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PARAMETROS BIOMETRICOS, ACUMULO DE PROLINA E IDENTIFICACAO
DE RESPOSTAS MOLECULARES, POR cDNA-AFLP, AO ESTRESSE POR
DEFICIT HIDRICO EM CANA-DE-ACUCAR

RESUMO - A cana-de-acUcar (Saccharum spp.) € uma das mais
importantes culturas e o Brasil é considerado o maior produtor mundial de etanol.
Entretanto, sua producéo é diretamente influenciada pelos estresses ambientais,
entre eles, o déficit hidrico. Sendo assim, o objetivo do trabalho foi avaliar o
comportamento, por meio de analises biométricas e bioquimica de trés cultivares
de cana-de-acucar tolerantes (SP83-5073 e RB86-7515) e sensivel (SP86-155) ao
estresse por déficit hidrico, e verificar a expressao génica diferencial dependente
do genotipo, utilizando a técnica de cDNA-AFLP. Aos 186 dias apds o plantio, em
casa de vegetacdo, as cultivares foram submetidas a 1, 3, 5 e 10 dias de
supressao da rega. Foi verificado na cultivar RB86-7515 o maior didametro do
colmo, matéria fresca e seca de folhas e bainha e na cultivar SP86-155, maior
altura inicial, niumero de folhas e matéria fresca de colmo. O teor de prolina livre
nos palmitos foi estatisticamente significativo a partir do terceiro dia de supresséao
da rega, onde foi verificada a maior média na cultivar RB86-7515, com 10 dias.
Pela técnica de cDNA-AFLP, foram detectados fragmentos expressos (FESs),
identificados pela auséncia do fragmento na cultivar sensivel e fragmentos
exclusivos expressos nas cultivares tolerantes (FEs-T) mas desde que ausentes
em suas planta controle. Com 10 combinac¢des de primers seletivos EcoRI/Msel,
em gel de poliacrilamida, foram observados 1.077 fragmentos expressos nas
cultivares tolerantes controle e sob estresse hidrico. Destes, 463 fragmentos na
SP83-5073, sendo 170 fragmentos nas plantas sob estresse hidrico e 18
fragmentos exclusivos. Na RB86-7515, observou-se 614 fragmentos, onde 283
fragmentos nas plantas sob supressdo da rega e 30 fragmentos exclusivos. A
analise comparativa do perfil de expressdo revelou fragmentos de transcritos
similares a Citocromo P450 de sorgo, beta-glucosidase, glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase e DNA Helicase. Esses genes, provavelmente, atuam



como reguladores do crescimento de plantas, mediador de respostas metabdlicas
e resisténcia a estresse abiotico.
Palavras-Chave: cDNA-AFLP, deficiéncia hidrica, expressdo génica diferencial,

prolina, Saccharum spp.



BIOMETRIC PARAMETERS, PROLINE ACCUMULATION AND
IDENTIFICATION OF MOLECULAR RESPONSES, BY cDNA-AFLP, TO WATER
STRESS IN SUGARCANE

SUMMARY - Sugarcane (Saccharum spp.) is one of the most important
crops and Brazil is the largest world producer of ethanol. However, their production
is directly influenced to environmental stresses, as a water stress. So, the aims of
this research were to evaluate the behavior of three sugarcane tolerant cultivars
(SP83-5073 e RB86-7515) and sensitive (SP86-155) to water stress by biometrical
and biochemical analysis, and verified the differential gene expression genotype
dependent, using the cDNA-AFLP technique. At 186 days after planting, in
greenhouse, cultivars were submitted to 1, 3, 5 and 10 days of water suppression.
In cultivar RB86-7515, were observed the largest stalk diameter, leaves and
sheath fresh and dried weigh and in cultivar SP86-155, largest initial height, leaves
number and stalk fresh mass. Free proline content in sugarcane heart was
statistically significative after the 3™ day of water suppression, which the large
media was observed in cultivar RB86-7515, with 10 days of water suppression.
Through cDNA-AFLP technique, expressed fragments were detected, identified by
the fragment absence in sensitive cultivar, and exclusive fragments were
expressed in tolerant cultivars, but absent in control plants. Using 10 combinations
of selective primers EcoRI/Msel, in poliacrilamide gel, 1,077 expressed fragments
in control tolerant cultivars and under water stress were observed. From this total,
463 fragments in SP83-5073, 170 fragments in water-stressed plants and 18
exclusive fragments. In RB86-7515, 614 fragments were observed, 283 fragments
in plants under water suppression and 30 exclusive fragments. Profile expression
comparative analysis showed fragments of similar transcriptions to sorghum P450
Citocrome, beta-glucosidase, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase and
DNA Helicase. These genes, probably act as a plant regulator growth, metabolic
responses mediator and resistance to abiotic stress.

Key words: cDNA-AFLP, water deficiency, differential gene expression, proline,

Saccharum spp.



I.INTRODUCAO

A cana-de-agucar € uma monocotileddnea alégama e semi-perene,
pertencente a familia Poaceae e ao género Saccharum (DANIELS & ROACH,
1987). E uma importante cultura pertencente a regides tropicais e subtropicais,
sendo plantada em cerca de 20 milhdes de hectares no mundo (MENOSSI et al.
2008) e em mais de 90 paises. Desde os tempos do Brasil colonia até os dias
atuais, a cultura da cana-de-agucar tem sido uma grande fonte de riqueza para a
economia brasileira (SACILOTO, 2003) e o aumento da importancia da cultura se
deve a varios fatores sociais, econébmicos e ambientais, sendo a alta no preco do
petréleo e o aguecimento global um dos principais (NASSIF, 2010).

Esta cultura se encontra em plena expansao no Brasil e em outras partes
do mundo (FERRO, 2008), porém sua producdo pode ser acometida pelos
estresses ambientais, como por exemplo, a ampliagcdo dos periodos de seca,
ocasionado pelo aquecimento global, que influencia diretamente na disponibilidade
de agua do solo em canaviais, reduzindo significativamente os rendimentos
agricolas (MAULE et al., 2001). A baixa disponibilidade hidrica afeta
negativamente o crescimento dos cultivos agricolas e € a principal causa da
reducao da produtividade (PIMENTEL, 2004; FLEXAS et al., 2006).

Os efeitos da falta d’agua nas plantas incluem diminuicdo no tamanho das
células foliares, diminuicdo do potencial de agua na planta e reducéo nas taxas de
assimilacdo de CO,, crescimento, transpiracdo e abertura estomatica (HSIAO,
1973; TAIZ & ZEIGER, 2004; SHINOZAKI & YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2007).

As plantas expostas a deficiéncia hidrica alteram seu metabolismo por meio
da ativacdo de diferentes mecanismos de resisténcia, a fim de se adaptarem a
esse tipo de estresse (ASHRAF & FOOLAD, 2007). Genes induzidos em
condi¢cOes de estresse hidrico, ndo agem apenas protegendo as células do déficit
de agua através da producdo de importantes proteinas, mas também participam

da regulacdo dos genes de transducédo de sinal (SHINOZAKI et al., 2003). Devido



a importancia da cana-de-agucar, o entendimento destes mecanismos de
tolerancia aos estresses contribuira significativamente para indicar o melhor
manejo visando obter maior produtividade agricola (KAVI KISHOR et al., 2005).

Para a analise da expressdo de genes, sem 0 seu conhecimento prévio,
existem varias metodologias que sao utilizadas, podendo-se destacar técnicas de
sequenciamento de Etiquetas de Sequéncias Expressas (ESTs) (ADAMS et al.,
1991), Differential Display (DD) (LIANG & PARDEE, 1992), Serial Analysis of
Gene Expression (SAGE) (VELCULESCU et al., 1995) e Supression Subtractive
Hybridization (SSH) (DIATCHENKO et al., 1996).

A técnica de cDNA-AFLP é uma melhoria da técnica tradicional de
Differencial Display (BACHEM et al., 1996, ALBA et al., 2004), também baseada
na técnica de AFLP (VOS et al. 1995) mas com a utilizacdo de cDNA, Esta técnica
€ baseada na amplificacdo seletiva por PCR de fragmentos de cDNA ligados a
adaptadores (BACHEM et al., 1998) e oferece diversas vantagens sobre outros
métodos de andlise de expressado génica (BACHEM et al., 1996), onde permite a
analise a partir de uma pequena quantidade de amostras e a deteccdo de
pequenas diferencas de expressdo, tendo como sua maior limitagdo alta
ocorréncia de falsos positivos, que pode ser minimizada pelo uso de repeticdes
técnicas e biologicas (STEIN & LIANG, 2002).

Portanto, no presente trabalho foi realizada, por meio da técnica de cDNA-
AFLP, para a analise comparativa do perfil de expressédo génica de genotipos de
cana-de-acucar contrastantes para a tolerancia a seca, permitindo a detec¢édo de
genes-candidatos ao carater de tolerancia. Avaliacdes biométricas e bioquimicas
também foram realizadas com a finalidade de ampliar a compreensdo dos

mecanismos de tolerancia da cultura a deficiéncia hidrica.



[I. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar, por meio da técnica de cDNA-AFLP, as respostas moleculares
relacionadas a tolerancia ao estresse por déficit hidrico em cana-de-aclcar através da
comparacdo de trés cultivares de comportamentos contrastantes, sendo tolerantes a
seca (SP83-5073 e RB86-7515) e sensivel (SP86-155).

2.2 Objetivos Especificos

- Realizar avaliagbes biométricas das trés cultivares de cana-de-agucar, mantidas sob
déficit hidrico por diferentes periodos: 1, 3, 5 e 10 dias;

- Analise bioquimica do osmoprotetor prolina no palmito das diferentes variedades ao
longo do periodo de estresse hidrico;

- Identificar, pela técnica de cDNA-AFLP, fragmento(s) de cDNA diferencialmente
expresso(s) nas cultivares de cana-de-agucar tolerantes ao déficit hidrico (SP83-5073 e
RB86-7515) por meio da comparacao com a cultivar sensivel (SP86-155);

- Clonar e sequenciar os Fragmentos Exclusivos expressos nas cultivares Tolerantes
(FEs-T) e ausente nas plantas controle;

- Determinar as proteinas e as fun¢fes correspondentes aos FEs-T através de analises
in silico, utilizando ferramentas de bioinformética para a pesquisa de similaridade de
sequéncia contra os bancos de dados publicos ndo redundantes de

proteinas e de nucleotideos.



lI.LREVISAO DE LITERATURA

3.1. A cana-de-agucar

A cana-de-acUcar pertence a divisdo Magnoliphyta, classe Liliopsida, ordem
Cyperales, familia Poaceae, tribo Andropogoneae, subtribo Saccharininae e género
Saccharum, de acordo com a classificacdo botanica descrita por Cronquist em 1981
(SCARPARI & BEAUCLAIR, 2008). A familia Poaceae é conhecida como a familia das
gramineas, tais como cereais, milho, trigo, arroz e sorgo entre outras culturas
forrageiras (TZVELEV, 1989). E originaria do Sudeste Asiatico, na grande regido central
da Nova Guiné e Indonésia, onde seis espécies de Saccharum sao reconhecida: S.
officinarum, S. spontaneum, S. robustum, S. sinense, S. barbieri e S. edule. Deste
modo, a cultura da cana-de-agucar, no Brasil e no mundo, é constituida por hibridos
provenientes do cruzamento de hibridizacdo natural entre as espécies S. officinarum e
S. barbieri (DANIELS & ROACH, 1987). De acordo com SREENIVASA et al. (1987), S.
officinarum possui carater polipléide (ter mais que dois conjuntos cromossdmicos), no
caso, octaploidia (2n = 80 — oito conjunto completo de cromossomos), por essa razéo,
esse género é considerado hibridos complexos de diferentes espécies, que possui dois
ou mais conjuntos cromossoémicos diferentes.

A propagacdo da cana-de-aclcar é realizada vegetativamente por brotacdo das
gemas presentes no colmo (GASCHO & SHIH, 1983). A planta produz muitos perfilhos
em seu desenvolvimento inicial, constituidos por diversos nds separados por entrends
0S quais sao responsaveis pelo armazenamento da sacarose, porém a acado de varios
fatores pode promover a inibicdo e/ou favorecimento do desenvolvimento da planta
(OLIVEIRA et al., 2004). A cana-de-acUcar € muito cultivada em paises tropicais e
subtropicais, onde as alternancias das estacdes umidas e secas favorecem o acumulo
de sacarose no colmo (BORTOLAZZO, 2011).

De acordo com RODRIGUES (1995), as caracteristicas varietais da cana-de-
acgucar é que definem o numero de colmos por planta, a altura e o diametro do colmo, o

comprimento, a largura das folhas e a arquitetura da parte aérea e a expressao desses



caracteres é muito influenciada pelo clima, manejo e pelas praticas culturais. GASCHO
(1985) relata que a duracao dos diferentes estadios de desenvolvimento da cultura da
cana-de-acucar € compreendida pela germinagdo e emergéncia (1 més), brotagéo e
estabelecimento do dossel (2 meses), grande crescimento (7 meses) e a maturacao ou

amadurecimento (2 meses).

3.2. Importancia Sécio-Econdmica

Desde os tempos do Brasil colénia até os dias atuais, a cultura da cana-de-
acucar tem sido uma grande fonte de riqueza para a economia brasileira (SACILOTO,
2003). O Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-aglcar, seguido por india,
Tailandia e Australia. Para a safra de 2010/2011, a area de cana-de-acUcar colhida,
destinada a atividade sucroalcooleira esta estimada em 8.033,6 mil hectares, distribuida
em em todos os estados produtores, pode ser 16,93% maior em comparagdo com a
safra anterior e esse aumento é observado na regido norte (52,59%), no nordeste
(9,39%), no centro-oeste (48,07%), no sudeste (13,98%) e no sul (25,91%). E, do total
da producdo de cana-de-agucar, 336.276,1 mil toneladas (53,8%) serdo destinadas a
producao de etanol, gerando um volume total de 27.669,55 milhdes de litros (CONAB,
2011).

Desta maneira, o Brasil é considerado o maior produtor mundial de acucar e
alcool com uma producdo continua ao longo do ano tornando-se assim responsavel
pelo abastecimento do mercado interno e externo (BARBIERI, 2005). Além disso,
destaca-se, também, na producdo de outros produtos e subprodutos de relevante
importancia econdémica (FILHO, 2009), tais como a producdo de papel e de plasticos
biodegradaveis, de aclcares ndo caldricos, de compostos quimicos de interesse
farmacéutico, de produtos para a indulstria etanol-quimica e para a alimentagao
suplementar dos ruminantes no periodo de estiagem (DINIZ, 2007; MARTINS, 2004;
SACILOTO, 2003).

Devido a grande demanda por veiculos bicombustiveis e por combustiveis
renovaveis (NOBREGAS & DORNELAS, 2006), ocasionado pela preocupacéo mundial

com o0 ambiente, varios paises buscam a substituicdo do combustivel fossil por outros



combustiveis menos poluentes (MAULE et al.,, 2001), no caso, o etanol, um
biocombustivel renovavel (MENOSSI et al., 2008). Por essa razdo, o Brasil é
considerado um pais modelo no desenvolvimento e uso comercial da cana como
biocombustivel, assim como, na geracdo de energia elétrica a partir da sua biomassa
(LUO et al., 2009). Segundo FERRO (2008), a cana-de-acgucar é uma alternativa ao uso
do petrdleo, devido a producdo de energia renovavel como também pela capacidade de
fornecer carbono fixado pelas plantas (fonte renovavel) para a sintese de compostos
gue serdo processados pela industria quimica em substituicdo ao uso do carbono fossil.
Sendo assim, a perspectiva € que a cana-de-acUcar continuard a expandir sua

producao, principalmente para a geracao de energia limpa (MANNERS & CASU, 2011).

3.3. Estresse Ambiental

As plantas frequentemente estdo expostas a fatores ambientais, ocasionando
condicdes de estresse que afetam negativamente seu crescimento, metabolismo e
produtividade. Entre os fatores, podemos destacar o excesso de agua ou seca,
salinidade do solo, calor ou frio intenso, baixa disponibilidade de nutrientes no solo e
pouca ou intensa luminosidade (LAWLOR, 2002; RECCHIA, 2011).

