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EXPRESSAO DA TREALOSE-6-FOSFATO SINTASE (TPS) EM CANA-DE-
AGUCAR (Saccharum spp) SOB ESTRESSE HIiDRICO

RESUMO - O acumulo de um agucar com propriedades osmoprotetoras, a trealose (a-
D-glicopiranosil-[1,1]-a-D-glicopiranose), € muito comum em microorganismos,
invertebrados e em algumas plantas superiores. A trealose é sintetizada a partir da
UDP-glicose e glicose-6-fosfato num processo de dois passos onde atuam duas
enzimas principais, trealose-6-fosfato sintase ou TPS e trealose-6-fosfato fosfatase ou
TPP. A TPS e o seu produto a trealose-6-fosfato (T6P) sdo provaveis sinalizadores para
o metabolismo de carboidratos, contribuindo para o aumento da tolerancia de plantas ao
estresse hidrico.Este trabalho analisou a expressao in silico a partir de 110 transcritos
de TPS isolados de bibliotecas de tecidos e tratamentos distintos provenientes do
projeto SUCEST. Dois destes genes relacionados a TPS, o STPS1 e o STPS2
apresentaram expressao diferencial em estudos anteriores em cana-de-agucar sob
estresse hidrico. Em plantas as TPSs foram divididas em duas subfamilias (classe | e
[I). Em cana-de-agucar a STPS1 pertence aos genes de classe |, pois, ndo possuem
dominio fosfatase (TPP) ativo, enquanto que a STPS2 possui dominios TPP ativos
(classe Il) determinados pela presenca de fosfatase “boxes”. Analises de expresséo,
baseadas no método de RT-PCR semiquantitativo, foram realizadas com os genes
STPS1 e STPS2 em plantas sensiveis e tolerantes ao déficit hidrico nos periodos
iniciais de estresse (24h, 72h e 120h). Os resultados mostram que o gene STPS1 é
induzido em cultivares tolerantes de cana-de-agucar sob estresse e reprimido em
plantas sensiveis. Ja o gene STPS2 n&o apresenta variagbes consideraveis nos niveis

de expressao para os mesmos tratamentos.

Palavras-Chave: EST, estresse hidrico, expresséao diferencial, Saccharum spp, TPS
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TREHALOSE-6-PHOSPHATE SYNTHASE (TPS) EXPRESSION IN SUGARCANE
(Saccharum spp) UNDER WATER STRESS.

SUMMARY - The accumulation of a sugar with osmoprotectant properties, the
trehalose  (a-D-glucopyranosyl-[1,1]-a-D-glucopyranoside), is very common in
microorganisms, invertebrates and in some higher plants. Trehalose is synthesized from
the UDP-glucose and glucose-6-phosphate in a process of two steps where two main
enzymes act, trehalose-6-phosphate synthase or TPS and trehalose-6-phosphate
phosphatase or TPP. The TPS and its product the trehalose-6-phosphate (T6P) are
probable signaling molecules in the carbohydrate metabolism, contributing to enhance
the plants tolerance to water stress. This work analyzed the in silico expression from 110
transcripts of TPS acquired from different libraries of tissues and treatments proceeding
from the SUCEST project. The result showed that the TPS gene is present in all tissues
of the plant. Two of these TPS genes, the STPS1 and the STPS2 showed differential
expression in previous studies in sugarcane under water stress. In plants the TPSs are
divided in two subfamilies (class | and Il). In sugarcane the STPS1 belongs to the class |
genes, therefore, it does not have an active phosphatase (TPP) domain, whereas, the
STPS2 has an active TPP domain (classroom |l) determined by the presence of
phosphatase boxes. Expression analyses, based in the semi-quantitative method of the
reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR), were performed with the
STPS1 and STPS2 genes in water-stress susceptible and tolerant sugarcane cultivars in
the initial periods of stress (24h, 72h and 120h). The results show that the STPS1 gene
is up-regulated in the tolerant cultivar under stress and down-regulated in susceptible
plants.The STPS2 gene does not show considerable variations in the expression levels

under the same treatments.

Keywords: differential expression, EST, Saccharum spp, TPS, water stress



I. INTRODUGAO

A trealose (a-D-glicopiranosil-[1,1]-a-D-glicopiranose) um dissacarideo nao
redutor comumente encontrado em bactérias, fungos e invertebrados, é sintetizado a
partir da UDP-glicose e glicose-6-fosfato num processo de dois passos onde atuam
duas enzimas principais, trealose-6-fosfato sintase e trealose-6-fosfato fosfatase
(CABIB; LELOIR, 1958; THEVELEIN, 1996). A biossintese de trealose compreende a
formacao de trealose-6-fosfato (T6P) a partir de UDP-glicose e glicose-6-fosfato pela
acdo da enzima trealose-6-fosfato sintase (TPS) subseqientemente a enzima
trealose-6-fosfato fosfatase (TPP) atua sobre a trealose-6-fosfato formando a
trealose. Esse agucar tem se mostrado como uma molécula protetora em resposta a
diversas condi¢gdes de estresse em um amplo numero de microorganismos. Em
bactérias como E. coli o acumulo de trealose é de extrema importancia para a
manutencdo da viabilidade em temperaturas baixas (KANDROR et al. 2002).
Também em leveduras, evidéncias acumuladas nos ultimos anos indicam que o nivel
intracelular de trealose pode determinar a resposta ao estresse e a sobrevivéncia da
levedura sob condi¢bes ambientais extremas (VAN LAERE, 1989; WIEMKEN, 1990).
Até recentemente a presenca de trealose em angiospermas era questionada exceto
pela descoberta deste agucar em folhas de plantas resistentes a dissecagéo tal como
Myrothamus flabellifolius (BIANCHI et al., 1993; DRENNAN et al. 1993). Porém,
durante os Uultimos anos, genes envolvidos na biossintese de trealose foram
identificados em angiospermas como Arabidopsis thaliana (BLAZQUEZ et al. 1998;
LEYMAN et al. 2001 VOGEL et al. 2001), arroz, batata (GODDIJN; SMEEKENS
1998) e algodédo (KOSMAS et al. 2006). Leyman (2001) encontrou 11 genes
homdlogos da TPS presumivelmente funcionais no genoma de Arabidopsis. Estes
genes foram divididos em duas subfamilias (classe | e classe Il) pela presenca ou néo
de fosfatase “boxes”, dominios conservados presentes normalmente nos genes que
codificam a TPP (LDYD|GD|T|LM| e GDDRSD, THALLER et al. 1998).



