aminotransferase
SCRLLR1038E09

Dia05_Dia01 Dia09_Dia01 Dia13 Dia01 Dia17_Dia01
Dias de estreese hidrico

Figura 20. Indugao da EST que codifica a enzima Ornitina g-aminotransferase

da via alternativa da sintese de Prolina.
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Figura 21. Represséo da EST que codifica a enzima P5CS.
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HARE & CRESS (1997) observaram em plantulas de soja sob estresse salino ou
por seca, que uma diminui¢do no pH intracelular implica em como um fator capaz de
eliminar o acumulo de prolina em plantas e, devido a sintese de prolina, preveniu uma
diminuicdo na respiragdo e a remogao do excesso de H'. Ha relatos na literatura de que
a prolina pode ser um componente da cascata de sinalizagdo molecular do estresse e
um constituinte principal de proteinas da parede celular de plantas (NEPOMUCENO et
al., 2001; DEUSCHLE et al., 2004) e também pode agir na regulacdo do pH, como um
mecanismo para aliviar a acidez citosolica, que € uma condicao freqientemente
associada com estresse (CHEN & MURATA, 2002). O acumulo de prolina é observado
sob condi¢des limitadas de agua (seca, salinidade ou estresse por frio) e durante
processos de dessecacao, tal como a maturagéo do pdlen (DEUSCHLE et al., 2004). A
enzima prolil hidroxilase (PH, EC 1.14.11.2) é uma dioxigenase vegetal que converte
prolina ao aminoacido pouco comum hidroxiprolina. Moléculas contendo hidroxiprolina
sdo encontradas na parede celular de todas as plantas. A sintese da hidroxiprolina, a
partir da prolina, difere da sintese de todos o0s outros aminoacidos, pois a rea¢ao ocorre
apdés a prolina ter sido incorporada na proteina e é, portanto, uma reacao de
modificagdo pds-traducional. Ela € uma enzima que requer L-ascorbato como um
modulador para o aumento de sua atividade (DAVEY et al., 2000). Sendo assim, neste
trabalho, observou-se a inducdo da EST (SCVPRT2083F04) que codifica a PH nos
periodos 13 e 17 dias, indicando que estd ocorrendo a conversdo da prolina em
hidroxiprolina (Figura 22).

prolyl 4-hydroxylase alpha-1
subunit precursor-like protein
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Figura 22. Inducado da EST que codifica a enzima Prolil Hidroxilase.
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Segundo ODA et al. (2005) tem sido relatado na literatura que o aminoacido
hidroxiprolina, da mesma forma que o aminoacido prolina, atua como osmoprotetor em
plantas sob estresse por seca e salinidade, e que GABA e alanina sdo também
produzidos em plantas sob estresse salino. DEDEMO (2006) observou uma EST similar
ao gene da enzima PH reprimida na cv sensivel de cana-de-acucar (SP90-1638),
durante os dois periodos de estresse hidrico. Em analise estatistica comparativa entre
as duas variedade nos periodos de estresse, a cv tolerante (SP83-2847) apresentou
valores que evidenciaram acumulo da EST similar a enzima PH. Este resultado pode
ser um indicio da producao de hidroxiprolina concomitante com a de prolina.

Estudos indicam que a prolina desempenha um importante papel durante o
desenvolvimento das plantas, servindo como uma fonte rapida e acessivel de energia
(PHANG, 1985). Segundo HU et al. (1996) a oxidacdo de uma molécula de prolina
fornece 30 ATPs para a célula. Sendo assim, é importante saber como o acumulo de
prolina influencia outras vias de energia relacionadas, bem como no metabolismo de

carbono durante e apés o periodo de submisséo a estresses abibticos.

5.9 Expressao dos Genes na Categoria de Resposta ao Estresse: Biossintese do

Jasmonato

Todos ao 6rgaos da planta sdo afetados pelo estresse, mesmo se apenas uma
parte limitada da planta foi inicialmente envolvida. A coordenagdo da resposta de
estresse no corpo da planta é realizada pelos horménios vegetais. Logo que uma parte
da planta sofre um disturbio, ocorrem, como uma resposta nao-especifica, mudancas
no sistema hormonal. Essas mudangas condicionam o metabolismo que tem efeito a
curto prazo, no sentido de minimizar o estresse e preservar a vida da planta
(LARCHER, 2000). Na categoria de resposta ao estresse foram expressas 3 ESTs
correspondentes a via do jasmonato, sendo estas: aleno oxido sintase, aleno oxido