Um dos fatores ambientais de maior importancia € a deficiéncia hidrica, pois a
produtividade das culturas depende diretamente da quantidade de agua disponivel e da
eficiéncia do seu uso pelas plantas. O estresse por déficit hidrico proporciona uma
diminuicdo do potencial hidrico do solo, interferindo diretamente na eficiéncia do uso da
agua pelas plantas, onde desenvolvera 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) e, consequUentemente, ir4 limitar o desenvolvimento das plantas e, por
conseguinte, sua produtividade e distribuicdo (BARTELS & SUNKAR, 2005; CORREIA
& NOGUEIRA, 2004).

Os vegetais séo constituidos de 85% a 95% de agua e em condi¢des de estresse
hidrico podem resultar em alteracdes fisiologicas e bioquimicas (NEUMAIER &
NEPOMUCENO, 1994). De acordo com LARCHER (2004), o estresse sofrido pelas

plantas, ocasiona um desvio das condi¢cdes 6timas e induz mudancas e respostas em



todos os niveis funcionais do organismo, as quais sdo reversiveis, a principio, mas
podem se tornar permanentes.

Um dos principais efeitos da restricdo hidrica sobre as plantas é a interrupgéo do
crescimento, devido a inibicdo da elongacdo da folha e do caule quando o potencial
hidrico decresce, sendo esse efeito diferente entre as espécies (Da SILVA et al., 2001).
Desta maneira, a planta mantém seus carboidratos que d&o sustentacdo ao
metabolismo e consequentemente, irdo suprir a energia necessdaria para obter uma
melhor recuperacdo apds o estresse (OSORIO et al., 1998). Por essa razdo, a
deficiéncia hidrica dos solos gera grandes prejuizos socioeconbmicos em areas
semiéaridas cultivadas pelo mundo (MUNNS, 2002).

A cana-de-aclcar, sob condicdes de déficit hidrico, atinge o estadio de
maturagao, dando inicio a um processo de acumulo de sacarose (MARIN et al., 2009)
gue também pode variar com a época de colheita, idade da planta, temperatura e
nitrogénio (SINGELS et al., 2005). Essa caracteristica de estocar sacarose em seus
entrends € uma importante fonte de informacdo sobre a sintese de sacarose, seu
transporte e acumulo. Toda essa informagcdo torna-se alvos para o melhoramento
dirigido das cultivares de cana-de-acucar (MOORE, 2005).

De acordo com OLIVA et al. (1989), o déficit hidrico afeta o crescimento das
plantas devido ao fechamento dos estématos. Esse processo bloqueia o influxo de CO,
para as folhas, diminuindo o acimulo de fotoassimilados, que por conseqiiéncia, ira
influenciar indiretamente na absorcdo de nutrientes atingindo diretamente a producéo
de acucar. SANTOS (2005) verificou que a cana-de-acUcar tem variacdes no consumo
de agua em funcdo do ciclo da cultura (cana-planta ou soca), do ciclo fenoldgico
(estadio de desenvolvimento da cultura), disponibilidade de 4gua no solo e variedades.

Estudando a deficiéncia hidrica para cana planta, ROSENFELD (1989) concluiu
gue o periodo mais sensivel ao estresse hidrico € no inicio do estagio de
desenvolvimento méaximo da planta. Sendo assim, o periodo critico para a cana
plantada em fevereiro e junho € do 4° ao 8° més de idade. Para a cana-de-acUcar

plantada em outubro, o periodo mais critico € do 8° ao 11° més.



3.4. Resposta ao déficit hidrico

Sob condigbes de déficit hidrico, o fechamento dos estématos é a primeira
resposta de defesa da planta contra a dessecac¢do, onde ira controlar a fixacdo do
carbono e, consequentemente, ir4 reduzir a transpiracdo, de maneira a manter os
reflexos diretos da fotossintese (NOGUEIRA et al. 2005). Esse processo pode ocorrer
mesmo antes de haver diminuicdo do conteldo de 4gua da folha (YORDANOV et al.,
2000). Desta maneira, a planta sobrevive ao estresse, mas tem seu desenvolvimento
reduzido (SILVA, 1998).

A expressao dos genes durante o estresse hidrico ndo garante que um produto
génico promova a habilidade da planta em sobreviver. Pois pode ocorrer a expressao
génica resultante de ferimento ou dano que tenha ocorrido durante o estresse,
enquanto outros podem ser induzidos, mas néo alteram a tolerancia. Apesar disso,
alguns genes sdo necessarios para a tolerancia ao estresse e o acimulo dos produtos
desses genes é uma resposta adaptativa (BRAY, 1993).

Essas respostas dependem dos mecanismos internos que integram as
respostas celulares, sendo que tais respostas podem ocorrer em segundos, minutos ou
horas apos o estresse hidrico (BRAY, 1997), quando vias de transducao de sinal sao
ativadas, as quais, por sua vez, transmitem a informacéo dentro de células individuais e
da planta inteira (BRAY et al. 2000).

Em resposta a esses estresses, varios genes sdo super regulados, podendo
minimizar o estresse e levar a adaptacdo do meio celular ou a tolerancia da planta
(MAHAJAN & TUTEJA, 2005). Deste modo, JUNIOR (2010) relata que as plantas
guando expostas a periodos de estiagem, em determinadas regides, ativam
mecanismos fundamentais para sobrevivéncia, tais como, fechamento estomatico,
reducdo da area foliar e desprendimento das folhas.

Em algumas cultivares ou espécies, o grau de tolerancia pode ser determinado
através da capacidade de acumular solutos compativeis, os quais, além de atuarem no
ajustamento osmatico, protegem as estruturas celulares contra os danos induzidos pela

desidratacdo e oxidagdo (ANAMI et al., 2009). Como foi verificado anteriormente por



BRAY (1997), em resposta a deficiéncia hidrica, muitas plantas sintetizam e acumulam
solutos organicos, tais como, proteinas, carboidratos, N--amino e prolina.

A prolina livre é classificada como um “e — iminoacido”, devido a ligagéo do grupo
amino a dois atomos de carbono, conferindo caracteristicas de neutralidade a molécula
(KAVI KISHOR et al., 2005). Aminoacidos sdo moléculas que contém ambas porcoes
amino (-NH2) e um grupo funcional carboxil (-COOH), no caso, a prolina contém uma
porcao imino (C=NH), um grupo funcional carboxil e um grupo imino secundario, tendo
sido reportada como um importante osmoprotetor em muitas plantas (MOLINARI, 2006).
Além disso, atua na integridade e protecdo da membrana plasmatica (MANSOUR et al.,
1998).

De acordo com REDDY et al. (2004), por possuir um anel pirrolina, que confere
uma baixa capacidade de ceder elétrons, a prolina forma um complexo de transferéncia
de carga e sequestra O, livre. Assim, esse aminoacido pode reduzir o dano por
fotoinibicdo nas membranas do tilacoide pelo sequestro e redugédo da producéo de ions
superoxido.

O acumulo deste aminoacido pode ocorrer por duas vias paralelas nas plantas,
uma direta e outra via ornitina (KAVI KISHOR et al., 2005). Sob estresse hidrico, o
acumulo de prolina em células € ocasionado por duas vias, onde ocorre a ativacdo da
sua biossintese e a inativagdo da sua degradacdo (JINYUO et al., 2004). BARTELS &
SUNKAR, 2005 verificaram que sob déficit hidrico, a prolina parece ser sintetizada

principalmente pela via do glutamato, conforme ilustrado na Figura 1.

Figura 1. Via metabdlica da biossintese de prolina em plantas superiores, via glutamato. Acido
glutdmico g-semialdeido. GSA (P5C, D1-pirrolina-5-carboxilato), P5CS (P5C sintetase),
P5CR (P5C redutase), ProDH (Prolina desidrogenase) e P5CDH ( P5C desidrogenase)
(MOLINARE, 2006).
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Em plantas superiores, 0 aminoacido prolina € sintetizado a partir de glutamato
via D1-pirrolina -5-carboxilato (P5C) por duas sucessivas reducfes, as quais sdo
catalisadas pelas enzimas P5C sintetase (P5CS) e P5C redutase (P5CR) (HARE et al.,
1999), de modo que a expressdo da P5CR é regulada por variagcbes de potencial
osmatico no citoplasma (WILLIAMSON & SLOCUM, 1992), e essa reducéo ird induzir a
biossintese da P5C, resultando na produc¢éo de prolina, por essa razdo, o acumulo da
prolina esta relacionado com mecanismo de ajustamento osmoético (DELAUNEY &
VERMA, 1993).

Esse acumulo pode ter funcdes no depdsito de energia, na estruturacdo das
estruturas sub-celulares, como componentes das cascatas de sinalizacdo molecular do
estresse e na constituicdo da parede celular das plantas, sendo esse, um dos seus
principais constituintes (NEPOMUCENO et al., 2001). Além disso, esse acumulo é
encontrado em maior quantidade no citosol, contribuindo para o ajustamento osmotico
deste e esse aumento pode estar relacionado com tolerancia das plantas a
desidratacdo (ASHRAF & FOOLAD, 2007).

Deste modo, BIDOIA et al. (2006), trabalhando com a cultivar de cana-de-agucar
SP79-1011, tolerante a deficiéncia hidrica, verificaram que conforme reduzia os niveis

de agua no solo, ocasionava o acumulo de prolina livre.

3.5. Técnica de cDNA-AFLP

Nos programas de melhoramento, o uso de diferentes técnicas para a selegao de
materiais, como, por exemplo, 0os marcadores moleculares, tem gerado resultados
positivos diminuindo o tempo entre a selecdo e comercializacdo de novas cultivares
(FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

Diversas sdo as técnicas empregadas para a identificacdo de genes, onde a
expressao € diferencialmente regulada em resposta a varios tipos de estresse, sendo
uma delas, a técnica de andlise diferencial em reacéo de cadeia de polimerase (DDPCR
— differential display PCR), construcdo de bibiliotecas subtrativas por hibridizacdo (SSH
— suppression subtractive hybridization), anélise serial da expressao génica (SAGE),

chips de DNA, microarranjos, AFLP (amplified fragment lenght polymorphism)
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(RODRIGUEZ; CANALES; BORRAS-HIDALGO, 2005) e uma técnica que combina
cDNA com AFLP, desenvolvido por VOS et al. (1995), baseada na amplificacéo seletiva
por PCR de fragmento de restricdo a partir de cDNA ligados a adaptadores,
desenvolvido por BACHEM et al. (1996) (LAMB, 2006).

Essa técnica é realizada em quatro passos, onde no primeiro ocorre a sintese de
cDNA utilizando olionucleotideos poli-dT, seguido pela digestdo dos cDNAs com duas
enzimas de restricdo e ligacdo dos adaptadores, no terceiro ocorre a pré-amplificacéo
com oligonucelotideos correspondentes nos adaptadores e o Ultimo passo consiste na
amplificacdo seletiva dos fragmentos de restricdo utilizando oligonucleotideos com uma
ou mais bases seletivas (BACHEM et al., 1998).

Apos as quatro etapas, é realizada a analise dos fragmentos de cDNAs, por meio
de eletroforese em sequenciador automatico de DNA, ou através de eletroforese vertical
em gel de poliacrilamida, corado com nitrato de prata para a visualizacdo das bandas,
sendo a Ultima analise a mais vantajosa, pois permite a recuperacdo dos fragmentos
derivados de transcritos, a partir do gel de poliacrilamida reidratado e, posteriormente,
esses fragmentos sdo eluidos em tubos de PCR contendo 4gua ou tampéo (BLEARS et
al., 1998).

A técnica de cDNA-AFLP permite a comparacao de qualquer quantidade de
amostras (menos de 5 pg de RNA sdo necessarios para até 240 reacgdes) podendo
detectar pequenas diferencas de expressao a partir de 10% (STEIN & LIANG, 2002), e
comparado com outros métodos, essa técnica ndo requer a utilizacado de equipamentos
especiais (YUXIN et al., 2007), além de apresentar baixo custo, em comparagdo com a
técnica de Differencial Display (DONSON et al., 2002). Esta técnica combina a
caracteristica de alto rendimento com uma alta sensibilidade e especificidade,
permitindo a deteccdo de genes raramente expressos e a distingdo entre genes
homodlogos (REIJANS et al., 2003), sendo considerado também uma ferramenta flexivel
gue pode ser usado mesmo quando a informagédo sequéncia gendmica ainda ndo esta
completa ou com todas as informagfes da sequéncia disponiveis (KIVIOJA et al. 2005)

Neste contexto, a técnica de cDNA-AFLP pode auxiliar na identificacdo de genes

envolvidos com o carater de tolerancia a seca em cana-de-agucar, por meio da analise
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comparativa de cultivares contrastantes para a tolerancia, quando expostas as
condicdes de seca (DEDEMO, 2011).
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IV. MATERIAL E METODOS

4.1. Local da Realizacao do Experimento.

O trabalho de estresse hidrico em cana-de-aclcar, realizado durante os meses
de setembro de 2008 a abril de 2009, foi instalado em casa de vegetacdo (Modelo “Poly
Venlo” - Van der Hoeven) localizada no Departamento de Tecnologia da Faculdade de
Ciéncias Agrérias e Veterinarias da Universidade Estadual Paulista (FCAV/UNESP),
Campus de Jaboticabal. A casa vegetacdo apresenta 3,50m de altura, com cortina de
sombreamento (tela termo-refletora aluminizada malha 50% de sombra) fixa na lateral
externa e dotada sombreamento movel no teto, bem como de sistema de resfriamento e

umidificacdo e ventiladores para eliminagéo do ar quente.

4.2. Material Vegetal

Foram utilizados trés cultivares de cana-de-acUcar classificados como tolerantes
SP83-5073 e RB86-7515 (EMBRAPA, 2011) e a cultivar SP86-155, sensivel ao
estresse hidrico. A cultivar sensivel foi avaliada através de experimentos em campo e
classificada quanto a sua produtividade em periodos prolongados de seca
(COPERSUCAR, 1999; CTC, 2007).

As plantas de cana-de-acucar foram obtidas por meio de brotacdo de mini-toletes
(6,5 e 7,5 cm de comprimento), contendo uma Unica gema, provenientes de soca de
viveiro. Apos o tratamento com fungicida sistémico Priori Xtra ® Syngenta (25 mL do
fungicida para cada 10 L de agua de torneira), de 14 a 16 mini-toletes foram distribuidos
em bandeja plastica (30cm X 20cm x 10cm) coberta com areia peneirada e umedecida

posteriormente (Figuras 2A e 2B).
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Figura 2. Distribuicdo (A) e brotacdo dos mini-toletes em bandejas plasticas
contendo entre 14 e 16 mini-toletes de cana-de-acucar (B).

4.3. Tratamentos e Delineamento Experimental.

Aos 35 dias apos o plantio (DAP) para a cv SP83-5073, aos 36 DAP para a cv
RB867515 e aos 24 DAP para a cv SP86-155, foram selecionadas as plantulas com
base no desenvolvimento da parte aérea e das raizes e entdo transplantadas para
vasos plasticos de 14,5L (uma plantula por vaso) (Figuras 3A e 3B) contendo solo
Vermelho-Amarelo. O delineamento experimental foi realizado em blocos casualizados
(DBC) e esquema fatorial de 3 x 2 x 4, ou seja, trés genotipos de cana-de-agucar
(SP83-5073, RB86-7515 e SP86-155), duas condi¢cdes experimentais (tratamento e
controle), quatro épocas de coleta (ap6s 1, 3, 5 e 10 dias de suspensao de rega), com

guatro replicatas bioldgicas, perfazendo um total de 96 unidades experimentais.