Pesquisas recentes com A. thaliana mostraram que um intermediario da via de
biossintese da trealose, a T6P & indispensavel para a utilizagdo de carboidrato
disponivel durante o crescimento e desenvolvimento da planta e da flor (EASTMOND
et al. 2002; SCHLUEPMANN et al. 2003, 2004; VAN DIJKEN et al. 2004). Ha também
uma forte evidéncia de que a enzima TPS atua também como uma molécula
sinalizadora (SCHLUEPMANN et al. 2003). A trealose € um osmoprotetor eficiente
em muitos organismos, porém de acordo com Kosmas et al. (2006) o aumento da
resisténcia ao estresse, em plantas transgénicas que superexpressaram genes da via
biossintética da trealose, € atribuido erroneamente ao acumulo deste carboidrato,
visto que, sua concentracdo na planta ndo seria suficiente para uma acao
osmoprotetora. Avonce et al. (2004) verificaram que a superexpressdo do gene
AtTPS1 (classe I) em A. thaliana conferiu tolerancia a seca sem causar mudancgas
morfoldgicas na planta, além disso, essas plantas manifestavam fenétipos insensiveis
a presenca de glicose e de ABA, quando estes eram adicionados ao meio de cultura,
provavelmente devido a uma acdo da trealose-6-fosfato ou da AtTPS1 que estdo
envolvidas na regulacdo de genes da sinalizagdo da glicose e do ABA. A
transformacao de plantas de tabaco, com o mesmo gene de Arabidopsis, conferiu
aumento de toleréncia a diversos tipos de estresse, tais como, seca, dissecacéo,
baixas temperaturas e salinidade (ALMEIDA et al. 2005). Pesquisas feitas por Chary
et al. (2008) demonstraram que o gene AtTPS6 (classe Il), de A. thaliana,
complementa mutantes com defeitos para o fenétipo da forma das células (csp-1),
sendo assim € importante no controle da morfogénese celular. Zhang et al. (2006)
transformaram plantas de cana-de-agucar (Saccharum officinarum L.) com o gene
TPS oriundo de um cogumelo (Grifola frondosa) e constataram aumento na tolerancia
ao estresse hidrico além de alta produtividade dos transgénicos em condi¢gbes de
seca.

A cana-de-agucar € uma das mais importantes culturas mundiais, s6 no Brasil
foram produzidas cerca de 473 milhdes de toneladas na safra 2007/2008 (UNICA,
2008). Um dos fatores que influenciam muito a produtividade da cultura da cana-de-

acucar é o regime de chuva. Periodos prolongados de seca levam a queda na



produtividade, assim sendo, o estresse hidrico aparece como um dos fatores mais
importantes no manejo da produtividade dessa cultura. Nas plantas o déficit hidrico
gera um complexo de respostas iniciado pela percepcgéo do estresse, o qual leva a
uma cascata de eventos moleculares culminando em diversos niveis de respostas
fisioldgicas, metabodlicas e de desenvolvimento (BRAY, 1993). As variedades de
cana-de-agucar cultivadas no Brasil s&o hibridas, resultado do cruzamento
interespecifico entre Saccharum officinarum, S. barbieri, S. sinense e as espécies
selvagens S. spontaneum e S. robustum. Em virtude da origem multipla a cana-de-
acucar apresenta um dos genomas mais complexos do reino vegetal, com um
numero dipldide de cromossomos que varia de 100 a 130 (D’HONT et al. 1996).
Frente a dificuldade de se trabalhar com o genoma da cana, a geragdo de um banco
de 237.954 ESTs (Etiquetas de Sequéncias Expressas) durante o projeto SUCEST
(VETTORE et al. 2001), possibilitou um incremento nos estudos moleculares
envolvendo genes especificos de cana-de-agucar. O estudo destas seqiéncias gerou
uma ampla quantidade de dados que podem ser utilizados para a compreenséo de
vias metabdlicas e um conjunto de processos biolégicos importantes, que podem ser
usados no melhoramento genético e no aperfeicoamento de cultivares de cana de
agucar.

Resultados obtidos da andlise de membranas de alta densidade
(macroarranjo), contendo genes de cana-de-agucar hibridizadas com RNA extraido
de amostras foliares de cultivares (SP90-1638 sensivel e SP83-2847 tolerante)
contrastantes para o carater resisténcia ao estresse, possibilitaram a identificagdo de
ESTs similares a TPS com expresséo diferencial. Neste trabalho foram realizadas
analises de expresséo, por RT-PCR semi-quantitativo, dos genes TPS1 e TPS2 de
Saccharum spp (STPS1 e STPS2 respectivamente) com amostras foliares
provenientes dos cultivares tolerante e sensivel submetidas a estresse hidrico nos
periodos de 24, 72 e 120 horas (T1, T2, T3 respectivamente), visando a confirmagao

de expressao diferencial.



Il. OBJETIVO

Devido a importancia da via da trealose recentemente descoberta em plantas este

trabalho teve como objetivos:

- Analisar as ESTs relacionadas a TPS geradas pelo projeto SUCEST.

- Conhecer a sequéncia de nucleotideos dos clones provenientes das ESTs

estudadas, através de sequienciamento.

- Inferir sobre sua fungéo baseado na determinacéo in silico.

- Analisar a expresséao, por RT-PCR semi-quantitativo, dos genes TPS1 e TPS2

de Saccharum spp sob déficit hidrico.



lll. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Cana-de-agucar

A cana-de-agucar, uma monocotiledénea pertencente a familia Poaceae e ao
género Saccharum, é originaria do Sudoeste Asiatico, das regides de Nova Guiné e
Indonésia. No Brasil a cana-de-agucar cultivada € um hibrido interespecifico
(Saccharum spp), resultado do cruzamento entre Saccharum officinarum, S. barbieri,
S. sinense e as espécies selvagens S. spontaneum e S. robustum. O Brasil € o maior
produtor mundial de cana-de-agucar e o maior exportador de acucar e alcool,
possuindo uma area de cultivo de, aproximadamente, 6,5 milhées de hectares. O
etanol brasileiro € atualmente uma promissora alternativa de energia renovavel, limpa
e nao poluente. A estimativa da producdo nacional de cana-de-agucar na safra
2007/2008 é de 473,16 milhdes de toneladas, das quais 46,92% (221,99 milhdes de
toneladas) sao para a fabricagéo de agucar e 53,08% (251,17 milhdes de toneladas)
sdo para a producgéo de alcool. Desse total o estado de Sao Paulo é responsavel por
58,87% da producdo (278,55 milhdes de toneladas) (CONAB, 2008). Além da
producao de agucar e alcool, um subproduto da cana, o bagacgo, também vem sendo
utilizado na co-geragdo de energia, produzindo vapor, com flexibilidade para ser
transformado em outras formas de energia, como calor, eletricidade ou tragéo
mecanica. Alternativamente a co-geracdo, o bagag¢o ainda pode ter uso fora das
usinas e destilarias, como insumo volumoso de ragéo animal, na fabricagdo de papel,
na fabricagcdo de elementos estruturais e até na produgdo de alcool combustivel
adicional, por hidrélise (MAPA, 2008).