redutase e lipoxigenase (Tabela 5).
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O Jasmonato (JA) é derivado do acido linoléico em uma via lipoxigenase-
dependente, € esta envolvido na regulacdo de diferentes processos em plantas foi
identificado como sinal de alteracdo na expressdo de genes em resposta da planta a
estresses bidticos e abibticos, assim como de estadios distintos de desenvolvimento de
planta (CREELMAN & MULLET, 1997). A biossintese de JA ocorre via oxilipina,
comegando com a insercdo, catalisada pela lipoxigenase (LOX ID 1.13.11.12), de
oxigénio molecular na posi¢cao 13 do &cido linolénico, seguido pela desidratagdo do
resultante hidroperéxido acido gorduroso pela aleno oxido sintase (AOS ID 4.2.1.92),
para formar um aleno oxido. Este aleno oxido sera entdo ciclado pela aleno 6xido
ciclase (AOC ID 5.3.99.6) para (95,13S5)-12-0x0-(10,152)-acido fitodienoico (OPDA).
Apbs a reducdo da dupla ligacdo no anel por uma redutase e trés ciclos de B-oxidacao,
o JA é formado (TURNER et al., 2002) (Figura 23).
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Figura 23. Esquema da biossintese de Jasmonato. A sequiéncia de reagdes
apds a formacdo do &cido linolénico hidroperéxido catalisada pela
lipoxigenase (LOX) é mostrada (Adaptado de ZIEGLER et al., 2000).
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Neste trabalho, as ESTs que codificam as enzima LOX (WSJFLR4011G01) e
AOS (WSJFLR3083E01) mostraram-se induzidas durante os periodos de estresse. No
entanto os resultados sugerem que a via de biossintese de JA néo esta completamente
ativa, pois a EST que codifica a enzima AOC (SCBGLR1120C06) esta reprimida
(Figura 24).

Lipoxygenase
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Figura 24. Inducéo das ESTs que codificam as enzimas (A) LOX e (B)
AOS. A EST que codifica a enzima (C) AOC encontra-se

reprimida.
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Confirmando os resultados obtidos, Noda (2003), trabalhando com a mesma
variedade, tecido e periodo de estresse, observou em bibliotecas de cDNA que as
enzimas LOX e AOS também foram induzidas e a enzima AOC n&o foi encontrada nas
bibliotecas. Provavelmente, a indugdo de LOX pode deixar a planta mais preparada
para possiveis ataques de patégenos e acentuar a capacidade para sintetizar outros
compostos lipideo-derivados utilizados na defesa da planta e na protegédo contra o
desfolhamento por insetos, assim melhorando sua capacidade de sobreviver.
WASTERMARK & HAUSE (2002) concluem que todos estes compostos séao
sinalizadores de respostas das plantas a estresses bibdticos e abibticos.

DOMBROWSKI (2003) verificou que ainda nao esta claro o papel do jasmonato
no estresse hidrico e é preciso mais pesquisas para definir sua funcao. HAUSE et al.
(2003) sugerem que a elevacgao dos niveis de OPDA e JA séo seguidos pela expressao
de genes responsivos ao JA, entre os quais estdo os que codificam enzimas da via

biosintética do jasmonato, sugerindo um feed-back positivo.
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VI. CONCLUSOES

1) Os resultados obtidos no presente trabalho permitiram concluir que os
macroarranjos de DNA de nylon podem ser utilizados eficientemente e com boa
reprodutividade para a analise do perfil de expressdo de varios genes,
simultaneamente.

2) A EST que codifica a enzima Invertase de parede celular mostrou-se induzida,
assim como as duas ESTs da via da sintese da sacarose (sacarose fosfato sintase e
sacarose fosfato fosfatase) e duas ESTs da sintese de trealose (trealose fosfato sintase
e trealose fosfato sintase/fosfatase). Por outro lado, houve repressdo da enzima
hexoquinase.

3) Houve inducdo das ESTs pertencentes as enzimas colina descarboxilase e
betaina aldeido desidrogenase, presentes na via de sintese da glicina betaina.

4) Na via do metabolismo de aminoacido, as plantas sob estresse hidrico tiveram
a EST correspondente a enzima ornitina -aminotransferase, enquanto que a EST da A
pirrolina-5-carboxilato sintase foi reprimida durante este periodo.

5) Na via do jasmonato, as ESTs pertencentes as enzimas aleno oxido sintase e
lipoxigenase foram induzidas e a EST da aleno oxido ciclase mostrou-se reprimida.

O presente estudo permitiu identificar diversar ESTs relacionadas a resposta a
estresse hidrico em cana-de-agucar e sugerindo a inducao e repressado das principais
vias metabdlicas relacionadas a resposta a estresses abidticos.
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