Figura 3. Transplante das plantulas nos vasos de 14,5 L (A). Distribuicdo na casa de vegetacao (B).
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O solo Vermelho-Amarelo, utilizado nesse trabalho, foi coletado no municipio de
Catanduva, atual regido de expansao da cultura da cana-de-acucar. Apos a coleta, foi
realizada a calagem e correcdo dos nutrientes (macronutrientes: N, P e K e
micronutrientes: cobre, zinco, ferro e boro) (Tabela 1). Para a realizacdo desse
processo, acrescentou-se a cada 500L de solo seco e peneirado, 0,5g de sulfato de
cobre; 1,25g de sulfato de zinco; 2,50g de sulfato de ferro; 1,50g de Bérax (borato de
sédio) misturados com 50g de cal. Foi adicionado ao solo 200g da férmula 04:30:20
(NPK) Com aproximadamente cinco meses, as plantas receberam adubacédo de
cobertura, aplicando-se via solucdo aquosa o equivalente a 2g de uréia para cada 50mL

de agua.

Tabela 1. Analises Fisico-Quimica de amostras de solo Vermelho-
Amarelo (PVA) realizadas pelo Laboratorio de Andlise de
Solo e Planta (Departamento de Solos e Adubos/UNESP -

Jaboticabal).
Analise Quimica do Solo
pH M.O. P K Ca Mg H+Al SB T \%
em em (resina) 3
3 3 mmol..dm ™ ------------- %
CaCl, g.dm™ mg.dm
5,7 12 68 10 24 15 15 49 64 77

Anédlise Quimica do Solo — Micronutrientes, S-SO, e Al

B Cu Fe Mn Zn S-S0, Al
11T ) ———— mmol..dm™
0,40 0,6 80 14 0,9 0,0

Caracterizacdo Fisica

Anélise Granulovolmétrica de Solo - Simples

] ] Areia
Argila Limo : Classe Textural
Fina Grossa

g.Kg™
169 35 622 174 Média
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4.4. Célculo para a Determinacdo da Umidade do Solo.

Apos o transplante das plantulas para os vasos, as plantas foram monitoradas
diariamente a fim de verificar e proporcionar bom desenvolvimento a todas as plantas.
Para manter a umidade do solo na faixa de 65-75% da capacidade de campo (CC)
foram utilizadas duas metodologias: o atmémetro de Livingston e a pesagem ao acaso
dos vasos. O atmdémetro de Livingston permite estimar a evapotranspiracdo (ET) por
meio da variacdo do volume de agua (AVa) em milimetros (mm) no reservatorio
(PORTO et al., 2000; BRONER & LAW, 1991). A reposi¢ao da quantidade de agua

perdida (ET) pelo sistema solo/planta foi realizada utilizando a férmula:

ET = AvVa (mm) X 23,76 mL
Onde:
23,76 mL: resultado de célculo:
@sup. = Diametro superior do vaso;

Kc = Coeficiente cultural de 40%.

A pesagem ao acaso de alguns vasos, utilizada para verificar se estava dentro
da faixa de peso, calculada para o solo com umidade entre 65-75% da CC foi realizada
concomitantemente com o atmdémetro de Livingston. Ao pesarmos 0s vasos, a massa
do conjunto vaso + solo + planta + 4gua deveria estar entre 18,49 Kg (65 % CC) e
18,95 Kg (75 % CC), considerando a densidade da agua como sendo igual a 1 (d, =
1g/cm®). Sendo assim, esta faixa de valores de massa do conjunto (Kg) inclui a massa
do vaso vazio e do solo seco, do valor médio da massa fresca da planta (parte aérea +
raizes) e a massa correspondente ao volume de agua para 65 ou 75% da CC.

Aos 186 DAP da cv SP83-5073 e aos 175 DAP da cv RB867515 e da cv SP86-
155, iniciaram-se os tratamentos de supresséo da rega por 1, 3, 5 e 10 dias. As plantas
controle foram irrigadas diariamente de modo a manter a umidade do solo na faixa de

65-75 % da capacidade de campo.



17

4.5. Condigcdes Ambientais no Interior da Casa de Vegetagéo

As condicbes ambientais no interior da casa de vegetacao, representados pela
temperatura média e umidade relativa do ar foram medidos diariamente durante todo o
periodo experimental.

4.6. Coleta dos Palmitos de Cana-de-Acucar.

Foram coletadas, em cada época de coleta (EC), ou seja, no 1°, 3°, 5° e 10° dias
de déficit hidrico, os palmitos de cana-de-acUcar das plantas-controle e das plantas
submetidas ao déficit hidrico. Os palmitos foram cortados em pequenos peda¢os com o
uso de estilete devidamente esterilizado e, posteriormente, estocado em tubos de
polipropileno de 15 mL identificados e esterilizados (Figura 4) e imediatamente
transferidos para o N; liquido e, posteriormente, armazenados no freezer a —80°C até o

momento da sua utilizacao para a realizacao do experimento de cDNA-AFLP.

Figura 4. Coletas dos palmitos de cana-de-agucar.

4.7. Avaliacdes Biométricas em Casa de Vegetacéao

Foram realizadas, no dia anterior a cada época de coleta, avaliacdes biométricas
no conjunto de plantas selecionadas (plantas-controle e submetidas a supressao da

rega) das trés cultivares de cana-de-agucar. As analises biométricas analisadas foram:
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altura inicial e final das plantas, diametro do colmo, nimero de folhas, matéria fresca de

folhas bainhas e colmos, e matéria seca de folhas bainhas e colmos.

4.7.1. Altura Inicial e Final das Plantas

Para obter os valores da altura inicial das plantas, foi realizada a medicdo das
plantas (controle e sob supresséo da rega) cinco dias antes do inicio do experimento de
supressao da rega. Para a altura final das plantas, a medicao foi realizada um dia antes
de cada coleta e ambas as medi¢8es foram feitas com o auxilio de uma trena, medindo-

se desde sua base rente ao solo até a insercao da folha + 1 com bainha.

4.7.2. NUmero de Folhas

O numero de folhas de cada planta foi obtido contando-se todas as folhas

completamente desenvolvidas a partir da folha +1.

4.7.3. Diametro do Colmo

Para determinar o diametro do colmo, foi realizada a medida do apice da planta
para baixo, com o auxilio de paquimetro, na altura mediana do colmo (entre o0 1° e 2°

tercos do colmo).

4.7.4. Matéria Fresca de Folhas, Bainhas e Colmos.

Concomitante a coleta das amostras dos palmitos para a extracao de RNA total
foram também coletadas todas as folhas e bainhas das plantas controle e sob estresse
hidrico. O material coletado foi colocado em sacos de papel, identificados e pesados em
balanca eletrénica de precisdo de 0,01 g para determinacdo da quantidade de matéria

fresca.
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4.7.5. Matéria Seca de Folhas, Bainhas e Colmos.

ApoGs a obtengdo da matéria fresca, essas amostras passaram pelo processo de
secagem, no qual foram colocadas para secar em estufa com circulacéo forcada de ar,
previamente regulada a 65 °C, onde permaneceram por 72 horas, até que o material
apresentasse massa constante. A completa remocdo da dgua € um procedimento
comum quando desejamos medir a quantidade de matéria que foi efetivamente

incorporada.

4.8. Determinacédo do Teor de Prolina Livre

Para determinacdo dos teores de prolina livre, foi utilizado o método acido
sulfossalicilico descrito por BATES et al. (1973). Com auxilio de uma balanca analitica,
pesou-se 0,5 mg de cada repeticdo, totalizando 2,0 mg de massa de matéria fresca de
palmito de cana-de-acUcar, armazenado em ultrafreezer a -80°C. O material vegetal foi
macerado em almofariz com 10 mL de acido sulfossalicilico (C;HsO3SO3). Nessa fase, a
solugdo homogeneizada foi submetida a duas filtragens para a eliminag&o parcial dos
interferentes. Para a reacdo, foram usados tubos de ensaio, nos quais foram
adicionados 2 mL do filtrado, que reagiram com 2 mL de acido ninhidrina e 2 mL de
acido aceético glacial, deixando-se a mistura em banho-maria a 100 °C por uma hora.
Logo em seguida, os tubos de ensaio foram colocados em banho de gelo por 10
minutos para cessar a reagdo. Foram entdo, adicionados 4 mL de tolueno a mistura,
seguida de agitacdo branda por 20 segundos. Logo apds, formou-se uma mistura
bifasica, e com o uso de uma pipeta Pasteur, foi retirado o sobrenadante e realizada a
analise do equilibrio da reacéo, ou seja, quantificagdo dos niveis de prolina livre. Foi
utilizado o tolueno como branco e as leituras foram realizadas no espectrofotdmetro
Pharmacia Ultrospect Ill, com comprimento de ondas de 520 nm, onde a intensidade da
cor do cromogeno foi proporcional a concentracdo de prolina presente na solu¢cdo em
analise. Os teores de prolina livre nos palmitos foram calculados com base na massa

fresca, segundo a formula: [(ug prolina/mL x mL tolueno)/115,5 pg/umol] / [(g
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amostra)/5] = ymol de prolina/g massa fresca de palmito. Cada repeticdo (amostra) foi

representada por um extrato simples dosado em duplicata.

4.9. Andlise Estatistica

A andlise estatistica dos dados provenientes das avaliagbes biométricas foi
realizada utilizando o programa estatistico SAS 9.1 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).
A andlise de variancia foi realizada pelo teste de F utilizando-se do teste de Tukey, a

5% de probabilidade, para a comparacao das médias.

4.10. Extracédo de RNA Total

Antes de iniciar a extracdo do RNA total, os utensilios de vidro e ceramica
utilizados foram previamente mantidos a 180°C por duas horas, de forma a impedir a
acdo de RNAses. O RNA total foi extraido a partir de 40 mg de amostra de palmito
(“pool” das quatro repeticdes de cada condicdo experimental) utilizando o Kit “lllustra
RNAspin Mini RNA Isolation Kit” (GE Healthcare) de acordo com as instru¢des do
fabricante. O RNA foi eluido em 100 pl de &gua livre de RNAse e colocado
imediatamente no gelo para prevenir a degradacéo e, posteriormente, foi estocado em

ultrafreezer -80°C até a sua utilizacao.

4.10.1 Quantificagcdo do RNA Total.

A determinacao da concentracdo e pureza do RNA foi realizada através da leitura
da absorbancia no espectrofotometro NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific
Inc.) nos comprimentos de onda de 260 nm, 280 nm e 230 nm. Para verificar
concentracdo do RNA extraido, é utilizado o valor de absorbéancia a 260 nm. A razéo
Azsonm/Azsonm determina a pureza do RNA extraido, e valores entre 1,8 e 2,0 indicam
uma amostra de boa qualidade, livre de proteina. A raz&o Azsonm/Azzonm € Utilizada
como uma medida secundaria de pureza do acido nucleico e para amostras de boa

gualidade de acidos nucleicos deve apresentar valores acima de 2,0.
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4.10.2. Anélise da Integridade do RNA Total em Gel de Agarose Desnaturante.

Foi verificada a integridade das amostras de RNA total utilizando 1,0 ug de RNA
total ressuspendido em 18 pl de uma mistura composta por Tampéo de Amostra (750
pL formamida; 150 pyL de tampé&o de corrida 10 x; 90 pL formaldeido; pitada azul de
bromofenol em q.s.p. 1.125 pyL com agua-DEPC), Brometo de Etideo (10 mg/mL) e
adgua-DEPC. Essa mistura foi aquecida em banho-maria a 65°C por 7 minutos antes de
sua aplicacdo em gel de agarose desnaturante a 1,5% (p/v) contendo 6,7 % de
formaldeido (v/v). O gel foi submetido a eletroforese a 60V/cm constante por cerca de
50 minutos e, em seguida, exposto a luz ultravioleta (UV) em transiluminador, para a
visualizacdo das bandas de RNA ribossomal 28S 1x maior que a 18S (SAMBROOK;
FRITSCH; MANIATIS, 1989). A imagem do gel foi captada por uma camara CCD
(EASTMAN KODAK COMPANY; Rochester, New York).

4.11. Sintese da 1° Fita do cDNA.

A primeira fita de cDNA foi sintetizada com 1,0 ug de RNA total utilizando-se o

Kit Revertaid™ H Minus First Strand cDNA Synthesis (Fermentas) com os seguintes

volumes:

Reagentes Concentracbes | Quantidades

Oligo(dT)1s 100 uM 1L

Reaction buffer 250 mM Tris-HCI (pH 8.3), 250 mM 5X 4 uL

KCI, 20 mM MgCl,, 50 mM DTT

RiboLock™ RNase Inhibitor 20U 1L

dNTP Mix 10 mM 2 uL

RevertAid™ H Minus M-MuLV Reverse 200 U 1puL

Transcriptase
Volume Final - 20 uL

A reacdo foi mantida no termociclador a 42 ‘C por 60 minutos e posterior
inativacdo da enzima a 70 °C por 5 min.
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4.11.1. Procedimento para a Sintese da 22 Fita do cDNA

Foi adicionado aos 20 uL da mistura da reacao de sintese da primeira fita do
cDNA:

Reagentes Concentragoes | Quantidades
Reacdo de sintese da primeira fita do cDNA - 20 pL
Reaction buffer da DNA Polimerase | 10 X 8 uL
RNase H 10U 1L
DNA Polimerase I, E. coli 30,0U 3 uL
Agua ultrapura esterilizada - 68 uL
Volume Final - 100 pL

Logo apods, os tubos de microcentrifuga foram incubados a 15 °C por 2 horas e,
posteriormente, foi adicionado 12,5 U da enzima T4 DNA Polimerase (Fermentas) e
novamente incubados a 15°C por 5 minutos. A reacdo foi interrompida por meio da
adicao de 5,0 uL de 0,5 M de EDTA, pH 8,0.

4.11.2. Purificacdo do cDNA por meio da Extracdo com Fenol/Cloroférmio

Foi adicionado ao produto da sintese do cDNA dupla-fita, quantidade de agua
ultra-pura esterilizada suficiente para 500 uL. Logo apds, acrescentou-se 500,0 uL da
mistura de fenol pH 8,0, cloroférmio e alcool isoamilico na propor¢cdo de 25:24:1,
respectivamente. A amostra foi homogeneizada rapidamente por inversdo e,
posteriormente, centrifugada a 12.000 X g a 4°C por 5 minutos. A fase aquosa foi
transferida para um novo tubo de microcentrifuga de 1,5 mL e entdo foi acrescentado
500 puL de cloroférmio seguindo-se a centrifugacdo a 12.000 X g a 4°C por 5 minutos e
0 sobrenadante recuperado. Os dois ultimos passos foram repetidos novamente.

- Precipitacédo do cDNA:

Foi transferida a fase aquosa (500 ul) para um novo tubo de microcentrifuga de
1,5 mL e adicionado ao tubo, 50 uL de acetato de sédio (3M, pH 5,2) e 500 uL de
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isopropanol gelado. Centrifugou-se na velocidade méaxima a 4°C por 30 minutos e o
material foi mantido durante a noite em freezer -20°C.

- Lavagem do cDNA:

Centrifugou-se novamente a 12.000 X g por 10 minutos e, em seguida,
descartou-se o sobrenadante e foi adicionado 500 uL de etanol 70% gelado para
remocao de sais residuais. Repetiram-se, novamente, os dois passos acima.

O precipitado passou por secagem a temperatura ambiente por 1 hora e foi
dissolvido em 15,5 uL de &gua ultrapura esterilizada.

A leitura em espectrofotbmetro NanoDrop foi realizada para a quantificacéo e a
avaliacdo do grau de pureza do cDNA e logo apos, foi armazenado em ultrafreezer -

80°C até a sua utilizagao.

4.12. Técnica de cDNA-AFLP

Para a realizacdo da técnica de cDNA-AFLP, utilizou-se o AFLP® Plant Mapping
kit (Regular Plant Genomes) da PE-Applied Biosystems, Inc., CA, USA (1997),

conforme recomendacdes do fabricante com algumas modificagdes.

4.12.1. Reagéo de Restri¢éo

O primeiro passo dessa técnica é a digestdo do cDNA por meio de duas enzimas
de restricdo: EcoRI de corte raro e Msel de corte frequente, que irdo gerar fragmentos
com extremidades compativeis para a posterior ligacdo dos adaptadores EcoRI e Msel.