O sucesso na incorporacao de diversos caracteres desejaveis nos hibridos de
cana-de-agucar, principalmente, alta produgdo e crescimento vigoroso, tem sido
atingido pelo uso de cruzamento e prospecc¢ao tradicionais (BOSCH, 2006). No Brasil

existem diversas variedades de cana-de-agucar sendo utilizada, a maioria foi criada a



partir de programas de melhoramento por centros de pesquisa e estacoes
experimentais como o Instituto Agronémico de Campinas e a Copersucar
(SACILOTO, 2003). Atualmente, a evolugdo nos estudos de biologia molecular
permitiram o uso de técnicas avangadas de genética que vem facilitando e agilizando
os programas de melhoramento de plantas. No caso da cana-de-agucar cultivada,
que possui um dos genomas mais complexos do reino vegetal, o projeto SUCEST
(VETTORE et al. 2001) gerou milhares de etiquetas de seqUéncia transcrita (ESTs)
que vem sendo utilizadas no entendimento da expressdo de genes diversos e no

melhoramento com auxilio das ferramentas de genética molecular modernas.

3.2 Estresse hidrico

Um dos principais fatores que levam a queda da produgédo mundial no campo é
o estresse causado pelo déficit hidrico. No Brasil, a cana-de-agucar, com seu ciclo
semi-perene, sofre a influéncia de diversos fatores climaticos, como as secas, durante
todo o ano. Com altas taxas fotossintéticas, devido ao seu metabolismo C4, a cana
apresenta elevado consumo de agua, necessitando de 250 partes de agua para
formar uma parte de matéria seca da planta (DILLEWJIN, 1952). Apesar da maioria
das regides canavieiras do Brasil apresentarem um volume adequado de chuvas para
a cultura, estimado entre 1200 e 1500 mm anuais (OMETTO, 1980), a distribuicdo
pluviomeétrica é bastante irregular, o que pode levar a periodos de déficit hidrico no
solo e consequiente queda na produtividade.

A disponibilidade de agua no solo influencia processos vitais que ocorrem nas
plantas, assim, a falta ou excesso desta afetam de maneira decisiva o
desenvolvimento dos mesmos, pois alteram a absor¢ao de nutrientes e da propria
agua (CALVACHE et al. 2007; REICHARDT, 1996). O déficit hidrico leva a um
complexo de respostas que afetam o metabolismo da planta. Por sua vez essas

respostas dependem de diversos fatores como severidade e duragdo do estresse,



genotipo da planta, estagio de desenvolvimento e fatores ambientais responsaveis
pelo estresse (BRAY, 1993).

Para conservar agua, nutrientes e carboidratos necessarios para a
sobrevivéncia, as plantas apresentam modificacbes morfolégicas em resposta ao
estresse hidrico, como a redugéo da expansao foliar e o fechamento dos estdmatos.
Ja as raizes continuam a crescer, para que a planta continue tendo acesso a agua no
solo (WILKINSON e DAVIES, 2002).

A falta de agua nas células das plantas leva a processos regulatérios que sao
iniciados para ajustar o metabolismo celular as novas condi¢cbes celulares. Essas
numerosas respostas ao déficit hidrico sdo geradas pela atuagdo de um conjunto de
genes com varias fungdes diferentes (BRAY, 1993). Os genes expressos em resposta
a seca podem ser divididos em dois grupos. O primeiro codifica proteinas que
aumentam a tolerancia ao estresse como proteinas de canais de &agua,
transportadores e enzimas detoxificantes. O segundo grupo inclui diferentes proteinas
com fungdo regulatéria tal como fatores de transcricdo, quinases, fosfatases e
enzimas envolvidas no metabolismo de fosfolipidios e na biossintese do ABA
(KARIM, 2007). Os genes expressos durante o estresse promovem tolerancia celular
a desidratacdo através de acgbes protetoras no citoplasma, alteracédo no potencial
hidrico, para promover a captacdo de agua, controle da acumulagdo de ions e
também a prépria regulacéo da expressao génica (BRAY, 1993).

A analise molecular da resposta ao déficit hidrico chegou num estagio onde a
pesquisa pode estudar uma ampla cole¢cao de genes caracterizados. O uso de novas
abordagens em genética direta e reversa, e o desenvolvimento de ferramentas
gendmicas e protebmicas vem acelerando o entendimento das respostas metabdlicas

da planta sob estresse hidrico.



3.3 Via de Biossintese da trealose

A trealose (a-D-glicopiranosil-[1,1]-a-D-glicopiranose) € um dissacarideo nao
redutor comumente encontrado em bactérias, fungos e invertebrados que é
sintetizado a partir da UDP-glicose e glicose-6-fosfato numa via de dois passos onde
atuam duas enzimas, a trealose-6-fosfato sintase (TPS) e a trealose-6-fosfato
fosfatase (TPP) (CABIB e LELOIR 1958; THEVELEIN, 1996). Além de ser uma fonte
de carbono e funcionar como agucar de reserva para alguns microorganismos como
as leveduras, a trealose € conhecida por possuir efeitos osmoprotetorores,
protegendo a célula de diversos tipos de estresse.

Diferente dos microorganismos e invertebrados, os genes da TPS de plantas,
descobertos recentemente, possuem regides conservadas com dominios TPS e TPP,
0 que leva a crer, que durante a evolugao das plantas houve uma fusdo dos genes
que codificam as duas enzimas da via. O primeiro relato completo dos genes da via
da trealose em plantas foi feito por LEYMAN et al. (2001) em Arabdopsis thaliana
onde foram encontradas 11 isoformas para o gene da TPS e 2 para o gene da TPP.
Além disso, foi possivel dividir os genes TPS de Arabidopsis em duas subfamilias: as
que possuem dominio TPP inativo (classe |) e as que possuem dominio TPP ativo
(classe ll), caracterizados pela presenca de “boxes” fosfatase (LDYD|GDI|T|LM| e
GDDRSD, THALLER et al. 1998). Além disso, uma terceira classe foi criada para

alocar os genes das enzimas TPP (Tabela 1).



Tabela 1. Genes da via da trealose e seus respectivos dominios conservados em
Arabidopsis thaliana (EASTMOND et al. 2003)

Gene Dominio TPS Dominio TPP  "Boxes" fosfatase
Classe | + + -
AtTPS1 + + -
AtTPS2 + + -
AtTPS3 + + -
AtTPS4 + + -
Classe I + + +
AtTPS5 + + +
AtTPS6 + + +
AtTPS7 + + +
AtTPS8 + + +
AtTPS9 + + +
AtTPS10 + + +
AtTPS11 + + +
Classe Il

AtTPPA - + +
AtTPPB - + +

Descobertas recentes tém trazido valiosas consideragdes sobre a influéncia da
trealose no metabolismo do carboidrato em plantas. A via da trealose era vista como
fisiologicamente importante apenas em algumas plantas especializadas, conhecidas
como planta de ressurreicdo (MULLER et al. 1995; ZENTELLA et al. 1999), porém
hoje ela é considerada ubiqua nas plantas superiores (LEYMAN et al. 2001).

