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ANALISE in silico DO GENE “LIPID TRANSFER PROTEIN” (LTP) DE CANA-DE-
ACUCAR E FUNCIONAL EM TRANSFORMANTES DE (Nicotiana tabacum)

RESUMO - A grande expansdo da cultura de cana-de-aclUcar pelo territorio
brasileiro leva a necessidade do desenvolvimento de cultivares melhoradas e
adaptadas as diferentes condicfes de clima a que sdo submetidas. Os estresses
bidticos e abioticos sdo fatores que afetam a produtividade de uma cultura e entre
esses, 0 estresse hidrico assume grande importancia em funcdo do regime de
chuvas e do aumento de temperatura iminente nos proximos anos. Analisar a
expressdo de genes em plantas submetidas a estresses pode contribuir de forma
expressiva para elucidar as rotas de defesa das plantas, contribuindo sobremaneira
para o melhoramento da cultura e o desenvolvimento de novas variedades. O
projeto teve como objetivo obter transformantes de Nicotiana tabacum in vitro com o
gene LTP (Lipid Transfer Protein) e avaliar sua funcionalidade em relagdo ao
estresse por deficiéncia hidrica, em casa de vegetacdo por hidroponia. Feita a
selecdo da EST com base em resultados anteriores obtidos pelo grupo de pesquisa,
posterior andlise em bancos de dados, realizou-se a aquisicdo do clone no Centro
de Estocagem de Genes (BCCCenter) e o re-sequenciamento para comprovar sua
identidade. Estudos in silico foram realizados através da utilizacdo de softwares de
bioinformética e a analise da funcéo do gene foi realizada a partir da transformacao
genética de Nicotiana tabacum via Agrobacterium tumefaciens. Seis transformantes
de N. tabacum com o inserto de interesse LTP foram obtidos e testados quanto a
tolerancia ao déficit hidrico, pela inducdo por diferentes concentracdes de manitol.
As plantas de tabaco transformantes demonstraram melhor desempenho fenotipico
em relacdo a planta ndo transformada e boa capacidade de readaptacdo apds o
estresse. A geracdo T; dessas plantas devem ser utilizadas em estudos para
comprovacao bioldgica e funcional da acdo do gene inserido, através da técnica de
Real Time gPCR.

Palavras-chave: Agrobacterium, clonagem, déficit hidrico.



ANALYSIS in silico AND FUNCTIONAL OF THE SUGARCANE GENE "LIPID
TRANSFER PROTEIN" (LTP) IN Nicotiana tabacum TRANSFORMANTS

ABSTRACT - The great expansion of sugarcane cultivation across Brazilian territory
leads to the need to develop better cultivars and adapted to the different climatic
conditions that are submitted. The biotic and abiotic stresses are factors that affect
the productivity of a crop and among them, the water stress will assume great
importance due to the rainfall regime and the increase of the imminent temperature in
the next years. Analyzing the expression of genes in stress - stressed plants can
contribute in an expressive way to elucidate as plant defense routes, contribute to the
improvement of the culture and the development of new varieties. The objective of
this project was to obtain transformers of Nicotiana tabacum in vitro with the LTP
(Lipid Transfer Protein) gene and to evaluate its functionality in relation to stress due
to water deficiency in a greenhouse by hydroponics. We made EST selection based
on previous results obtained by a research group, later analysis in databases,
performing a clone acquisition in the Gene Storage Center (BCCCenter) and re-
sequencing to prove its identity. Silicon studies were carried out through the
application of bioinformatics software and an analysis of the genetic function was
performed from the genetic transformation of Nicotiana tabacum via Agrobacterium
tumefaciens. Six N. tabacum transformants with the LTP insert of interest were
obtained and tested for tolerance to water deficit by induction of different
concentrations of mannitol. Transformer tobacco plants showed better phenotypic
performance compared to untransformed plant and good readaptation after stress.
The T1 generation these plants will be used in studies for the biological and
functional verification of the action of the inserted gene, through the Real-Time gPCR
technique.

Keywords: Agrobacterium, cloning, water deficit.



1. INTRODUCAO

O Brasil se destaca como um dos maiores produtores de etanol e agucar do mundo,
sendo a agroinddstria sucroalcooleira um dos principais segmentos econdmicos a colaborar
com a economia brasileira desde o inicio do século XXI.

O dinamismo do setor sucroalcooleiro implica na crescente busca por novas areas para
o0 plantio de cana-de-agucar (Saccharum spp.). Uma questdo de vital importancia na expansao
territorial e 0 aumento da produtividade da cultura num pais de dimensfes continentais como
o0 Brasil é o desenvolvimento de cultivares adaptadas as diferentes condi¢Ges edafoclimaticas.
O problema energético pelo qual passa o pais e a escassez cada vez maior dos recursos
hidricos ditam a necessidade de desenvolvimento de variedades mais tolerantes.

O déficit hidrico é uma situacdo comum a producdo de muitas culturas, podendo
apresentar um impacto negativo substancial no crescimento e desenvolvimento das plantas.
Essa deficiéncia provoca alteracbes no comportamento vegetal cuja irreversibilidade vai
depender do gendtipo, da duracdo, da severidade e do estadio de desenvolvimento da planta.

Uma das muitas atuacdes da pesquisa estd em direciona-la para um entendimento mais
completo das respostas das plantas ao déficit hidrico; para isto, necessita-se de um
conhecimento do crescimento e desenvolvimento das plantas, para que esses elementos
possam contribuir para uma solugdo comum no entendimento da resposta das plantas ao
déficit hidrico. Dentre as possibilidades, estudos que visam compreender as respostas
fisiolégicas e moleculares das plantas, tém ganhado destaque.

A transformacdo genética de plantas como arabidopsis ou tabaco € um caminho viavel
para 0 estudo da expressdo diferencial de um gene de interesse. Utilizando-se de uma
variedade de métodos que fornecem informac6es acerca de um determinado gene é possivel
elucidar a funcionalidade e os meios que levam a expressao diferencial deste. Esses métodos
compreendem analises in silico para determinacgdo inicial da relacdo do gene com o estresse
em questdo, conhecendo as fungbes da proteina ou mecanismos de acdo; analises de
parametros fisiologicos que favorecem o conhecimento do comportamento da planta em

determinada situacéo e estudos a nivel de expressdo génica.
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6. CONCLUSOES

i) O gene LTP e seu produto génico foram caracterizados por softwares e indicam que a
proteina atua no meio extracelular, potencialmente promovendo o acumulo de lipidios
cuticulares. Dessa maneira, contribuindo para a tolerancia da planta ao estresse por
deficiéncia hidrica;

ii) Seis transformantes de tabaco foram obtidos. Na avaliacdo de desempenho destes,
observa-se que os transformantes apresentam caracteristicas de tolerancia ao estresse
leve e severo, demonstrando capacidade de recuperacdo apos o déficit hidrico. Esse
desempenho pode estar relacionado ao fato de possuirem o gene LTP, que esta

favorecendo a capacidade dessas plantas de tolerar o estresse;

iii) Analise de expressdo diferencial do gene da geracdo T; dessas plantas, em
experimentos de déficit hidrico, devem ser realizados para comprovacdo funcional do
gene LTP;

iv) Os transformantes 5.3 e 1.8 séo as plantas recomendadas para 0s préximos estudos

de tolerancia ao estresse por seca.
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