Para cada amostra foi utilizado:
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Reagentes Concentragcbes Quantidades
cDNA 300 ng -
EcoRI (Fermentas, Lituania) 10 U/uL 0,5 uL
Msel (Invitrogen Corp., CA, USA) 5 U/uL 0,1 puL
Tampao Reactl (Invitrogen Corp., CA, USA) 10x 1,25 uL
Agua ultrapura esterilizada > 2,5uL
Volume Final - 4,35 uL

As amostras foram mantidas em termociclador a 37°C por 2 horas, seguidas de

15 minutos a 70°C para a inativacdo das enzimas.

4.12.2. Reacéao de Ligacao dos Pares de Adaptadores

Antes de iniciar a reacdo de ligacdo, coletou-se, em um novo tubo, para cada
adaptador, uma aliquota de 0,33 uL dos adaptadores das enzimas de restricdo EcoRl e
da Msel e foram aquecidos, separadamente, a 95°C por 5 minutos e entdo resfriados a
temperatura ambiente por um periodo superior a 10 minutos. Em seguida, os dois
adaptadores foram adicionados em um Unico tubo para posterior utilizacdo. Para a

reacao de ligacao, foi utilizado:

Reagentes Quantidades
cDNA digerido 3,7 uL
Tampao T4 DNA Ligase (New England Biolabs, Inc) 0,5 uL
T4 DNA Ligase (New England Biolabs, Inc.) 0,2 uL
adaptadores EcoRlI e Msel 0,66uL
Volume Final 5,06 pL
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As reacoOes de ligagdo foram mantidas a 20°C por 2 horas em termociclador e,
apos, foram diluidas 3X em TE (20 mM Tris-HCI; 0,1 mM EDTA, pH 8,0).

4.12.3. Reacédo de Amplificacdo Pré-Seletiva

Para realizacéo da amplificacéo pré-seletiva foram utilizados 4,0 uL da reacao de

ligacéo, diluido 3X e foi adicionado ao tubo:

Reagentes Concentracbes Quantidades
Reacéo de ligacao = 4,0 uL
Mix primers pré-seletivos (EcoRI e Msel) - 1,0 uL
AFLP Amplification Core Mix (tampé&o, dNTPs, MgCl, 400U/uL 15,0 uL

e enzima DNA polimerase)

Volume Final - 20,0 pL

Nesta etapa, os fragmentos de cDNA com os adaptadores ligados nas duas
extremidades amplificam exponencialmente, predominando assim, no produto final. As
amostras foram amplificadas em termociclador de acordo com os parametros da Tabela
2 e diluidas 20x em TEg 1 (20 mM Tris-HCI, 0,1 mM EDTA, pH 8,0).

Tabela 2. Parametros utilizados na reacéo de amplificacdo Pré-Seletiva

Inicio 20 Ciclos Término
72°C 94°C 56°C 72°C 60°C 4°C
2 minutos | 30 segundos | 1 minuto | 2 minutos 30 minutos infinito

4.12.4. Teste das Combinacdes de Iniciadores

O AFLP® Plant Mapping kit (Regular Plant Genomes) da uma possibilidade de

64 combinacdes de iniciadores EcoRl e Msel. Apenas os iniciadores EcoRI s&o
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marcados por fluorescéncia na extremidade 5’ com uma das cores, amarela (NED), azul
(FAM) ou verde (JOE), a depender do iniciador EcoRI usado para permitir a deteccao
dos fragmentos em sequenciador automatico de DNA.

Para testar a eficiéncia de polimorfismo das combinagdes de primers, foram
testadas 24 combinacdes de iniciadores EcoRI/Msel (Tabela 3), onde foi utlizada
amostra de cDNA das trés cultivares de cana-de-acucar, referente a terceira época de

coleta, escolhida aleatoriamente.



Tabela 3. Combinacdes de pares de primers (EcoRI-Msel) para a
técnica de cDNA-AFLP.

Primer EcoRI* Primer Msel*

AAG CAT
AAG CAG
AAG CTT
AAG CTC
AAC CTG
ACA CAG
ACA CTC
ACA CTG
ACC CTG
ACC CAT
ACC CAG
ACC CAA
ACC CTG
ACC CTT
ACG CAA
ACG CAC
ACG CTG
ACT CTT
ACT CAA
ACT CTG
ACT CAG
AGC CTG
AGG CAT
AGC CAT
AGC CTC

* Em negrito os dois nucleotideos
adicionais dos primers seletivos. Os
primers com inicial ACA e ACT séo
marcados com fluoréfilo FAM (azul); os
com inicial AAG, ACG e AGG séo
marcados com fluordéfilo JOE (verde); e os
com inicial AAC, ACC e AGC sdo
marcados com fluordfilo NED (amarela).
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4.12.5. Reacdo de Amplificacao Seletiva

Ao analisar as combinagbes de primers mais polimorficas (dados néo
apresentados), ou seja, presenca de bandas na amostra da cana-de-agUcar tolerante
desde que ausente na amostra da cana sensivel (andlise qualitativa), foram utilizados,
12 combinacdes de primers EcoRI e Msel (Tabela 4), para a realizagdo da reagéo de

amplificacao seletiva.

Tabela 4. 12 combinacfes de primers utilizados na técnica de cDNA-
AFLP.

Primer EcoRI* Primer Msel*

ACT CTG
ACT CTT
ACT CAA
ACG CTG
ACA CAG
AAG CAT
ACC CTG
AGC CTG
AAC CTG
AGG CAT
ACC CAT
AAG CTC

Para a amplificacdo seletiva, foram utilizadas amostras da reacdo de pré-
amplificacdo das trés cultivares de cana-de-acucar submetidas ao déficit hidrico nas
guatro épocas de coleta estudadas e suas respectivas plantas controle. Foram

utilizados 2,0 uL do produto da reacédo de amplificacao pré-seletiva diluida em:



Reagentes
Reacao da pré-seletiva

Tampdao Taq DNA Polimerase

MgCl;

dNTPs
combinagé&o de primers EcoRl
combinacédo de primers Msel
Tag DNA Polimerase caseira

Agua ultrapura esterilizada

Volume Final

Concentragcfes Quantidades

10 X
25 mM
2,5 mM
10 uM
10 uM

2,0 uL
1,5uL
1,2 uL
1,5uL
2,0 uL
2,0 uL
1,5uL
3,3 uL
15,0 uL
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A PCR seletiva consiste de 40 ciclos, incluindo 10 ciclos touchdown com uma

reducdo gradual da temperatura de anelamento de 66°C para 56°C em 1°C por passo,

mantendo a 56°C por 35 ciclos, conforme os parametros descritos abaixo:



Inicio/Término

94°C 2 min.
94°C 2 min.
94°C 2 min.
94°C 2 min.
94°C 2 min.
94°C 2 min.
94°C 2 min.
94°C 2 min.
94°C 2 min.
94°C 2 min.
94°C 2 min.
60°C 30 min.

4°C continuamente

Desnaturacéao
94°C 20 seg.
94°C 20 seg.
94°C 20 seg.
94°C 20 seg.
94°C 20 seg.
94°C 20 seg.
94°C 20 seg.
94°C 20 seg.
94°C 20 seg.
94°C 20 seg.
94°C 20 seg.

Ciclo

Anelamento

66°C 30 seg.
65°C 30 seg.
64°C 30 seg.
63°C 30 seg.
62°C 30 seg.
61°C 30 seg.
60°C 30 seg.
59°C 30 seg.
58°C 30 seg.
57°C 30 seq.
56°C 30 seg.

Extensao

72°C 2 min.
72°C 2 min.
72°C 2 min.
72°C 2 min.
72°C 2 min.
72°C 2 min.
72°C 2 min.
72°C 2 min.
72°C 2 min.
72°C 2 min.
72°C 2 min.

N° de Ciclos

4.13. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida 6% Corado com Nitrato de Prata.
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As amostras da amplificacdo seletiva das 12 combinac¢des foram aplicadas em

seis géis de poliacrilamida 6% desnaturante contendo 7,0 M de uréia. Toda esta parte

experimental foi realizada no Centro de Cana-de-acucar IAC/APTA com o auxilio da

Dra. Luciana Rossini Pinto e Dra. Silvana Aparecida Creste Dias de Souza, as quais

possuem as cubas de eletroforese necessarias e uma equipe com experiéncia neste

tipo de trabalho.
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Montagem de Gel de Poliacrilamida 6%:

Antes de iniciar a montagem do gel, foi realizado o primeiro tratamento das
placas com as solucdes Bind e Repel.

Tratamento das placas com Bind (33.3 x 41.9 cm): Foi aplicado alcool (92,8% -

comercial) em todas as partes da placa. Logo em seguida, acetona na frente das placas
para as desengorduar. Em um tubo de 15 mL foi adicionado 3 mL da solucdo (95 mL
alcool etilico + 5 mL Ac. Acético) e, posteriormente adicionou, 7 uL de de g-
methacryloxypropyl- trimethoxysilane (PlusOne Bind Silane). A solucdo foi gentilmente
espalhada na placa para a ligacdo covalente do gel.

Tratamento das placas com Repel (33.3 x 39.4 cm): foi realizada a limpeza com

alcool comercial e acetona, e a aplicacio de 3 mL da solucdo 2% de
dimethyldichlorosilane in octamethyl cyclo-octasilane (PlusOne Repel-Silane ES) para
assegurar a posterior liberacdo do gel. Aguardou-se 5 minutos para a secagem.

Para a montagem das placas, foi utilizado espacador de 0,4 mm entre as partes
tratadas das placas. Logo apés, lacrou-se as placas para que ndo ocorresse vazamento
do gel. Apds lacrar completamente as placas, foi aplicada, com o auxilio de uma seringa
de 60 mL, a solucdo do gel (70 mL da solucéo de poliacrilamida 6% contendo uréia 8M
e adicdo de 750 pL de persulfato de amonio e 45 yL de TEMED) e, em seguida,
colocou o pente para a posterior aplicacdo das amostras. Aguardou-se 1 hora para a
polimerizacdo do gel de poliacrilamida. Realizou-se a “pré-corrida” em tampéo TBE 1X
(89 mM de Tris-base; 89 mM de acido borico; 2 mM EDTA) a 90W para o aguecimento

do gel a aproximadamente 60°C,;

Preparo das Amostras

As amostras foram preparadas por meio da adi¢cdo de tampé&o de formamida (10
mM NaOH; 0.05 % de xileno cianol [p/v]; 0.05% de azul de bromofenol [p/v]; 20 mM
EDTA em formamida) na razdo de 1:0,5. As amostras foram desnaturadas, em
termociclador, a 95°C por 5 minutos e imediatamente colocados no gelo até a aplicacédo

no gel. Foi aplicada, no gel, uma aliquota de 3,7 pyL destas amostras, juntamente com a
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aplicacdo de aliguotas dos marcadores de peso molecular de 10, 20 e 50 pb
(Fermentas), previamente desnaturados com tampé&o formamida. A eletroforese vertical
em gel de poliacrilamida 6% (p/v) em condi¢cdo desnaturante (uréia), em tampao TBE
1X se deu a 55 W a 50-55°C por aproximadamente 3h. A coloragdo das placas foi
realizada de acordo com o protocolo descrito por CRESTE, TULMANN-NETO e
FIGUEIRA (2001).

4.14. Visualizacdo, Recuperacdo e Reamplificacdo dos Fragmentos

Foi realizada uma andlise visual dos géis de poliacrilamida 6 % por meio de um
transluminador de luz branca. Nessa analise foi verificada a contagem manual dos
fragmentos, selecdo e estimacao de seus pesos moleculares por meio da comparacao
de sua migracdo com a dos fragmentos dos marcadores moleculares. A selecdo dos
fragmentos expressos (FEs) foi determinada pela auséncia do fragmento na cultivar
sensivel ao estresse hidrico quando submetida a supressdo da rega. Foram
considerados fragmentos exclusivos (FE-Ts) os fragmentos expressos apenas nas
cultivares tolerantes submetidos a supressdo da rega e ausentes em suas planta-
controle. O tamanho molecular dos fragmentos foi estimado de acordo o protocolo
descrito por DEDEMO (2011).

Os fragmentos selecionados foram excisados do gel, com o auxilio de uma
lamina de bisturi, e mantidas em TE (20 mM Tris-HCI, 0,1 mM EDTA, pH 8,0), incubado
durante a noite a 4°C e entéo a 60°C por 2 horas e, finalmente, realizando trés ciclos de
congelamento e descongelamento e centrifugacdo rapida do resto da poliacrilamida
conforme descrito por PATHAN et al. (2007).

As reamplificagbes foram realizadas nas mesmas condicdes de reacao
utilizadas anteriormente na amplificacdo seletiva, nessa etapa, para um volume final de
50 pL, substituindo-se o cDNA pré-amplificado por 10 yL da eluicdo da banda excisada
e 25 mM dNTPs. O programa para reamplificagcdo em termociclador foi o mesmo
utilizado para o preparo da amplificacéo seletiva (ver item 4.12.5).

Para confirmar se ocorreu reamplificacdo e se a mesma foi especifica, aliquotas

de 8 pL de cada reacédo foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a 1 % com
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brometo de etideo e visualizadas sob luz UV utilizando-se como marcador de massa
molecular ladder de 700 pb.

4.15. Purificacéo dos produtos de PCR referentes aos FEs-T

Para as reamplificacbes positivas e especificas, o produto de PCR contendo os
fragmentos reamplificados foi purificado com o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean up
system (Promega) de acordo com as recomendacdes do fabricante. Foi determinada,
apos a purificacdo, a concentracdo e pureza do produto amplificado através da leitura
da absorbancia no espectrofotometro NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific
Inc.) nos comprimentos de onda de 260 nm, 280 nm e 230 nm.

4.16. Clonagem dos FEs-T

A clonagem foi realizada com o vetor pGEM®-T Easy Vector System | (Promega,
Alemanha) na razédo de 3:1 (inserto:vetor), de acordo com as recomendac¢fes do
fabricante. Esse vetor é linearizado com uma Unica timina no terminal 3' de ambas as
extremidades, por ser linear, previne a recircularizacao e refina a eficiéncia de ligacao
dos produtos de PCR, por possuir uma adenina adicional em sua extremidade, gerada

por certas DNA polimerases termoestaveis. Foram utilizados para cada reacao:

Reagentes Concentragbes | Quantidades
Produto de PCR purificado 75 ng -
2X Tampao de ligacao 2X 5uL
Vetor pGEM-T Easy 25 ng 0,5 uL
T4 DNA Ligase 30U 1L
Agua ultrapura esterilizada - -
Volume Final - 10 pL

Logo apos, a reagao foi mantida no termociclador a 4 °C por 16 horas.
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4.17. Transformagado Quimica dos FEs-T

Foram utilizados 3 pL da reacgéo de ligagdo em 50 uL de células de E. coli (cepa
DH10B) quimicamente competentes. Antes de iniciar a transformacgdo, as células
guimicamente competentes (armazenada em freezer -80 °C) foram descongeladas
rapidamente no gelo e em seguida adicionou a reacao de ligacdo. A mistura ficou no
gelo por 30 minutos e logo apds provocou o choque térmico de 30 segundos no banho-
maria a 42 °C. Apos o choque térmico, a mistura foi colocada imediatamente no gelo
até completo resfriamento do tubo. Em seguida, foi transferida para 1,0 mL de meio de
cultura SOC (1000 uL de SOB, 40 puL de glicose 20 % e 40 uL de MgCl 1M) e incubadas
a 37 °C por 1 hora sob agitacdo de 220 rpm. Apés a incubacdo, a solucao foi espalhada
em placas de petri contendo meio de cultura 2XTY sdlido e o antibidtico ampicilina (50
pg/mL), juntamente com 40 puL de X-gal 2% e 25 uL IPTG a 100 mM. As col6nias
contendo o vetor com o DNA clonado (coloracdo branca) foram selecionadas e
transferidas com o auxilio de palitos de madeira autoclavados, para placas tipo ELISA
de 96 pocos, contendo em cada pocinho, 150 uL de meio de cultura 2XTY liquido com
8% de glicerol e 50 ug/mL do antibiético ampicilina. Por fim, as placas foram incubadas
em estufa bacteriologica por 16 horas a 37°C e apoés a realizagdo do inoculo, foram

estocadas em ultrafreezer a -80°C.