Exceto nas plantas de ressurreicédo, os niveis de trealose obtidos nas plantas
superiores ndo possuem correlagdo com a tolerdncia a estresse. Esta falta de
correlagdo pode se dar devido a ela ndo ser o composto ativo e sim a trealose-6-
fosfato (T6P). A T6P, um intermediario da via da trealose formada pela acdo da
enzima TPS, é, segundo Schluepmann et al. (2003, 2004), indispensavel para a
utilizagéo de carboidrato disponivel durante o crescimento e desenvolvimento da
planta e esta intimamente relacionada com a percepc¢ao de estresses nutricionais,

bidticos e abidticos (Figura 1).
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TPS :
l\ ' Resposta ao Estresse
Status Mutricional ) Adaptacao = i
Estresse Bidtico :--.'}TEF‘ q'-}Metabﬁrllca i Ullizagao de Carbono
Estresse Abidtico ¥ | \ Folossintese
TPP Desenvolvimento

Familia Multigene

Figura 1. Sinalizagcao da T6P em resposta ao status nutricional, e a estresses bioticos
abidticos (SCHLUEPMANN et al. 2004).

Além da T6P o gene TPS parece ser importante no controle do status de
carbono na planta e resposta ao estresse. Em Arabidopsis a superexpressdo do
AtTPS1, um gene TPS classe |, além de mostrar-se como um regulador de
carboidrato e do horménio ABA apresentou uma possivel fungéo de sinalizador do
estresse (AVONCE et al. 2004).

Num dos primeiros estudos de transgénia com a TPS, o gene TPS1 de E. coli
(otsA) foi superexpresso em tabaco, onde a trealose acumulou-se em pequenas
quantidades, e a planta apresentou um fenétipo tolerante a seca, porém, com
modificagbes morfolégicas (GODDIJN et al. 1997). Ja plantas de tabaco
transformadas com o gene AtTPS1 obtiveram aumento de tolerancia a diversos tipos
de estresse, tais como, seca, dissecagdo, baixas temperaturas e salinidade
(ALMEIDA et al. 2005). Estudos feitos por Zhang et al. (2006) com cana-de-agucar
(Saccharum officinarum L.) transgénica para TPS de um cogumelo (Grifola frondosa)
também apresentaram aumento na tolerancia ao déficit hidrico.

Ja é comprovado que manipulagdo da via da biossintese da trealose pode

potencialmente aumentar a tolerancia a seca em plantas (ZHANG et al. 2006).
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Ultimamente o gene da TPS tem sido visto como um dos genes alvo no

melhoramento genético visando o aumento de tolerancia a diversos tipos de estresse.

3.4 RT-PCR semiquantitativo

Muitas vezes uma analise meramente qualitativa da expressédo do RNA nao é
suficiente para responder a pergunta dos pesquisadores, mas sim, uma analise onde
se detecte de variacdo dos niveis de expressdo em diferentes condigbes
experimentais (MARONE et al. 2001). A reagdo em cadeia da polimerase (PCR)
afetou dramaticamente os estudos moleculares, simplificando as tarefas laboratoriais
e permitindo o avanco na identificagdo de genes novos e na quantificagcdo de
sequéncias especificas de nucleotideos (ERLICH et al. 1991). Atualmente, estratégias
como a transcrigdo reversa associada a reacdo em cadeia pela polimerase (RT-PCR)
vem contribuindo para estudos de expressao através de cDNAs produzidos pela agcao
da transcriptase reversa sobre o RNA. O RT-PCR semiquantitativo € uma técnica,
rapida, altamente sensivel e util para a detecgao de transcritos raros e na analise de
pequenas quantidades de amostra (CARDING et al. 1992).

Além do RT-PCR semiquantitativo outros dois métodos, “Nothern blotting” e
RT-PCR quantitativo (QRT-PCR), s&o usados na quantificacdo de transcritos. O
método “Nothern blotting” requer maiores quantidades de RNA total e consome muito
tempo (FREEMAN et al, 1999), j4 o QRT-PCR é o método mais avancado na
quantificacao de transcritos e mais eficiente que o RT-PCR, porém € o de custo mais

alto por requerer equipamentos e reagentes de custo elevado.
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IV. MATERIAIS E METODOS

4.1 Instalacao do experimento

O experimento foi instalado em casa de vegetacdo do departamento de
Tecnologia da FCAV/(UNESP), com temperatura e umidade controlada (regime de
dia e noite). Foram utilizados no presente estudo duas cultivares de cana-de-agucar
(Saccharum spp), sendo uma classificada como tolerante ao déficit hidrico (cv SP83-
2847) e a outra sensivel (cv SP90-1638). A classificacdo de tolerancia e sensibilidade
para os cultivares é proveniente de estudos realizados no Centro de Tecnologia
Canavieira (CTC). Os toletes foram cultivados durante 39 dias em bandejas com
regas periddicas. ApoOs este periodo as plantulas foram transplantadas para vasos de
10 litros contendo latossolo vermelho esterelizado.

A disposicdo dos vasos na casa de vegetagcdo obedeceu ao delineamento
inteiramente casualizado. Para cada cultivar foram transplantadas 18 plantas
divididas em dois tratamentos (plantas com irrigagdo e sem irrigagdo) em trés

repeticoes.

4.2 Coleta das amostras

Apb6s 56 dias de cultivo na casa de vegetacao, iniciou-se a supressao de
irrigacdo para a coleta das folhas das plantulas dos cultivares de cana-de-agucar.
Foram coletadas as plantas submetidas a supressao de rega, e as plantas controle,
que continuaram sob irrigac¢ao diaria. As amostras foram coletadas nos primeiros dias
de estresse hidrico sendo a primeira coletada no primeiro dia, apdés 24 horas de
supressao da irrigacdo (T1). Foram coletadas seis amostras de cada cultivar,
totalizando 12 amostras/amostragem. O segundo ponto de coleta compreende 72

horas de tratamento experimental (T2) e o terceiro ponto compreende 120 horas (T3).
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As amostras foram congeladas, imediatamente, em nitrogénio liquido e depois

armazenadas em ultrafreezer (-80°C).

4.3 Extragcdo de DNA Plasmidial

Dois clones provenientes do projeto SUCEST que apresentaram expressao
diferencial em membranas de macroarranjo foram adquiridos no banco de clones do
BCCCenter. O primeiro representado por uma EST de 537 bases é originario de
biblioteca de flor (SCRLFL4102C07), e outro contendo 614 bases oriundo de
biblioteca de tecidos infectados in vitro por Gluconacetobacter diazotroficans
(SCSGAD1007F11). Os clones foram cultivados em 3 ml de meio de cultura CG
(Circle Grow - Qbiogene) com antibiético, por 12 horas a 37°C com agitacao. Para
extracdo de DNA plasmidial utilizou-se o kit Wizard Plus SV Minipreps DNA
Purification System (Promega). Neste processo 10 ml de cada amostra foi
centrifugado. O sobrenadante foi descartado e ressuspendido em 250 pl de solugéo
de ressuspensao. Posteriormente foram adicionados 250 ul de solugéo de lise e os
reagentes foram misturados por inversdo 4 vezes. Incubou-se as amostras por 5
minutos a temperatura ambiente e adicionou-se 350 pl de solu¢do de neutralizag&o.
O reagente foi misturado por inverséao 4 vezes e centrifugada a velocidade de 10.000
x g por 10 minutos a temperatura ambiente. As amostras, apds a centrifugagédo foram
colocadas numa coluna de “spin”, com filtro, suportado por um tubo de coleta e
centrifugadas a 10.000 x g por 1 minuto. O material colhido no tubo foi descartado e a
coluna reinserida no tubo de coleta. Posteriormente foram adicionados 750 pl de
solugcédo de lavagem na coluna, a qual foi e centrifugada novamente por 1 minuto.
Repetiu-se o processo de lavagem novamente e, entdo, a coluna foi transferida para
um tubo de 1,5 ml, onde foram adicionados 100 ul de agua livre de nuclease e
centrifugada a 10.000 x g por 1 minuto. A coluna foi entdo removida e as amostras
coletadas no tubo foram estocadas a — 20°C. O tamanho real dos clones foi

determinado por amplificacdo via PCR, com a utilizagdo de iniciadores T7 e Sp6,
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especificos para o vetor de clonagem pSPORT1 (Invitrogen). As condi¢gdes de PCR
utilizadas foram as seguintes: 95°C por 2 minutos, seguido por ciclos de 95°C por 45
s, 50°C por 45 s e 72°C por 45 s por 40 ciclos.

4.4 Sequenciamento do cDNA

4.4.1 Reagao de PCR

Os dois clones, que apresentaram expresséao diferencial em experimentos de
macroarranjo, foram seqienciados. O sequenciamento total dos clones foi realizado
em seqlienciador automatico ABI PRISM 3100 DNA Sequencer, utilizando o modo de
terminagdo da cadeia por dideoxinucleotideo. Para cada amostra sequienciada foram
utilizados aproximadamente 500 ng de DNA (1 a 2 pl), 1 pl de “Big Dye” (DNA
Sequencing Kit, ABI Prism), 3 pl de tampao de diluigdo (200 mM Tris HCI pH 9.0, 5
mM Cloreto de magnésio) e agua milliQ estéril, para completar o volume final de 10
ul. Baseados nas seqiiéncias das extremidades 5’ e 3’ dos clones foram desenhados
iniciadores que permitiram a continuagcdo do sequenciamento total dos cDNAs dos
mesmos. No sequenciamento foram utilizados 1 ul dos iniciadores originarios do vetor
pSPORT1 (T7 e SP6) e mais dois iniciadores para cada EST (STPS1-A/STPS1-B e
STPS2-A/ STPS2-B), todos na concentracado de 5 pmoles/ul. As condigbes de PCR
utilizadas foram: 95°C por 2 minutos, seguido por ciclos de 95°C por 45 s, 50°C por

30 s e 60°C por 4 minutos num total de 35 ciclos.

4.4.2 Precipitagao da reacao de sequenciamento

Nesta fase foram adicionados 80 pl de isopropanol (75%) as amostras. Os
tubos foram agitados e incubados a temperatura ambiente por 15 minutos e, logo
apo6s centrifugados a 1800 x g por 35 minutos. Posteriormente as amostras foram

invertidas em papel absorvente. No proximo passo, foram adicionados 200 ul de
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etanol 70% e os tubos foram novamente centrifugados por 10 minutos. Os tubos
foram invertidos novamente em papel absorvente e deixados secando 1 hora a
temperatura ambiente. Apds a precipitacdo as amostras foram ressuspendidas em 10
pl formamida Hi-Di (Applied Biosystem) e desnaturadas por 5 minutos a 95°C. A placa
contendo as amostras foi colocada no seqiienciador para a corrida eletroforética. O
processo durou em torno de 15 horas e a leitura das bases foi realizada pelo

programa ABI 3100 Data Collection.

4.5 Bioinformatica

A unido dos fragmentos de seqiéncias de nucleotideos, provenientes dos
sequenciamentos dos cDNAs estudados, foi realizada com o auxilio do programa
CAP (Contig Assembly Program) que usa um algoritmo dindmico para computar o
maximo alinhamento por sobreposicdo entre dois fragmentos (HUANG 1992). As
sequéncias de nucleotideos completas, obtidas pelo uso do programa CAP, foram
comparadas com sequiéncias depositadas no banco de dados do NCBI através da
ferramenta BLASTX (Altschul et al. 1990). A tradugdo conceitual e a busca por
dominios conservados das ESTs foram realizadas, respectivamente, com as
ferramentas ORF-Finder (ROMBEI et al. 2002) e CD Search (MARCHLER-BAUER e
BRYANT, 2004) do NCBI. A anadlise de alinhamentos multiplos foi realizada com
sequéncias de proteinas TPS, publicamente disponiveis, com o auxilio do programa
CLUSTAL W (THOMPSON et al.1994) e os dendrogramas foram construidas com
ajuda do método de agrupamento “Neighbour Joinig” (SAITOU; NEI 1987).

4.6 Expressao in silico

A obtencgéo das sequiéncias dos genes para a expressao in silico, foi realizada
por meio da busca com palavra chave das ESTs relacionadas a TPS no banco de

dados do projeto SUCEST (http://sucest.lad.ic.unicamp.br). As seqliéncias de
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nucleotideos dos ESTs selecionadas foram utilizadas para busca de similaridade com
sequéncias de aminoacidos do banco de dados do NCBI, através da ferramenta
BLASTX. As ESTs com similaridades mais representativas (e-values < e-30) com o
gene da TPS foram selecionadas para andlises de expressao in silico através do
levantamento do numero de transcritos de TPS levando-se em conta o numero de

transcritos por biblioteca (freqtiéncia de transcritos por biblioteca).

4.7 Extragdao do RNA total

Para a extragcdo do RNA total de folha de cana-de-acucar foi utilizando o
reagente Trizol (Invitrogen) e o procedimento sugerido pelo fabricante que se baseia
na metodologia descrita por CHOMCZYNSKI; SACCHI (1987). Os materiais utilizados
na extragdes foram tratados com agua deionizada contendo dietil pirocarbonato
(DEPC) (0.01% v/v) e esterelizados por duas horas a 180°C, com o intuito de evitar a
presenca de RNases (SAMBROOK et al. 1989)

As extracbes de RNA total com amostras de folhas de cana-de-agucar dos
cultivares SP90-1638 (sensivel) e SP83-2847 (tolerante). Para cada amostra de folha
foram utilizados 1,2 g de tecido foliar. O tecido foi macerado em nitrogénio liquido até
sua pulverizacao e, posteriormente, homogeneizado em 8,0 ml de reagente TRIZOL.
ApOs serem incubadas por 5 minuto a temperatura ambiente, adicionou-se as
amostras 1,6 ml de cloroférmio. A mistura, entdo, foi agitada vigorosamente e
incubada por 3 minutos.

Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 12.000 x g durante 15 minutos
a temperatura de 4°C. Ap6s a centrifugacdo, a fase superior foi recuperada e
transferida para tubos estéreis de 1,5ml. Para cada 900 upl de amostra foram
acrescentados 540 pl de alcool isopropilico. Para a precipitagdo do RNA a solugéao foi
incubada por 10 minutos a temperatura ambiente

Posteriormente foi realizada uma nova centrifugacéo por 10 minutos a 12.000 x

g a 4°C, e ap6s o descarte do sobrenadante, a amostra foi lavada com 1ml de alcool
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etilico 75%. O precipitado foi entdo ressuspendido e centrifugado a 7.500 x g durante
5 minutos a 4°C. Foram realizadas mais duas lavagens e, entdo, o RNA total foi

ressuspendido em agua DEPC (livre de RNase) e armazenado a -80°C.