4.18. Preparagéo do DNA Plasmidial

Para a obtencdo do DNA plasmidial, foi utilizado o NucleoSpin® Plasmid kit
(MACHEREY-NAGEL, Alemanha) que remove o0s contaminantes, tais como sais,
metabdlitos e componentes celulares macromoleculares soltveis e o0 DNA plasmidial se
liga & coluna de silica e é eluido sob condi¢des de baixa forga ibnica com tampé&o

levemente alcalino, de acordo com as instrucdes do fabricante.
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4.19. Sequenciamento dos FEs-T

Para verificar se ndo havia mais de um tipo de transcrito na banda excisada do
gel de poliacrilamida, foi realizada o sequenciamento de 16 clones, onde foi utilizado o
metodo da terminacdo da cadeia por dideoxinucleotideo (SANGER; NICKLEN;
COULSON, 1977), utilizando o BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (PE-
Applied Biosystems, Inc., CA, USA). A reacao foi realizada em microplacas contendo

100 ng de DNA plasmidial com os seguintes reagentes:

Reagentes Concentracbes | Quantidades

DNA 100 ng -

Tampéao Save Money (5 mM MgCl2, 200 mM Tris-HCI - 3 uL
pH 9,0)
Primer T7 95-TAATACGACTCACTATAGGG-3’ 10 pmoles/uL 1L
ou Primer SP6 (5-ATTTAGGTGACACTATAG-3)

BigDye Terminator - 1L

Agua ultrapura esterilizada - -
Volume Final - 10 uL

Logo apoés, as amostras foram colocadas em um termociclador e submetidas ao

seguinte ciclo:

- Lavagem das Reacdes para o Sequenciamento

A lavagem do produto da reacdo de amplificacéo foi feita adicionando-se 80 pL
de isopropanol 75% e mantendo as amostras no escuro a 20 °C por 15 minutos. Logo

apos, as amostras foram entdo centrifugadas a 3.040 x g, por 30 minutos, a 20 °C. O
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sobrenadante foi descartado por meio da inversdo da placa em papel absorvente e em
seguida, adicionou ao precipitado 200 uL de etanol 70% para remog¢ao do sal residual.
As amostras foram entdo centrifugadas a 3.040 x g por 10 minutos a 20 °C. Novamente,
0 sobrenadante foi descartado conforme etapa descrita acima e o passo da lavagem
com 200 uL de etanol 70% foi repetido. Para que o etanol residual fosse completamente
eliminado, foi realizada a inversdo da microplaca em papel absorvente e realizado um
pulso de centrifugacdo de 20 segundos wusando 1 como valor de
aceleracdo/desaceleracdo da centrifuga. As amostras foram secas por 15 minutos em

estufa bacteriolégica a 37 °C.

- Sequenciamento dos FEs-T

Para a realizacdo do sequenciamento dos FEs, foi utilizado sequenciador
automatico de DNA Applied Biosystems 3730xI DNA Analyzer (PE-Applied Biosystems,
Inc., CA, USA). Em cada amostra foi adicionado 10 uL de formamida seguida de
desnaturacao a 95 °C por 5 minutos e colocadas no gelo imediatamente para posterior

aplicacdo no sequenciador.

4.20. Anélise dos FEs-T

As seqUéncias obtidas foram analisadas pelo programa Phred (EWING et al.,
1998; EWING & GREEN, 1998), Phrap (GREEN, 1996) e cross_match (EWING &
GREEN, 1998) para verificar a qualidade das bases e remover as sequéncias de
nucleotideos correspondentes ao vetor de clonagem. Posteriormente, foram submetidas
a pesquisas no banco de dados utilizando a ferramenta BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) (ALTSCHUL et al, 1990) contra o banco NR, para a identificacdo de
similaridades com sequéncias de proteinas ja descritas na base de dados do NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).
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V. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Escolha do material vegetal (palmito)

O palmito, regido meristematica apical, representa a fonte pos-embrionaria de
todos os oOrgdos da parte aérea da planta e, provavelmente, é constituido de alguns
recursos genéticos de protecdo e adaptacdo das plantas para os fatores externos
(JOVINO, 2007). Por ser uma regido meristematica, funcionam como sensores e, em
resposta ao estresse sofrido, iniciam varios processos, fazendo com que a planta se
adapte as novas mudancas (FERRO, 2008). De acordo com INMAN_BAMBER & SMIT
(2005), sob estresse hidrico as folhas da cana-de-acucar tendem a se acumular no
cartucho, com a reducdo do estresse, esse acumulo permite uma recuperagao rapida
de expansdo da area foliar. Na Figura 5 podemos observar a localizacdo do palmito
coletado no experimento.

Por essa razéao, foi realizado o estudo da expressao génica sob estresse hidrico
com o palmito de cana-de-agucar, utilizando a técnica de cDNA-AFLP, a fim de obter

novos resultados, tendo em vista a escassez de trabalhos descrito na literatura.

A B

Figura 5. Esquema de uma plantula de cana-de-acuUcar sinalizando o local da amostragem (A). Corte

transversal evidenciando a regido central do palmito (B) (Fonte: CLEMENTS, 1980).
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5.2. Determinacédo da Umidade do Solo

Para determinar a umidade do solo nos dois regimes hidricos (controle e sob
estresse hidrico) foi realizado a média dos valores obtidos com a pesagem dos vasos
apos a remocao da parte aérea das plantas.

As condicbes experimentais utilizadas foram suficientes e adequadas para a
inducdo do estresse hidrico, como pode ser verificado nas plantas controle (sem
supressao da rega) das cultivares de cana-de-agucar SP83-5073, RB86-7515 e SP86-
155, conforme ilustrado na Figura 6A, 6B e 6C, respectivamente. Além disso, as plantas
sob estresse hidrico, apresentaram uma reducéo da porcentagem de poros preenchidos
com agua ao longo das épocas de coleta.

Na Figura 7, pode-se observar a diferenca do volume de poros do solo
preenchidos com agua (DVP,) das plantas controle e sob estresse hidrico durante o
periodo de supresséo da rega nas trés cultivares de cana-de-agucar e destacar a SP83-
5073 com um aumento na diferenca do volume de poros do solo preenchidos com agua
com 1, 3 e 5 dias de supresséo da rega. Esse resultado pode estar relacionado com a
caracteristica genotipica da cultivar por possuir uma maior capacidade de absor¢éo de
agua, o que lhe confere maior tolerancia ao estresse hidrico. Com 10 dias, as trés
cultivares mantiveram aproximadamente as mesmas diferencas de poros do solo

preenchido com agua.

5.3. Condi¢cdes Ambientais no Interior da Casa de Vegetacao

Durante todo o periodo experimental que ocorreu nos meses de setembro de
2008 a abril de 2009, realizou-se a medicdo da temperatura média no interior da casa
de vegetacdo, que foi de 27,39°C £ 2,31°C, com maxima de 31,00°C + 2,38 °C e
minima de 22,19-C + 1,94-C e umidade relativa do ar com variacao de 60,44 + 17,44%.
De acordo com ALMEIDA et al. (2008), para a cana-de-acUcar, o intervalo entre 25 °C
e 33 °C é muito importante para o desenvolvimento vegetativo da cultura. Na Figura 8
estdo ilustradas as temperaturas maximas e minimas durante as quatro épocas de

coleta.
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Figura 6. Porcentagem de poros do solo preenchidos com agua nas trés cultivares
de cana-de-acgUcar submetidas a 1, 3, 5 e 10 dias de supressao da rega.
SP83-5073 - Tolerante (A), RB86-7515 - Tolerante (B) e SP86-155 -
Sensivel (C).

39



40

60% -

50% -

40% -

30% -

20% -

10% -

preenchidos com agua (%)

Diferenca do volume de poros do solo

0% - T i T T
1 3 5 10
| SP83-5073 B RB867515 @ SP86-155 |

Figura 7. Diferenca do volume de poros do solo preenchidos com égua entre os
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Figura 8. Temperatura méxima e minima no interior da casa de vegetacdo durante o
periodo de déficit hidrico.

5.4. Andlise Estatistica dos Parametros de Crescimento

Para facilitar a interpretacdo dos resultados obtidos por meio da analise
estatistica, a discussao encontra-se separada por parametros avaliados.

De maneira geral, o estresse hidrico sofrido pelas trés cultivares de cana-de-
acucar SP83-5073, RB86-7515 e SP86-155 submetidas a 1, 3, 5 e 10 dias de
supressdo da rega provocou diferencas estatisticamente significativas em todos os
parametros analisados nos fatores: estresse, cultivar, coleta e nas interacfes estresse x

coleta. No entanto, para as interacdes estresse x cultivar, cultivar x coleta e estresse x
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cultivar x coleta, ndo foi observada diferenca significativa ao nivel de 5 % de
probabilidade pelo teste F para nenhum parametro estudado, provavelmente devido ao

curto tempo de supressao da rega sofrido pelas plantas (Tabela 5).
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5.4.1 Altura inicial e final da planta (AIP e AFP)

De acordo com a Tabela 5, os resultados obtidos pela analise de variancia
tiveram efeito significativo no parametro altura inicial da planta promovido pelos
fatores cultivar e coleta. No caso do parametro altura final da planta a diferenca foi
significativa para o fator cultivar.

Ao analisar a Figura 9A, pode se observar que a maior média para a AlP foi
encontrada na SP86-155 e a menor média na RB86-7515. Do mesmo modo, para
a AFP, as duas cultivares, apds 10 dias de supressao da rega, nao reduziram seu
crescimento, ou seja, continuaram crescendo e mantiveram a maior média e a
menor media para a SP86-155 e RB86-7515, respectivamente (Figura 9B). Para
verificar se as cultivares foram estatisticamente diferentes em relacdo a altura das
plantas, foi realizada a diferenca entre altura inicial e final das plantas, ou seja,
Dair. = AFP —AIP (Figura 9C). Ao comparar essa diferenca de altura entre as trés
cultivares de cana-de-acucar, foi observado que ndo houve diferenca significativa

de altura entre as cultivares.
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Ao longo do experimento de supressdo da rega, houve diferencas
significativas para a AIP e AFP promovido pela variavel coleta, onde foi observado
gue para a AIP a maior média foi verificada na 1° coleta e as outras coletas nédo
diferiram entre si, sendo que a quarta coleta ndo diferiu da primeira (Figura 10A).
No caso da AFP, a 4° coleta se destaca com uma maior média, mas néo diferindo
da primeira coleta. Esta por sua vez, nao diferiu da terceira coleta, que também
ndo diferiu da segunda, sendo essa a época que apresentou a menor média
(Figura 10B), ou seja, mesmo sob déficit hidrico, houve uma tendéncia de
crescimento.

Para confirmar esses resultados, a Figura 10C mostra, por meio da
diferenca entre a altura inicial e final das plantas (Diferenca = AFP —AIP), que a 4°
coleta se diferenciou estatisticamente das outras coletas e, com isso, pode-se
afirmar que as plantas continuaram 0 seu crescimento mesmo estando

submetidas a mais de 5 dias sob déficit hidrico.
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Esse aumento no crescimento das plantas esta relacionado, diretamente,

com o0 aumento na altura final das plantas, estando de acordo com os resultados

obtidos por MACHADO et al. (2009) que, ao avaliarem as respostas de dois

genaotipos de cana-de-agucar, em trés fases distintas, verificaram que o gendtipo
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IACSP 94-2094 foi o menos afetado pela falta de agua e manteve o crescimento,
enquanto que o IACSP 96-2042 apresentou menor crescimento da planta e, ao
comparar a altura dos dois genadtipos, sugeriram que a IACSP 94-2094 possa ser
tolerante e a IACSP 96-2042 sensivel ao estresse hidrico. O mesmo foi observado
por GUIMARAES (2007), que verificou que houve uma tendéncia de diminuicéo do
crescimento e diametro do colmo nas cultivares de cana-de-acUcar suscetiveis ao
estresse bidtico (Mahanarva fimbriolata) ao longo do tempo de infestacdo
enguanto que para a cultivar tolerante foi verificado o oposto. Embora SILVA et al.
(2008), trabalhando com quatro familias de cana-de-aclUcar sob condicbes de
déficit hidrico, observaram que € possivel considerar a variavel altura da planta
como um dos indicadores de tolerancia ao estresse hidrico. Nesse trabalho, deve-
se levar em consideracéo se as cultivares estudadas diferem em seu padrao de
crescimento, antes de serem submetidas a supressdo de rega, provavelmente
devido as suas caracteristicas genotipicas.

Apés a andlise dos graficos podemos verificar, por meio das imagens
ilustradas nas Figuras 11 e 12, as caracteristicas genotipicas das trés cultivares
de cana-de-acuUcar submetidas a 1, 3, 5 e 10 dias de supressdo da rega, em
comparacdo com suas plantas controle. A SP83-5073, por ter caracteristica de
desenvolvimento vigoroso e possuir colmos médios a longos, sendo considerada
tolerante ao déficit hidrico, em todas as épocas de coletas, as plantas sob
estresse hidrico, comparada com sua respectiva planta controle, visivelmente ndo
sofreram com a falta d’agua (Figura 11A, 11D, 12G e 12J). A RB86-7515,
continuou com suas caracteristicas de crescimento rapido e habito de crescimento
ereto, e apos a supressao da rega, se diferenciou da sua planta controle apenas
no 10° dia de déficit hidrico (Figura 11B, 11E, 12H e 12K). J4 a SP86-155,
considerada sensivel ao estresse hidrico, se difere das outras cultivares por
apresentar colmos finos e longos. Foi possivel observar, no decorrer do
experimento, que as plantas sob estresse hidrico sentiram muito a falta d’agua,
principalmente na ultima coleta devido ao aumento de folhas secas, quando

comparada com sua planta controle (Figura 11C, 11F, 121 e 12L).
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5.4.2. Numero de Folhas (NF)

De acordo com os resultados da andlise de variancia, houve efeito
significativo do parametro numero de folhas promovido pelos fatores estresse e
cultivar (Tabela 5).

Ao comparar as médias do NF entre as plantas controle e submetidas ao
estresse hidrico (Figura 13A e 14A), foi observada a menor média nas plantas sob
estresse hidrico em relacdo as plantas controle (sem supressdo da rega). O
mesmo foi observado por SMIT & SINGELS (2006) que trabalhando com duas
cultivares de cana-de-acucar (NCo3676 e N22) submetidas a supresséo da rega,
verificaram que simultaneamente ocorreu uma reducdo do numero de folhas
verdes e um aumento da taxa de senescéncia foliar em ambas as cultivares, ap6s
38 dias de seca. O mesmo foi observado nesse experimento com 10 dias de
déficit hidrico. Em condi¢des de deficiéncia hidrica, o estresse limita ndo apenas o
tamanho, mas também o nimero de folhas (TAIZ & ZEIGER, 2004).

Analisando o NF entre as cultivares, a menor média foi encontrada na
cultivar tolerante, RB86-7515, contrastando com a cv SP86-155 sensivel ao
estresse hidrico (Figura 13B e 14B). Esse resultado corrobora com os resultados
obtidos por CARLIN & SANTOS (2009), ao constatarem que a deficiéncia hidrica
reduziu o nimero de folhas em 34,2% nos trés tratamentos de disponibilidade
hidrica em plantas jovens de cana-de-acucar resistentes a seca.

Desta meneira, foi verificado que a média do NF foi maior na cultivar
sensivel ao déficit hidrico durante toda a épocas de coleta. Sendo assim, acredita-
se que esses resultados estejam relacionados com as caracteristicas genotipicas
da SP86-155.
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seguida por diferentes letras diferem entre si pelo teste de Tukey
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Figura 14. Numero de folhas. Cv RB86-7515, respectivamente, planta
controle e planta sob estresse hidrico na 4° coleta (10 dias de
supressao da rega) (A); Cv SP83-5073, Cv RB86-7515 e Cv
SP86-155, respectivamente, plantas sob estresse hidrico na
3° coleta (5 dias de supresséo da rega) (B).
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5.4.3. Didmetro do Colmo (DC)

Pela analise de variancia, foi observada uma diferenca significativa para o
parametro diametro do colmo promovido pelo fator cultivar (Tabela 5).

Entre as trés cultivares de cana-de-acucar submetidas a quatro épocas de
coleta, a RB86-7515 se destaca das outras cultivares com a maior média e as
outras cultivares néo diferiram entre si (Figura 15). SILVA et al. (2008), concluiram
gue além da variavel altura da planta, o didmetro do colmo seria um outro
indicador de tolerancia a seca em cultivares de cana-de-acucar.

N&o foi estatisticamente significativo o parametro diametro do colmo
promovido pelo fator estresse, provavelmente o curto periodo de déficit hidrico (10
dias) imposto nesse trabalho néo foi suficiente para reduzir o diametro do colmo
nas plantas de cana-de-aclcar sob estresse hidrico. Do mesmo modo, SILVA
(2010) verificou que trés gendtipos de cana-de-agUcar submetidos a niveis
severos de deficiéncia hidrica em casa de vegetacdo ndo apresentaram reducao
significativa para o diametro do colmo.

Assim, pode-se concluir, que a diferenca entre as cultivares em relagéo ao
didmetro de colmo ndo foi afetada pelo déficit hidrico, constituindo-se de um
comportamento genético de cada cultivar, onde a RB86-7515 melhor se
desenvolveu, obtendo maiores médias nesta caracteristica de acordo as

condicOes de pesquisa deste trabalho.
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Figura 15. Efeito do fator Cultivar para o pard@metro didmetro do colmo . Medias
seguida por diferentes letras diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.
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5.4.4. Matéria fresca de folhas, bainhas e colmos (MFFB — MFC)

De acordo com a Tabela 5, pela analise de variancia, foi observado efeito
significativo no parametro massa fresca de folhas e bainhas (MFFB) ocasionado
pelos fatores estresse, cultivar, coleta e pela interagdo cultivar x coleta. Para o
parametro matéria fresca de colmos (MFC) houve efeito significativo promovido
pelo fator cultivar.

Analisando o fator cultivar para o parametro MFFB, a RB86-7515 obteve a
maior média entre as cultivares e a menor média foi encontrada na cv SP83-155
(Figura 16A). GUIMARAES (2007), estudando a resisténcia varietal da cana-de-
acucar a M. fimbriolata em trés gendtipos verificou que a massa fresca foi superior
na cv tolerante ao estresse biotico.

Para o fator coleta, houve uma reducéo significativa na média de MFFB a
partir da 3° coleta (Figura 16B). Esse resultado é esperado em experimento de
supressao da rega, sugerindo que as plantas durante o periodo de déficit hidrico,
podem ser afetada negativamente em varios processos fisiologicos, sobretudo
levar a uma reducdo na eficiéncia do uso da agua na fotossintese (INMAN-
BAMBER, 2004).

Com relagédo a MFFB ao fator estresse, as plantas controle obtiveram a
maior média significativa em relacdo as plantas sob supressao da rega (Figura
16C). Esses resultados estdo em perfeita concordancia com os resultados de
porcentagem de poros do solo preenchidos com agua (Figura 6A, 6B e 6C)
evidenciando que as condi¢cdes experimentais foram suficiente e adequada para o
trabalho de déficit hidrico.

Na Figura 16D, pode se verificar que a RB86-7515 se destaca com uma
maior média em relacdo as outras cultivares, e o contrario foi observado na SP86-
155. Entre as épocas de coleta, podemos observar que a RB86-7515 se mantém
com as maiores médias até na 3° época de coleta, ocorrendo uma reducao
significativa na 4° coleta. Essa reducdo também foi significativa para as outras
cultivares. Na 2° e 3° épocas de coleta, as trés -cultivares mantiveram

estatisticamente as mesmas médias.
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Figura 16. Matéria fresca de folhas e bainhas. Efeito do fator cultivar (A). Efeito do fator coleta (B). Efeito do fator
estresse (C). Efeito da interagao cultivar x coleta (D). Medias seguida por diferentes letras diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Para o parametro MFC, a melhor média foi verificada na SP86-155 e a
RB86-7515 apresentou média intermediaria, ndo diferindo estatisticamente das
outras cultivares (Figura 17).
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Figura 17. Efeito do fator cultivar sobre o parametro Matéria fresca de colmo. Medias
seguida por diferentes letras diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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5.4.5. Matéria Seca de Folhas, Bainhas e Colmos (MSFB — MSC)

Na Tabela 5, podemos observar que para o parametro matéria seca de
folhas e bainhas (MSFB) ocorreu efeito significativo promovido pelo fator cultivar.
E para a massa seca do colmo (MSC) foi significativo para o fator coleta.

Para o fator cultivar, foi verificado a maior média na RB86-7515 e as outras
cultivares ndo diferenciaram entre si para o parametro MSFB (Figura 18). Esses
resultados estdo de acordo com o obtido por MACHADO et al. (2009), ao
verificarem que o clone IACSP 96-2042 foi o mais afetado pelo déficit, devido ao
menor acumulo de matéria seca no colmo sob baixa disponibilidade hidrica na
fase inicial de crescimento das plantas. Segundo FERRO (2008) quanto mais
desidratada estiver a planta, maior sera a quantidade de matéria seca em relacao
ao peso fresco da mesma. Deste modo, PINCELLI (2010), verificou que a
deficiéncia hidrica reduziu a massa de matéria seca da parte aérea nas quatro
cultivares de cana-de-acUcar e ao comparar as cultivares constatou que as
cultivares SP81-3250 e SP83-2847 foram tolerantes ao estresse hidrico por
produzirem maiores massas de matéria seca da parte aérea e das raizes.

Com relacdo ao parametro MSC, foi verificada uma diferenca significativa
ocasionado pelo aumento da MSC na 4° coleta (Figura 19). Esses resultados
estdo de acordo com o obtido por OLIVEIRA et al. (2007) que ao avaliarem o
desenvolvimento da area foliar de trés cultivares de cana-de-acgucar, em condi¢cdes
de campo, para a producdo de biomassa, verificaram que na fase final do
experimento (497 DAP) o acumulo de massa seca nas folhas manteve-se mais
constante, enquanto que o acumulo de massa seca nos colmos resultou em taxas

maiores.
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Figura 18. Matéria seca de folhas e bainhas. Efeito do fator Cultivar. Médias seguidas
por diferentes letras diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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5.5. Determinacéo do Teor de Prolina Livre

Os resultados obtidos por meio da analise estatistica foram separados por
época de coletas (Tabela 6).

Tabela 6 — Resumo da analise de variancia para a determinacdo do teor de prolina livre
das cultivares de cana-de-acucar tolerantes (SP86-5073 e RB86-7515) e sensivel (SP83-
155), ao estresse hidrico submetidas a 1, 3, 5 e 10 dias de supresséo da rega.
Valores de F
ldiade supressdo 3dias de supressdo 5dias de supressdo 10 dias de supresséo

Fatores darega darega darega darega
Cultivar 0.03"° 10.30** 82,74%%+ 0,52
Estresse 0.57"° 0,23"° 121,18%** 432,78%*
Interacao
Cultivar X 67,86%+* )
Estresse 0,24N° 0,948 2,95

NSN3o significativo pelo teste F
***gignificativo (P<0,001) pelo teste F
**significativo (P<0,01) pelo teste F

Na 1° coleta, ndo foi estatisticamente significativo para os fatores cultivar,
estresse e para a interacao cultivar x estresse.

Para a 2° coleta, o teor de prolina livre foi significativo apenas para o fator
cultivar, onde as maiores médias foram verificadas nas cultivares SP83-5073 e
SP86-155 (Figura 20A). Esse resultado corrobora com o resultado obtido por
GONCALVES (2008) que estudando quatro variedades de cana-de-agucar sob
condicbes de estresse hidrico, em casa de vegetacdo, observou que a cultivar
SP79-1011 considerada tolerante a seca, apresentou maiores valores de prolina.

No caso da 3° coleta, o teor de prolina livre foi significativo em todos os
fatores. Para o fator cultivar, a SP86-155, sensivel ao estresse hidrico, se destaca

com a maior media e as outras cultivares ndo diferenciaram entre si (Figura 20B).
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Figura 20. Teor de prolina livre. Efeito do fator Coleta na segunda época de
coleta (3 dias sob estresse hidrico) (A), e na terceira época de
coleta (5 dias sob estresse hidrico) (B). Médias seguidas por
diferentes letras diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Para o fator estresse, ocorreu uma diferenca significativa na 3° e 4° coleta,
onde as plantas sob estresse hidrico tiveram uma melhor média quando
comparadas com as plantas controle (Figura 21A e 21B). Esses resultados estédo
de acordo com os resultados obtidos por SILVA (2010), relata que talvez a prolina,
dentre os solutos organicos, seja 0 primeiro a ter sua sintese e acumulo mais
pronunciado em fungéo do estresse hidrico nas plantas.

Ao compararmos as duas figuras, observa-se que ocorreu um aumento no
teor de prolina livre na 4° coleta. Do mesmo modo, CARLIN & SANTOS (2009)
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estudando o crescimento de plantas jovens de cana-de-aclUcar sob o efeito da
interacdo estresse hidrico e acidez do solo com aluminio, verificaram que a acidez
no solo prejudica a absorcdo de agua pelas plantas, ocasionando um estresse
hidrico e um pequeno acumulo de prolina, mas o maior valor foi verificado sem a
presenca do aluminio, indicando que esse aumento no teor de prolina estd mais
relacionado com a quantidade de agua disponivel do que o estresse causado pela

presenca do aluminio.
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Figura 21. Teor de prolina livre. Efeito do fator Estresse na terceira época de coleta
(5 dias sob estresse hidrico) (A), e na quarta época de coleta (10 dias
sob estresse hidrico) (B). Médias seguidas por diferentes letras diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Na Figura 22A, na interacao cultivar x estresse, foi observado que a cultivar
SP86-155, considerada sensivel ao estresse hidrico, apresentou a maior média do

teor de prolina livre nas plantas submetidas ao estresse hidrico.
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Ja na quarta época de coleta (10 dias de supressao da rega), observa-se
gue todas as plantas das trés cultivares submetidas ao estresse hidrico tiveram
um aumento das médias em relacdo a coleta anterior, em destaque para a cultivar
RB86-7515 que obteve a maior média (Figura 22B). Esses resultados estdo de
acordo com HARE et al. (1999), onde relatam que o acumulo de prolina livre pode
ser decorrente do decréscimo na degradagédo ou do aumento da biossintese deste
aminoacido. Do mesmo modo, RECCHIA (2011), sob condi¢des de seca, o teor
de prolina sofre aumento em suas concentracdes para regular o ajustamento
osmaGtico das plantas e assim reverter possiveis danos ao metabolismo celular. Ao
compararmos as figuras 22A e 22B, podemos observar que na quarta coleta, a
cultivar SP86-155 apresentou um decréscimo no teor de prolina. O mesmo foi
observado por MAIA et al. (2007), que trabalhando com gendétipos de milho, sob
condicbes de campo, aos sete meses de cultivo, verificaram comportamento
semelhante entre os gendétipos, mas aos nove meses houve reducdo na sintese
de prolina com a reducao do conteudo de agua do solo. Esses autores relatam
gue as repostas ao estresse hidrico podem depender tanto da idade das plantas

guanto das proéprias variedades.
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Figura 22. Teor de prolina livre. Efeito da interagdo Cultivar x Estresse na
terceira época de coleta (5 dias sob estresse hidrico) (A), e na quarta
época de coleta (10 dias sob estresse hidrico) (B). Médias seguidas
por diferentes letras diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

5.6. Extracdo de RNA total de Palmitos de Cana-de-Acucar
5.6.1. Integridade e Pureza do RNA.

No perfil eletroforético do RNA total das amostras de palmito de cana-de-
acucar em gel de agarose 1,5 % (p/v) desnaturante (contendo formaldeido) foram
visualizadas duas bandas dos RNAs ribossdmicos (rRNAs) 28 S e 18 S. Este perfil

das amostras demonstra que o RNA esta integro (Figura 23). Os resultados
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obtidos na quantificacdo dos diferentes RNAs apresentaram densidade &ptica
(A%%Az50) em torno de 1,8 e 2,0 e a razdo Azsonm/Azsonm apresentou valores
préximos de 2,0 (resultados ndo apresentados). Solugdes de RNA (ou DNA) de
boa qualidade devem apresentar valor de Asonm duas vezes maior que Azsonm,
dando uma relacdo Agsonm/Azsonm igual a 2,0 (SAMBROOK, FRITSCH e
MANIATIS,1989). Sendo assim, solucdes de RNA (ou DNA) que apresentem
valores entre 1,8 e 2,0 sdo consideradas livres de proteina e de outros
contaminantes. Por essa razdo, os RNAs extraidos e utilizados nos experimentos

estavam integros € puros.
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Figura 23. Eletroforese em gel de agarose 1,5 %. 1,0 ug de RNA total extraido do pool de palmito das
quatro replicatas bioldgicas das trés cultivares de cana-de-agUcar foram aplicados em cada
linha do gel. Linha 1-2; 7-8; 13-14 e 19-20: representam as amostras da cv SP83-5073 e
cada par de nimeros referem-se as amostras da planta-controle (sob adequado suprimento
de agua) e planta sob estresse hidrico, respectivamente; Linha 3-4; 9-10; 15-16 e 21-22:
representam as amostras da cv RB86-7515 e cada par de numeros referem-se as amostras
da planta-controle e planta sob estresse hidrico, respectivamente; Linha 5-6; 11-12; 17-18
e 23-24: representam as amostras da cv SP86-155 e cada par de nimeros referem-se as
amostras da planta-controle e planta sob estresse hidrico, respectivamente. Estdo
indicadas as bandas correspondentes aos RNAs ribossomais, 28 S e 18 S. EC — Epoca de
Coleta (1°, 2° 3° e 4° correspondem a 1, 3, 5 e 10 dias de supressdao da rega,
respectivamente).
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5.7. Técnica de cDNA-AFLP
5.7.1. Identificac&o e recuperacdo dos fragmentos expressos

Das 12 combinagbes de primers seletivos EcoRI/Msel, apenas duas néo
geraram padréo de fragmentos expressos, provavelmente por ndo permitirem uma
amplificacdo adequada. Em média, as combinacdes de iniciadores utilizados nas
cultivares tolerantes ao estresse hidrico geraram padrbes de fragmentos que
variaram de 80 a 890 pb. O tamanho molecular dos fragmentos que foram
excisados do gel foi estimado recorrendo a equacdo de regressdo linear
construida baseando-se na migracdo dos padrdes de tamanho molecular
utilizados. E importante ressaltar que tal método se trata de uma extrapolacéo e,
portanto, os valores estimados de tamanho molecular ndo s&o precisos. De
gualquer forma, o método revelou-se de grande eficacia para a estimativa do
tamanho dos fragmentos, visto que o valor estimado apresentou, para a maioria
dos fragmentos expressos, correspondéncia com o tamanho molecular
determinado pelo posterior sequenciamento dos fragmentos. DEDEMO (2011),
utilizando essa mesma técnica verificou em seus resultados que a metodologia de
regressao linear foi de grande eficacia para a estimativa de seus fragmentos. Na
Figura 24, podemos observar um exemplo de padrédo de fragmentos detectados
pela técnica de cDNA-AFLP.

Nas 10 combinacgdes restantes, foram observados, por meio da analise
visual, 1.077 padrdes de fragmentos de cDNA-AFLP, onde foram considerados
Fragmentos Expressos (FEs), aqueles identificados pela auséncia do fragmento
na cultivar sensivel ao estresse hidrico quando submetida a supresséo da rega e
Fragmentos Exclusivos expressos nas cultivares Tolerantes (FE-Ts) desde que
ausentes em suas planta-controle.

Para a cv SP83-5073, foram observados 463 FEs, sendo 170 FEs nas
plantas sob estresse hidrico e 18 FEs-T (Tabela 7). Para a cultivar RB86-7515
foram observados 614 FEs, onde 283 FEs nas plantas sob supressao da rega e

30 FEs-T (Tabela 8). As plantas-controle (que nao foram submetidos a supressao
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da rega) apresentaram o maior numero de FEs (293 e 331) para as cultivares
SP83-5073 e RB86-7515, respectivamente (Tabelas 7 e 8).