4.7.1 Quantificacao do RNA total

O RNA total de cada amostra foi estimado e avaliado quanto ao grau de pureza
em espectrofotdbmetro NanoDrop (Thermo Scientific), onde 1,5 ul de cada amostra foi
analisado. As medidas de absorbancia foram realizadas nos comprimentos de onda
de 260 e 280 nm, cuja relacdo 260/280 fornece uma estimativa da pureza do acido
nucléico (SAMBROOK et al. 1989)

4.7.2 Analise da integridade do RNA total

Com o intuito de verificar a integridade das amostras de RNA, realizou-se uma
eletroforese em gel desnaturante de agarose 1,5% (p/v), (1,2 g de agarose; 8,0 ml de
tampéo de corrida 10X, composto de MOPS 20 mM pH 7.0, acetato de sédio 50 mM e
EDTA 5mM; 65 ml de agua tratada com DEPC; 6,4 ml de formaldeido), por 40
minutos a 77 V constante. O gel foi exposto a uma luz ultravioleta em transiluminador

e sua imagem foi capturada por uma camera Kodak Edas 120.

4.8 Preparo do cDNA

As amostras de RNA extraidas foram tratadas com DNase | (kit Invitrogen)
para evitar contaminagdo de DNA nas analises posteriores. Para tal tratamento foram
adicionados a um tubo de 0,5 ml: 1 pg de RNA; 1pl de tampéao de reagdo de DNase |
(10x); 1 pl de DNase | 1U/ul e 10 pl de agua tratada com DEPC. Incubou-se a

mistura por 15 minutos a temperatura ambiente e, posteriormente, inativou-se a
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DNase | através da adigdo de 1 yl de EDTA 25 mM e aquecimento por 10 minutos a
65°C.

No processo de preparo do cDNA foi utilizado o kit da enzima SuperScript Il
(Invitrogen). Para a transcricdo reversa foram adicionados a um tubo de
microcentrifuga, os seguintes reagentes: 1 pl de oligo(dT)12-18; 1 ug de RNA (11 pl
advindos do tratamento com DNase |) e 1 yl de mix de 10 mM de dNTP. A mistura foi
aquecida a 65°C por 5 minutos e em seguida incubada em gelo por 1 minuto.
Posteriormente adicionou-se a mistura 4 yl de tampéo First-Strand (5X); 1 yl de DTT
0,1 M; 1 yl de RNase OUT (inibidor de RNase) e 1 ul de SuperScript Ill RT (200
unidades/ pl). A mistura foi incubada por 60 minutos a 50°C e a reagdo inativada
aquecendo as amostras por mais 15 minutos a 70°C. As amostras de cDNA prontas

foram armazenadas a -80°C.

4.9 Reacao de RT-PCR semiquantitativo

As analises de RT-PCR semiquantitativo foram realizadas com pares de
iniciadores especificos (STPS1-F/ STPS1-R e STPS2-F/STPS2-R) construidos a
partir das sequéncias obtidas neste trabalho. Um par de iniciadores também foi
utilizado para o gene da actina da cana-de-agucar, que foi utilizado como controle
interno das amostras e testadas em experimentos separados. A reagcédo de PCR para
as amostras foi realizado em tubos de 0,5 ml numa reagéo que continha: 1 uyl de cada
iniciador, 2 yl de cDNA, 2,5 ul de tampéao para PCR 10X (200 mM Tris-HCI, pH 8,4 e
500 mM KCI), 2 pl de MgCI? (50 mM) e 0.4 pl de Taq DNA Polimerase. A mistura foi
completada com agua milliQ para 25 pl de volume final. A reacdo de PCR foi
realizada em termociclador utilizando-se 26 ciclos para os genes estudados e 27
ciclos para a actina e as seguintes condi¢des de PCR foram utilizadas para todos:
95°C por 2 minutos, seguido por ciclos apropriados de 95°C por 45 s, 55°C por45 s e
72°C por 45 s e uma fase final de 72°C por 5 minutos. As amostras obtidas no PCR

foram corridas em gel de agarose 1,6% (p/v) com tampao TBE (Tris, 0,89 M; EDTA,
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0,02 M; Acido bdrico, 0,89 M e agua destilada) por 90 minutos a 80 volts. Os géis
foram fotografados com a ajuda do fotodocumentador Kodak Edas 120 e os géis
foram analisados com auxilio do programa Kodak 1D 3.5. As intensidades das bandas
nos géis de agarose foram medidas e o nivel de expressao foi calculado pela divisdo
da intensidade das bandas dos genes estudados pela intensidade do gene controle

(actina).
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V. RESULTADOS

5.1 Extragcao de DNA plasmidial

Para a realizagdo do sequenciamento o DNA plasmidal foi extraido dos dois
clones estudados neste trabalho (SCRLFL4102C07 e SCSGAD1007F11). Com o
intuito de conhecer o tamanho da sequéncia clonada, o cDNA alvo foi amplificado a
partir das sequéncias T7 e SP6, presentes no vetor pSPORT1, que flanqueiam a
regido representativa do RNA de cana-de-agucar. O resultado foi a obteng¢do de duas

sequéncias de cDNA com aproximadamente 2000 pares de base cada (Figura 2).
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Figura 2. Eletroforograma evidenciando os produtos amplificados a partir dos cDNAs
dos clones SCRLFL4102C07 e SCSGAD1007F11 em gel de agarose 1%.
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5.2 Extragcao do RNA

As cultivares de cana-de-agucar (SP 83-2847 e SP 90-1638) foram cultivadas
em casa de vegetagdo e submetidas a déficit hidrico para coleta de tecido foliar. O
RNA extraido das folhas foi quantificado por espectrofotometria e a razao obtida entre
as leituras dos comprimentos de onda de 260 nm e 280 nm ficou entre o esperado
para amostras de RNA: entre 1.8 e 2.0. As Figuras 3 e 4 apresentam géis de agarose

1,5% onde foram testadas as integridades do RNAs extraidos.

12 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18
— 28S

— 18S

Figura 3. Eletroforese em gel desnaturante de agarose 1.5% (TBE 1x). As 18
amostras da cultivar 1638 (sensivel) utilizadas no experimento foram
testadas quanto a sua integridade. As bandas correspondentes aos RNAs
ribossomais estéo indicadas na figura.

2 3 45 6 7 8 9 10 1112 1314 15 16 17 18
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Figura 4. Eletroforese em gel desnaturante de agarose 1.5% (TBE 1x). As 18
amostras da cultivar 2847 (tolerante) utilizadas no experimento foram
testadas quanto a sua integridade. As bandas correspondentes aos RNAs
ribossomais 18S e 28S estao indicadas na figura.

As amostras de RNA total extraidas foram utilizadas nos testes utilizando a
metodologia do RT-PCR semiquantitavo. As Figuras 5 e 6 representam as imagens
digitalizadas das amostras resultantes do teste de RT- PCR com iniciadores
especificos para o gene STPS2 e para o gene da actina (controle) na variedade

sensivel de cana-de-agucar (1638).
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T1C1 T1E1 T1C2 T1E2 T1C3 T1E3 T2C1 T2E1 T2C2 T2E2 T2C3 T2E3 T3C1 T3E1 T3C2 T3E2 T3C3 T3E3

Figura 5. Eletroforograma em gel de agarose 1.6 % (tamp&o TBE 1x) com o
resultado da amplificagcdo por RT-PCR do gene STPS2 em amostras
foliares da variedade sensivel de cana-de-agucar nos trés tempos
estudados com trés repeticdes. T = tempo; C = planta controle e E =
planta sobre estresse hidrico.

T1C1 T1E1 T1C2 T1E2 T1C3 T1E3 T2C1 T2E1 T2C2 T2E2 T2C3 T2E3 T3C1 T3E1 T3C2 T3E2 T3C3 T3E3

Figura 6. Eletroforograma em gel de agarose 1.6 % (tampédo TBE 1x) com o
resultado da amplificagdo por RT-PCR do gene actina (controle) em
amostras foliares da variedade sensivel de cana-de-agucar nos trés
tempos estudados com trés repeticbes. T = tempo; C = planta
controle e E = planta sobre estresse hidrico.

5.3 Identificagao e dedugao da seqiiéncia de aminoacidos das ESTs

A identificacdo das sequUéncias foi realizada por seqlienciamento completo dos
clones utilizando iniciadores especificos (Tabela 2.). Os iniciadores foram
desenhados baseados na seqiéncia previamente determinada dos ESTs de
Saccharum spp provenientes do projeto SUCEST, originalmente com 537 pb
(iniciadores STPS1-A e STPS1-B) e outro com 614 pb (iniciadores STPS2-A e
STPS2-B).
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Tabela 2. Iniciadores usados no sequenciamento (*) e RT-PCR dos genes STPS1 e

STPS2

Nome Sequéncia (5' — 3') Genes Orientacdo  Posigéo
STPS1-A* AGATGGGATGAACCTTGT TPS 5 -3 255-272
STPS1-B* GGAGTTACAAAGGGTGCT TPS 5 —3 1147-1164
STPS2-A* ACCACCCTAAATCCAAAC TPS 3 -5 216-233
STPS2-B* ATCTTTAGCCCTGCTGTC TPS 3'—>5 1264-1281
STPS1-F GTGCCAACAAGAACTGACG TPS 5 — 3 64-82
STPS1-R  TGTGCCTGTGTCGTTTCTC TPS 3'—>5 445-463
STPS2-F GTGGACGAGAGATGAAGGG TPS 5 -3 519-537
STPS2-R  AGCCAAGTCATCCTCCAAC TPS 3 -5 1080-1098
actina-F ACAATGGCACAGGAATGG Actina 5 -3 38-55
actina-R AGCATAGAGGGAGAGCAC Actina 3 -5 421-438

As sequéncias obtidas foram alinhadas por sobreposicdo com ajuda do
algoritmo CAP gerando duas seqiéncias consenso, uma com 1876 pb (STPS1) e
outra com 1822 pb (STPS2), representando estas as sequéncia dos clones de cDNA
estudados. As sequéncias, STPS1 e STPS2, foram submetidas ao banco de dados
do NCBI onde receberam respectivamente os seguintes numeros de acesso:
(EU761244 e EU761245). Com auxilio da ferramenta BLASTX foi comprovada a
similaridade de sequéncia entre os cDNAs estudados e os genes da trealose-6-
fosfato sintase (TPS). As seqiéncias completas das TPSs, encontradas no banco de
genes do NCBI, apresentam tamanho médio de 3000 nucleotideos, sendo assim, os
genes estudados neste trabalho caracterizam-se como fragmentos de TPS. Para o
fragmento do gene STPS1 foram encontradas similaridades significativas com uma
provavel TPS de arroz, a AtTPS1 de A. thaliana, a TPS1 de tomate e uma provavel
TPS de banana com as respectivas porcentagens de similaridade: 92, 81, 82 e 80%
(Tabela 3.). Para o fragmento do gene STPS2 foram encontradas similaridades
significativas com uma provavel TPS de arroz, uma provavel TPS de batata, a
AtTPS7 de A. thaliana e uma TPS de uma espécie de orquidea (C. parviflorum) com
90, 83, 80, 79% de similaridade, respectivamente (Tabela 4).
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Tabela 3. Similaridade do gene TPS1 de cana de agucar com TPSs de outros

organismos
Proteina Organismo GenBank No. Identidade%  Similaridade %  E-value
putative TPS  O. sativa AAU44253 89 92 0.0
ATTPS1 A. thaliana AAD30578 73 81 0.0
TPS1 S. lycopersicum ABO61742 74 82 0.0
putative TPS M. balbisiana ABF70084 72 80 0.0

Tabela 4. Similaridade do gene TPS1 de cana de agucar com TPSs de outros

organismos
Proteina Organismo GenBank No. Identidade% Similaridade %  E-value
putative TPS O. sativa AAT01318 83 90 0.0
putative TPS S. tuberosum AAL91978 69 83 3,00E-141
ATTPS7 A. thaliana AAF82169 68 80 2,00E-138
TPS C. parviflorum AAN86570 65 79 4,00E-138

Além da similaridade a porcentagem de identidade entre as seqUéncias

apresentou valores consideravelmente altos que, aliados a baixos valores de e-value

permitem a confiabilidade nos resultados do BLASTX para as seqiiéncias estudadas

(Tabelas 3 e 4). Com a ajuda da ferramenta ORF Finder foi possivel deduzir a

sequiéncia de aminoacidos de STPS1 e STPS2 que apresentam, respectivamente,
470 e 368 aminoacidos (Figura 7 e 8).
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Figura 7. Provavel sequéncia de aminoacidos gerados pela traducado da sequéncia
incompleta do gene STPS1. O M em azul representa o aminoacido
metionina e o asterisco em vermelho o cdédon de parada.
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Figura 8. Provavel seqiéncia de aminoacidos gerados pela tradugéo da seqiiéncia
incompleta do gene STPS2. O M em azul representa o aminoacido
metionina e o asterisco em vermelho o cédon de parada.
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5.4 Dominios Conservados e Dendrograma

Com ajuda do programa CLUSTALW foi possivel fazer um alinhamento entre
as TPSs de cana-de-agucar e as sequéncias dos genes (Tabelas 3 e 4). Pelo uso da
ferramenta CDS do NCBI foi possivel identificar nas seqiéncias STPS1 e STPS2
regides altamente conservadas classificadas como os dominios TPS e TPP (Figura 9
e 10). A analise das sequUéncias permitiu observar que ambas apresentam a
seqléncia completa do dominio TPP e apenas parte da seqliéncia caracteristica do
dominio TPS. O dominio TPP, ubiquo em plantas, é a chave para a classificagcao das
duas subfamilias proposta por Leyman et al. (2001) para genes TPS. Nossos estudos
indicam que o dominio TPP da STPS1 assemelha-se aos dominios pertencentes a
classe | das TPS, pois, ndo apresenta as regides conhecidas como fosfatase “boxes”
(Figura 9), enquanto que a seqUéncia do gene STPS2 apresentou as fosfatase