Foram recuperados do gel de poliacrilamida, um total de 453 fragmentos
expressos nas plantas sob déficit hidrico nas duas cultivares, ao passo que, 48
desses fragmentos foram expressos exclusivamente nas cultivares tolerantes

(FEs-T). Logo apés, os fragmentos foram eluidos em tampéao TE.
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Figura 24. Padrdo de fragmentos detectados pela técnica de cDNA-AFLP em gel de poliacrilamida 6 % corado com
nitrato de prata. Foram utilizados palmitos das plantas controle e sob supressao da rega de trés cultivares
de cana-de-acUcar. TSP-C (SP83-5073 Controle), TSP-E (SP83-5073 sob Estresse hidrico), TRB-C
(RB86-7515 Controle), TRB-E (RB86-7515 sob Estresse hidrico), SSP-C (SP86-155 Controle) e SSP-E

(SP86-155 sob Estresse hidrico). Marcador de tamanho molecular de 50pb, de 20pb e de 10pb,
respectivamente.
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Tabela 7 - Analise de cDNA-AFLP com 10 combinacdes de primers seletivos EcoRlI-
Msel referente a cultivar tolerante a seca SP83-5073. Sao apresentados 0s
nameros de fragmentos expressos (FES) e os fragmentos exclusivos (FEs-T)
nas cv de cana-de-acucar controle e estressada em cada época de coleta
(EC).

SP83-5073

Combinag&o Primers N° FEs N° FEs N° Total FEs-T
EcoRI/ Msel EC plantas-  plantas N° FEs-T plantas sob estresse
controle sob estresse plantas sob hidrico

hidrico estresse hidrico

N° Total
FEs

Q)

QO

B1 (ACT — CTG) 16

D

P

15

f

19
11

Y

Q

C1 (ACT — CTT)

Q

14

|

14
17

C2 (ACT — CAA) 14

QO

O

Q
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Y
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P

f

Y

D

B (ACA — CAG)
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Continuacéao

SP83-5073
N° FEs-T
Combinacdo Primers o N° FEs o plantas sob N° Total FEs-
EcoRI/ Msel g '\IlanFtiZ- plantas N gé);al estresse hidrico T
gontrole sob estresse plantas
hidrico sob estresse
hidrico

1* 0 0 0 0

2 1 1 2 0 0
E (ACC- CTG) 2 o 1 3 0
4& 2 0 2 0
1% 0 0 0 0

28 0 0 0 0 0
G (AGC - CTC) ¥ 0 0 0 0
44 0 0 0 0
1* 14 14 28 0

2* 11 0 11 0 0
H2 (AAC - CTG) e 0 5 0
4% 33 10 43 0
1* 15 22 37 0

2* 6 1 7 0 0
G2 (ACC - CAT) 3 11 0 11 0
4* 60 22 82 0
17 1 1 2 0

a

F1(AAG- CTC) 2 3 0 3 0 0
3 1 0 1 0
4% 41 19 60 0

No Total de FEs e FEs-T obtidos com as 10 combinacgfes - 463

No Total de FEs na cv controle obtidos com as 10 combinag¢8es - 293

No Total de FEs na cv estressada obtidos com as 10 combinac8es — 170

No Total de FEs-T na plantas sob estresse hidrico obtidos com as 10 combinacdes - 18

EC = (Epoca de Coleta): 1° = 1 dia; 2% = 3 dias; 3" = 5 dias e 4% = 10 dias de supresséo darega
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Tabela 8 - Andlise de cDNA-AFLP com 10 combinacdes de primers seletivos
EcoRI-Msel referente a cultivar tolerante a seca RB86-7515. Séao
apresentados os numeros de fragmentos expressos (FEs) e os
fragmentos exclusivos (FEs-T) nas cv de cana-de-acUcar controle e
estressada em cada época de coleta (EC).

RB86-7515
o] o]
Combinag&o Primers N™FEs N° FEs N° FEs-T N Total FEs-T
EC plantas o plantas
EcoRI/ Msel controle plantas N” Total plantas estressadas
estressada FEs estressadas
12 14 1 15 0
28 16 20 36 4
B1 (ACT - CTG) 3 3 5 5 0 4
42 12 0 12 0
1% 11 4 15 1
28 6 4 10 1
C1(ACT -CTT) 3 3 4 7 1 3
42 9 0 9 0
1° 5 5 10 2
28 7 5 12 2
C2 (ACT — CAA) 3 4 8 12 5 6
42 5 5 10 0
12 10 1 11 0
28 6 9 15 3
H1 (ACG - CTG) 3 1 1 > 0 3
42 0 0 0 0
1% 8 3 11 0
28 5 7 12 2
B (ACA — CAG) 3 1 1 2 0 2
42 3 1 4 0
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Continuacéao

RB86-7515
inacé i N° Total FEs-
Combinag&o Primers N° FEs o o o
EcoRI/ Msel EC plantas N FEs N" Total N" FEs-T T
controle _ Plantas FEs plantas plantas
estressada estressadas estressadas

1° 1 0 1 0
2° 2 1 3 0

E (ACC- CTG) 3 1 1 5 0 0
4° 3 1 4 0
1° 0 0 0 0
2° 4 4 8 0

G (AGC - CTCQ) 32 0 0 0 0 0
42 4 4 8 0
1° 6 6 12 0
2° 4 4 8 0

H2 (AAC- CTG) 2 | y : 0 0
4 34 33 67 0
1° 22 21 43 0
28 1 8 9 7

G2 (ACC - CAT) 3 8 c 13 1 8
4° 51 51 102 0
1° 5 4 9 0

a

F1 (AAG- CTC) 23 4 7 11 4 .
3 1 1 2 0
42 48 48 96 0

No Total de FEs obtidos com as 10 combinagdes - 614

No Total de FEs nas plantas-controle obtidos com as 10 combinagdes - 331

No Total de FEs na plantas sob estresse hidrico obtidos com as 10 combina¢des — 283
No Total de FEs-T na plantas sob estresse hidrico obtidos com as 10 combinag¢fes — 30
EC = (Epoca de Coleta): 1% = 1 dia; 2° = 3 dias; 3% = 5 dias e 4® = 10 dias de supress&o da rega

Ao comparar o padrédo de expressao dos fragmentos de cDNA-AFLP entre
as duas cultivares de cana-de-agucar tolerantes ao estresse hidrico podemos
verificar que a cv RB86-7515 expressou 0 maior niumero de FEs, tanto nas plantas
controle como nas plantas sob estresse hidrico e também foi observado um maior
namero de FEs-T. Esses resultados estao de acordo com os obtidos por DEDEMO
(2011), que ao realizar a identificacdo de genes diferencialmente expressos, por
meio da técnica de cDNA-AFLP e suas sequencias de DNA, em folhas de cana-
de-acicar das mesmas cultivares e tratamento experimental utilizadas neste
trabalho constatou que as plantas controle expressaram um maior numero de

fragmentos quando comparados com as cultivares submetidas a supressédo da
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rega, sugerindo que o0s transcritos possam estar sujeitos a modulacdo da
expressdo pelo estresse. Em gel de poliacrilamida 6%, também foi possivel
verificar que a cv RB86-7517 gerou 56 FDTs-DE a mais que a cv SP83-5073.
Convém ressaltar que o critério de escolha dos FEs foi baseado na andlise visual,
onde foram escolhidos os fragmentos com padrdo de bandas mais definidas no

gel de poliacrilamida 6%.

5.7.2. Re-amplificacdo dos Fragmentos Exclusivos nas cultivares Tolerantes
(FEs-T).

Primeiramente, foram realizadas as reamplificacbes de 18 FEs-T oriundos
das combinagdes ACT-CTG e ACT-CTT, sendo 11 FEs-T pertencentes a cv
RB86-7515 e 7 FEs-T a cv SP83-5073. Para verificar a presenca de bandas e o
tamanho molecular de cada fragmento, foi realizada uma analise no gel de
agarose 1 % (p/v).

Apés a reamplificacdo desses fragmentos, foram realizadas novas
reamplificacbes com os FEs-T restantes, onde apés a realizacdo das leituras de
absorbancia, verificacdo em gel de agarose 1% e purificacdo dos produtos de
amplificacdo, nédo foi possivel clonar nenhum outro fragmento.

Varias metodologias foram testadas na tentativa de reamplificar e retirar o
DNA do gel de poliacrilamida. Segundo KOO & JAYKUS (2000), os contaminantes
de PCR de géis de poliacrilamida co-elui com o DNA, prejudicando a
reamplificacdo desses fragmentos. O mesmo foi observado por MOTA &
OLIVEIRA (2008), que n&o conseguiram reamplificar grande parte de seus
fragmentos e relatam que esse insucesso pode ser devido a reducdo da
guantidade de DNA ou a inibicdo da reacdo de amplificacdo pelos vestigios de
acido acético decorrente da coloragdo com nitrato de prata do gel de
poliacrilamida.

Para obter novas reamplificacdes, seguiu-se a metodologia descrita por

KOO & JAYKUS (2000), onde verificaram que a melhor maneira de eluicdo do
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DNA é por temperatura ambiente, seguidas por varias diluicdes. Esses autores
sugerem que 0s contaminantes sdo mais propensos a co-eluir em temperaturas
elevadas do que em temperaturas mais baixas. Apds as novas elui¢cdes, foi
realizado novamente as reamplificacdes e todo 0s processos posteriores , mas

novamente nao foi possivel clonar esses fragmentos.

5.7.3 Andalise dos Fragmentos Expressos Exclusivamente nas Cultivares
Tolerantes (FEs-T).

Dos 18 FEs-T, nas duas cultivares tolerantes ao estresse hidrico, seis foram
clonados e sequenciados com sucesso. Os FEs-T provenientes da cultivar SP83-
5073 foram renomeados como SCWSC1_78 e SCWSC1 79 (Sugarcane Water
Stress Cultivar SP83-5073) e os da cultivar RB86-7515 renomeados como
SCWSC2_ 31, SCWSC2 32, SCWSC2 44 e SCWSC2 99 (Sugarcane Water
Stress Cultivar RB86-7515).

Utilizando os programas Phred e Phrap, foi possivel verificar a qualidade do
conjunto de seqUiéncias de cada fragmento, excluir aquelas de baixa qualidade e
por meio da correcdo manual de eventuais equivocos no sequenciamento, foram
obtidos contigs de 237, 116, 96, 97 e 292 pb. A sequéncia dos contigs de cada um
dos seis fragmentos esta apresentada na Tabela 9.

Ao analisar as sequéncias dos contigs, foi realizado o alinhamento, por
meio da ferramenta BLAST, dos fragmentos SCWSC2 31/ SCWSC2 32 e
SCWSC1 78/SCWSC1_79, por apresentarem o mesmo tamanho molecular e
migrarem muito proximo no gel de poliacrilamida. O alinhamento dos contigs esta

ilustrado nas Figuras 25 e 26.
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Tabela 9. Sequéncia de contigs dos FEs-T nas cultivares de cana-de-agucar
tolerantes (RB86-7515 e SP83-5073) ao estresse hidrico.

Fragmento Sequéncia de Nucleotideos
RB86-7515
SCWSC2 31 TGACTGCGTACCAATTCACTGCTCGATTTGEGCTTTTCTCGCTGCTGCTGC
237 pb TGCTTGCTAAGAATGT TGGATACAGT TGT TCGCGT TGTAAAATGT GAGGT G
CTAGCACCCTGITCGTTTCGCTGGTTTATTGT GACTGAAAGTACTATTCGC
TGGTTTGT TGT GAGAGAAAAATATTCTCGCTGCTGCTGCTGCTGCTTGCTA
AGAATGT TGGATACAGTTACTCAGGACTCATCA
SCWSC2 32 TGACTGCGTACCAATTCACTGCTCGATTTGGECTTTTCTCGCTGCTGCTGC
237 pb TGCTTGCTAAGAATGT TGGATACAGTI TGT TCGCGT TGTAAAATGT GAGGT G
CTAGCACCCTGITCGTTTCGCTGGT TTATTGT GACTGAAAGTACTATTCGC
TGGTTTGT TGT GAGAGAAAAATATTCTCGCTGCTGCTGCTGCTGCTTGCTA
AGAATGTTGGATACAGT TACTCAGGACTCATCA
SCWSC2 44 TGATGAGTCCTGAGTAACTGTATGGATGTGGAGCTGATGCACTCTCTTGG
116 pb CGTAAATGCCTACAGGT TCTCCATATCATGGGECCAGAGT TCTTCCCAGT G
AATTGGTACGCAGTCA
SCWSC2 99 TGACTGCGTACCAATTCACTGCAAGCGACGGT TCTGCTGAACTCCCCCTG
292 pb CATGTTTGGAGCAACCTGTTTCGGAGT GACACCCCAGAGGTCCCTCTGAT
TGAAGTCAAATATATCAGT TTGCCCAAAGGAACCTATGCGAAGT TGAAGC
CAGAAGGAGT TGGGTTTTCGGATCTCCCTAACCATAGAGCAGTCCTTGAA
ACAGCACT CCGCAAT CACGCAACACTATCTGAAAATGATACCATTGTGGT
GAACTATGGGCAACTGCAGTACAAGT TACTCAGGACTCATCA
SP83-5073
SCWSC1_ 78 TGACTGCGTACCAATTCACTAATATGCCCCCTGAGTTTAGITTTTTGCTT
96 pb GTGAAGAATATAAACAGT GGGGCTGCAAGT TACTCAGGACTCATCA
SCWSC1 79 TGACTGCGTACCAATTCACTAATATGCCCACCTGAGTTTAGTTTTTTGCT

97 pb

TGTGAAGAATATAAACAGT GEGGT TGCAAGT TACTCAGGACTCATCA




Alinhamento

Score = 438 bits (237), Expect = 4e-128
Identities = 237/237 (100%, Gaps = 0/237 (0%
St rand=Pl us/ Pl us

Query 1 TGACTGCGTACCAATTCACTGCTCGATTTGGEECTTTTCTCGCTGCTGCTGCTGCTTGCTA 60

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbj ct 1 TGACTGCGTACCAATTCACTGCTCGATTTGGGCTTTTCTOGCTGCTGCTGCTGCTTGCTA

Query 61AGAATGITGGATACAGT TGT TCGCGT TGTAAAATGT GAGGTGCTAGCACCCTGITCGTTT 120

AR A AR AN AR
Sbj ct  61AGAATGITGGATACAGT TGT TCGCGT TGTAAAATGT GAGGT GCTAGCACCCTGTTCGTTT - 120

Query 121CGCTGGTITTATTGTGACTGAAAGTACTATTCCCTGGT TTGI TGTGAGAGAAAAATATTCT 180

R R AR AR RN AR R AN AR AR AR
Sbj ct  121CGCTGGT TTATTGTGACTGAAAGTACTATTCGCTGGT TTGT TGTGAGAGAAAAATATTCT 180

Query 181Cgctgctgetget getgett get AAGAATGT TGGATACAGTI TACTCAGGACTCATCA 237

RN AR A A AN A AR R R
Sbj ct  181CGCTGCTGCTGCTGCTGCT TGCTAAGAATGT TGGATACAGT TACTCAGGACTCATCA 237

Distribution of 2 Blast Hits on the Guery Sequence &

|Iv1|:|use over to see the defline, click to show alignments |

color key for alignment scores

<40 40-50 50-80 80-200 >=Z00

e T T D D
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Figura 25. Alinhamento dos contigs dos fragmentos SCWSC2_31 e SCWSC2_32, ambos com 237
pb, utilizando a ferramenta Blast (NCBI).
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Alinhamento

>| cl | 1855 Frag79. fasta.screen. Contig2
Lengt h=97

Score = 161 bits (87), Expect = 2e-45
Identities = 94/97 (97%, Gaps = 1/97 (1%
St rand=Pl us/ Pl us

Query 1 TGACTGCGIACCAATTCACTAATAT- GBCCCCTGAGITTAGITTTTTGCTTGIGAAGAAT 59

CLLTEEEEEr e e et feee e e e e
Sbj ct 1 TGACTGOGTACCAATTCACTAATATGGGCACCTGAGTTTAGTTTTTTGCTTGIGAAGAAT 60

Query 60 ATAAACAGIGGGECTGCAAGITACTCAGGACTCATCA 96

AR R A AR AR AR
Sbj ct 61 ATAAACAGIGGGGT TGCAAGT TACTCAGGACTCATCA 97

Distribution of 1 Blast Hits on the Query Sequence &

|M0use over to see the defline, click to show alignments |

Color key for alignment scores

<40 40-50 50-80 E0-200 ~=200

Bl R S A Ry Ry R R
1 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Figura 26. Alinhamento dos contigs dos fragmentos SCWSC1_78 e SCWSC1_79, com 96 e 97 pb,
respectivamente, utilizando a ferramenta Blast (NCBI).

O resultado do alinhamento das sequiéncias SCWSC2_31 e SCWSC2_32
mostrou 100% de identidade entre elas (Figura 25). No caso das sequéncias
SCWSC1 78 e SCWSC1_79, com 97 % de identidade e um gap a diferenca foi de
apenas uma base (Figura 26). Esses fragmentos possuem as mesmas sequéncias
e conseguentemente apresentam similaridade com as mesmas proteinas. Por
essa razao, o trabalho foi conduzido apenas com contigs dos fragmentos
SCWSC2_31, SCWSC2_44, SCWSC1_79 e SCWSC2_99.

As sequéncias dos contigs foram submetidas a busca nos bancos de dados
do NCBI utilizando a ferramentas BlastX e BlastN (contra o banco de dados NR).
A cobertura dos fragmentos obtidos nesse trabalho foi determinada por meio de
maiores scores e identidades (Tabela 10). No Blast, os maiores valores de scores

indicam os melhores alinhamentos e quanto ao e-value (expect value), quanto
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mais proximo de zero, menor é a probabilidade de que o alinhamento tenha sido

ao acaso, levando em consideracdo o tamanho do fragmento.
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Na cultivar RB86-7515 foi verificado que o SCWSC2_31 de 237 pb, mostrou
homologia com a proteina Citocromo P450 de sorgo, com E value de 2e-20,
utilizando a ferramenta BlastN (Tabela 10).

As enzimas citocromo P450 s&o importantes reguladores do crescimento de
plantas por catalisarem a sintese e degradacdo de horménios de crescimento tais
como geberelinas, auxinas e brassinoesterdides, além de outros horménios como
o Jasmonato e Acido absisico (ABA). As reacdes catalisadas por estas enzimas
sdo extremamente diversas, porém geralmente envolvem a transferéncia de seus
atomos de oxigénio para um substrato e reducéo de outro atomo para formar agua
na presenca de NADPH e NADP (REICHHARTA et al. 2002; COON, 2005). A
atividade desta proteina tem sido desencadeada por interacdes entre plantas e
insetos (SCHULER, 1996), estresse bidtico com Xanthomonas albilineans e cana-
de-acucar (DABBAS, 2009), estresse hidrico (FERRO, 2008), magnésio, fungos e
ferimento (FRANK et al. 1996). Esta enzima participa da via de biossintese de
metabdlitos secundarios como fenilpropandides, flavandides, alcaldides, lipideos e
lignina além de atuar na detoxificagdo de xenobidticos como, por exemplo,
herbicidas (KIM & TSUKAYA, 2002).

Em resposta a diminuicdo do contetdo de agua, o ABA enddgeno, presente
em quantidade relativamente baixa, é redistribuido nos tecidos desidratados para
proteger a planta, como no fechamento estomatal. Consequientemente, ocorre o
aumento do conteudo enddgeno de ABA durante eventos de seca (REN et al.,
2007). Os efeitos do ABA na fisiologia do estresse podem ativar as vias
metabdlicas dependentes de ABA em resposta ao estresse hidrico (RIERA et al.,
2005; SHINOZAKI & YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2007). Um membro da familia de
citocromos P450 foi identificado como ABA 8’-hidroxilase, uma enzima que
degrada ABA durante o embebecimento da semente e estresse por dessecacao
(KUSHIRO et al., 2004; SAITO et al., 2004). A atividade desta enzima é alta em
plantas se recuperando de estresse abidtico como, por exemplo, estresse hidrico.

Desta maneira, a concentracao e respostas biolégicas do hormdnio ABA podem
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ser afetadas pelas rotas de sintese e degradacdo em funcdo de alteracbes
ambientais (KIM & TSUKAYA, 2002).

FERRO (2008), utilizando a técnica de macroarranjo de cDNA, a fim de
monitorar a expressao de genes em palmito de cana-de-aclcar submetida a 17
dias de estresse hidrico, identificou dois transcritos diferencialmente expressos
com similaridade a membros da familia de citocromos P450, sendo que um clone,
SCJFRZ2030D03.g, apresentou perfil de indu¢édo ao longo do periodo de 17 dias
de estresse enquanto o outro clone, SCCCRZ3003B05.g, apresentou perfil de
inibicdo e repressao. Neste estudo, dois clones, SCWSC2 4 e SCWSC2 5
oriundos da cultivar intermediaria, foram expressos no 3 ° dia de estresse e
apresentaram similaridade com a enzima citocromo P450.

BASSON & DUBERY (2007), trabalhando com folhas de feijdo submetidas
a seis tratamentos com &cido 3,5-dichlorosalicylic (CC-SA) e 2,6 - &cido
dichloroisonicotinic (DC-INA), por meio da técnica de diferencial display,
identificaram a enzima citocromo P450 (CYP98A5) que apresentou homologia
com p-coumarate 3-hydroxylase, descrito por SCHOCH et al. (2001) e NAIR et al.
(2002) como a parte que falta no metabolismo de fenilpropandides.

Muitos compostos envolvidos na inducédo de resposta de defesa sao
sintetizados na via biossintética de fenilpropanoides, incluindo lignina e
fitoalexinas, cuja inducdo durante infeccdo por patdogenos pode levar a
polimerizacdo da parede celular, barreira primaria da resisténcia ao patégeno
(DIXON & PAIVA, 1995). As ligninas sao heteropolimeros fenolicos complexos da
parede celular, associada com ambos o0s polissacarideos e proteinas. Estes
polimeros complexos concedem importante reforco e impermeabilizacdo de
paredes de células vegetais e, portanto, a lignina desempenha um papel
fundamental no apoio mecanico e resisténcia a doencas em plantas superiores.

Recentemente, KIM & CHOI (2010), produziram plantas transgéncias de
arroz superexpressando o ATCYP78A7, o qual codifica uma proteina de citocromo
P450. A transformacdo das plantas com o gene de interesse foi realizada

utilizando-se Agrobacterium tumefaciens com intuito de aumentar a resisténcia
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das plantas ao estresse hidrico. As plantas foram submetidas a 10 dias de
supressao de rega juntamente com as do tipo selvagens (controle). Apés sete dias
de tratamento, as plantas selvagens comecaram a apresentar sintomas de morte
aparente, contrastando com as plantas transgénicas. Apdés a reidratacao,
observou-se que as plantas selvagens ndo conseguiram se recuperar enquanto as
plantas transgénicas voltaram ao seu estado normal, sugerindo que o gene da
citocromo P450 conferiu resisténcia nas plantas transformadas, confirmando que o
gene do citocromo P450 confere tolerancia ao estresse em cana.

SOUZA (2011), estudando folhas de cana-de-acucar da cultivar SP80-3280,
submetidas a 30, 45, 60 e 75 dias de tratamento com CO,, observou uma menor
expressdo do gene da enzima Citocromo P450 aos 45 dias, sugerindo que as
plantas em elevada concentracdo de CO,, diminuem o investimento no
metabolismo secundario, isto se deve ao fato de ter intensificado o crescimento
das plantas sob elevado COa,.

Na cultivar RB86-7515, foi expresso o fragmento SCWSC2_44 de 116 pb
gue mostrou homologia com proteina hipotética de sorgo, sendo denominada de
SORBIDRAFT_06g022510, com E value de 5e-10 (Tabela 10). Esta proteina
hipotética, de acordo com as anotacdes no Gene Ontology (GO), esta envolvida
no processo bioldgico de metabolismo de carboidrato com a fungcédo molecular de
B-glucosidase.

A B-glucosidase (3.2.1.21) é um glicosil hidrolase que hidrolisa a ligacdo B-
O-glicosidica no carbono anomérico de uma molécula de glicose no final de uma
molécula de carboidrato ou glicosideo. Essas enzimas sao
encontradas essencialmente em todos 0s organismos vivos e tém sido implicadas
em uma diversidade de papéis, tais como a conversdao de biomassa por
microorganismos (FOWLER, 1993), ativacao de compostos de defesa (POULTON,
1998; DUROUX, 1998), precursores da lignina (DHARMAWARDHANA et al.,
1995), e intermediarios metabdlicos, liberando grupos de glicose a partir do
bloqueio de glicosideos inativos em plantas (BARLEBEN et al., 2005). Para



81

alcancar especificidade para estas funcdes diversas, B-glicosidases deve se ligar a
uma grande variedade de agliconas, além da glicose do substrato.

A enzima B-glicosidase pertence a grande familia glicolsil hidrolase 1 e 3
(HENRISSAT, 1991), sendo essas familias mais numerosas em plantas. A familia
1, contem uma ampla gama de B-glicosidases, incluindo B-galactosidases, -
mannosidases, fosfo-B-galactosidases, fosfo-B-glicosidases, e thioglucosidases,
além de [-glicosidases. Essas enzimas, apesar de sua alta similaridade de
sequéncias, apresentam atividades diversas no metabolismo. (MIZUTANI et al.
2002; HENRISSAT, 1991; RAYCHAUDHURI & TIPTON, 2002).

Na cultivar SP86-5073 foi verificado o fragmento SCWSC1 79 que
apresentou similaridade com uma sequencia de cDNA do genoma da cana-de-
acucar SCBGRT3072G08.g RT3 Saccharum hybrid cultivar SP80-3280, com E
value de 7e-25 (Tabela 10). Foi realizada uma pesquisa no Gene Bank, utilizando
0 numero de acesso e verificou-se que essa sequencia possui similaridade com a
proteina glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, com E value de 8e-50.

Neste trabalho, foi verificado um gene que codifica a enzima gliceraldeido-
3-fosfato desidrogenase citosolico GPD (EC1.2.1.12), sendo essa uma enzima
essencial na glicélise e gliconeogénese. A funcdo do GPD, como um tetramero de
subunidades idénticas, é converter o NAD + produto de fosforilagdo oxidativa
dependente de gliceraldeido 3 fosfato para 1-3 bifosfaglicerato. Esta é uma das
reacoes metabdlicas mais importantes da via glicolitica (NIU et al., 1994; REDKAR
et al., 1998, HIRANO et al., 1999). A enzima também cataliza a reagdo inversa.

Jeong et al. (2000) submeteram plantas de batatas, transgénicas e
selvagens, ao estresse salino. As plantas que superexpressaram 0 gene
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, isolado de um tipo de cogumelo comestivel
(GPD P. sajor-caju) foram altamente tolerantes ao estresse salino, enquanto que
as plantas do tipo selvagem morreram apés 10 dias de estresse. Esses autores
sugerem que essa enzima pode funcionar como um mediador de resposta
metabdlica induzida por estresse e outras mudancas metabdlicas integradas

durante estresse biodtico.
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A partir desses resultados, JEONG et al. (2001) em um trabalho posterior,
conseguiram obter plantas transgéncias de batata altamente resistente ao
estresse salino superexpressando o gene GPD P. sajor-caju. Por essa razdao,
esses autores confirmam que a superexpressao do gene GPD pode gerar plantas
transgénicas de batata resistente ao estresse salino.

O fragmento SCWSC2_99 de 297 pb, expresso na cultivar RB86-7515, ha
similaridade com a proteina hipotética de sorgo, sendo denominada de
SORBIDRAFT_03g023980, com E value de 2e-59 (Tabela 10). De acordo com as
anotacdes no Gene Ontology (GO), esta proteina esta envolvida na funcdo
molecular de atividade de DNA Helicase.

Uma das fungbes das hidrolase é ajudar a reparar areas danificadas do
DNA dupla fita, para que ocorra o processo de reparacédo (VASHISHT & TUTEJA,
2006).

Em 1976, foi descoberta a DNA helicase procariética de E. coli e em 1978,
foi descorbeta em plantas de lirio. A partir dai, muitas mais foram isoladas e
caracterizadas, incluindo pelo menos oito em plantas, que estdo presentes nos
ndcleos, mitocdndrias e cloroplastos (TUTEJA, 2003).

Helicases sdo proteinas motoras que catalisam o desenrolamento do DNA
duplex/RNA de uma maneira dependente de ATP e, assim, desempenham papel
importante na maioria dos processos genéticos basicos, incluindo replicacéo,
reparo, recombinagdo, transcricdo e traducdo (TUTEJA & TUTEJA, 2004;
MATSON et al. 2001).

SONG (2005), verificou em plantas de soja, que a DNA helicase
mitocondrial foi ativa entre 100-200 nM de NaCl, e acima dessa concentracao, a
atividade dessa enzima foi inibida. Além disso, a temperatura elevada, acima de
50 °C, também inibiu a atividade da enzima, sendo que a temperatura 6tima foi de
30°C, 37°Ce42°C.

LIU et al. (2008), isolaram um gene de resisténcia ao estresse salino de
Apocynum venetume, denominado de AvDH1 cujo produto génico prediz uma

protéina da familia de DNA helicase.
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Durante o seu ciclo de vida, muitos organismos sédo confrontados com
numerosos estresses ambientais que podem afetar a sua sobrevivéncia, e
consequentemente, muitos genes que respondem ao estresse por seca,
salinidade, alta e baixa temperatura tem sido estudados (ISHITANI et al., 1998;
SHINWARI et al., 1998), mostrando que esses genes estdo envolvidos na fungéo
de proteger a célula contra os estresses (SHINOZAKI & YAMAGUCHI-
SHINOZAKI, 1997).

Diante disso foi possivel identificar neste trabalho fragmentos de cDNA cuja
as seguéncias, quando comparadas com banco de dados, mostratam-se similares
a enzimas que estdo envolvidas com fun¢des como: metabolismos secundarios e
ativacdo de mecanismos de defesa, metabolismo e armazenamento de
substancias quimicas que podem ser hidrolizadas quando seu consumo se torna
necessario, enzima que participa da glicolise e neoglicogenese, e uma enzima
com atividade de reparo e manutencdo que podem ajudar a planta a manter suas

atividades mesmo em condic6es nao favoravéis.
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VI. CONCLUSOES

Considerando as condicbes em que o presente estudo foi desenvolvido na
cultura da cana-de-aclcar e com base nos resultados obtidos, pode-se concluir
que:

- Para as analises biométricas, ndo houve diferenca significativa na altura
final das plantas entre as cultivares de cana-de-acUcar submetidas a supresséao da
rega, provavelmente devido ao tempo de supresséo da rega.

- A cultivar tolerante: RB86-7515 obteve a maior média significativa para
diametro do colmo, matéria fresca e seca de folhas e bainha e a cv SP86-155 para
altura inicial, namero de folhas e matéria fresca de colmo;

- O teor de prolina livre nos palmitos foi estatisticamente significativo a partir
do terceiro dia de supressao da rega, onde foi verificada a maior média na cultivar
RB86-7515, com 10 dias de supressao da rega;

- A técnica de cDNA-AFLP foi um método bem sucedido para a obtencao de
1.077 padrdes de fragmentos diferencialmente expressos entre genotipos de
cana-de-agucar tolerantes (SP83-5073 e RB867515) e sensivel a seca (SP86-
155), submetidos a supressdo da rega. Porém a taxa de eficiéncia para a
identificacdo, ou seja, para a clonagem, foi baixa.

- A andlise comparativa dos fragmentos derivados de transcrito
diferencialmente expressos entre 0s genétipos tolerantes e sensivel foi expressa
em maior niumero nas plantas-controles.

- Foi verificado, na cultivar RB86-7515, maior numero de fragmentos
exclusivos expressos apenas nas cultivares tolerantes (FEs-T).

- Os FEs-T nas cultivares tolerantes, fornecem sequéncias candidatas que
poderdo ser posteriormente testadas para a verificacdo de sua relacdo com o
carater de tolerancia apresentado pelas cultivares de cana-de-acucar em que

foram detectados.
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