“‘boxes” normalmente encontradas na classe Il (Figura 10).
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Figura 9. Dominios conservados, TPS (incompleta) e TPP (auséncia de “boxes”
fosfatase), em STPS1 comparados com os genes relacionados na Tabela
3. Regibes flanquedas por * representam a porgéo do dominio TPS ausente
na sequéncia incompleta do STPS1 .
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Figura 10. Dominios conservados, TPS (incompleta) e TPP (presenca de “boxes”
fosfatase), em STPS2 comparados aos genes relacionados na Tabela 4.
Regides flanquedas por * representam a por¢gédo do dominio TPS ausente
na seqiéncia incompleta do STPS2.
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Dois dendrogramas foram construidos utilizando os 11 genes de TPS
identificados em A. thaliana e a sequéncia de nucleotideos dos genes STPS1 e 2 de
Saccharum spp através do método “Neighbor Joining” (Figura 11a e 11b),
respectivamente. No primeiro dendrograma (Figura 11a) podemos verificar que
STPS1 forma um grupo distinto, porém proximo dos genes caracterizados como
classe | em A. thaliana (AtTPS1, 2, 3 e 4) enquanto que os representantes da classe
Il apresentam uma ampla distancia de STPS1. No segundo (Figura 11b), o gene
STPS2 formou um grupo com o genes de classe Il (AtTPS5, 6,7, 8,9, 10 e 11) fato ja

esperado pela presenca de “boxes” fosfatase nos dominios TPP do mesmo.
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Figura 11 a,b Dendrograma baseado no método “Neighbor Joining” (bootstrap x1000)
entre a sequéncias incompletas de TPS de cana-de-acucar (STPS1 e
STPS2) e os genes TPS de A. thaliana. a O gene TPS incompleto de
cana-de-acgucar cultivada, STPS1, agrupando-se com genes da classe
| de A. thaliana . b O gene TPS incompleto de cana-de-agucar
cultivada, STPS2, agrupando-se com genes da classe Il de A.
thaliana.
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5.5 Expressdo dos genes TPS

Dos 38 “clusters” de ESTs, relacionados a trealose, oriundos do projeto
SUCEST foram selecionados 14, pois, ndo apresentavam alinhamento perfeito entre
CLUSTALX) porém,

similaridade com TPSs de outros organismos (e-values menores que e-30 no

si (dados obtidos por alinhamento, apresentavam alta

BLASTX). As ESTs selecionadas apresentaram, principalmente, similaridade com
TPSs de arroz e Arabidopsis (Tabela 5.).

Tabela 5. ESTs relacionados ao gene TPS, oriundos do banco de dados do projeto

SUCEST e sua semelhanga com gene de outros organismos.

EST BlastX Organismo  GenBank  Ident.% Simil. % E-value

SCRLFL4102C07 ATTPSI1 A.thaliana Q9SYM4 86 90 6,00E-79
SCSGADI1007F11 Provavel TPS O. sativa AATO1318 83 89 3,00E-99
SCCCCL3002E04 ATTPS6 A.thaliana  Q94AHS 61 77 0.0

SCBGLR1115H11 Provavel TPS O. sativa ABF94728 82 89 0.0

SCEZHR1083A02 Provavel TPS O. sativa BADS86973 87 92 0.0

SCCCLR1070E10 TPS G. hirsutum AAV65495 66 81 1,00E-173
SCCCCL4003E08 ATTPSI10 A.thaliana  AAC24048 65 82 3,00E-151
SCCCCL2001H04 ATTPS9 A.thaliana Q9LRA7 61 77 8,00E-126
SCEZRZ1015H08 Provavel TPS O. sativa BADS86973 86 91 2,00E-131
SCEPCL6021E07 Provavel TPS O. sativa BAD09487 71 82 3,00E-120
SCAGCL6016B11 ATTPS10 A.thaliana  AAC24048 60 79 2,00E-65
SCVPCL6064B03 Provavel TPS O. sativa BAF12169 70 79 7,00E-59
SCMCRT2088E01 Provavel TPS O. sativa BADI19111 84 87 3,00E-62
SCBFRT1064F09 Provavel TPS O. sativa BAC99712 57 71 3,00E-23

Estes 14 “clusters” representam os 110 transcritos de TPS isolados de

bibliotecas do projeto SUCEST, feitas a partir de tecidos e tratamentos distintos
(Figura 12). A maioria dos transcritos para a TPS apresentaram frequiéncias similares
(variando de 2,47 x 10 a 5,14 x 10™) na maioria das bibliotecas estudadas, exceto
pelas bibliotecas CL, AD, RZ, e LV que apresentaram as maiores freqiéncias (29,00
x 10®, 6,80 x 10*, 6,76 x 10, 6,58 x 10 respectivamente).
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Figura 12. Expressdo in silico de ESTs de TPS em cana-de-agucar em relagdo as diferentes
bibliotecas construidas no projeto SUCEST. As bibliotecas sdo: AD (mistura da zona de
crescimento, caule e meristema apical de plantas cultivadas in vitro e infectadas com
Gluconacetobacter diazotroficans); AM (meristema apical de plantas jovens); CL (calo
tratado por 12h a 4°C e 37°C); FL (flores colhidas em diferentes estagios de
desenvolvimento); HR (mistura de tecidos de transicéo entre raiz e zona de crescimento,
caule, meristema apical de plantas cultivadas in vitro e infectadas com Herbaspirilum
diazotroficans); LB (gema lateral de plantas maduras); LR (cartucho da folha de plantas
imaturas); LV (folhas estioladas de plantulas cultivadas in vitro); RT (raizes de 0,3 cm de
plantas maduras e apice da raiz); RZ (regido de transicdo entre raiz e caule de plantas
jovens); SB (casca de cana madura); SD (sementes em desenvolvimento); ST (primeiro
e quarto internédio de plantas imaturas).

Foram realizadas analises por RT-PCR semiquantitativo para comprovar
indicios de expressao diferencial dos genes STPS1 e STPS2, em membranas de
macroarranjo realizadas em cana-de-agucar sobre estresse hidrico. A amplificagéo foi
realizada com iniciadores especificos para os dois genes e com o controle interno,
gene da actina (Tabela 2) que serviu para a padronizagdo dos dados. Apesar de
oriundos de ESTs de outras bibliotecas (FL e AD), os genes STPS1 e STPS2
respectivamente, apresentaram expressdo nas folhas das plantas controle e sob
estresse das duas cultivares de cana-de-agucar estudadas. O gene STPS1 parece
manter seu nivel de expressao proximo ou superior ao do controle na planta tolerante

sob estresse hidrico exceto pelo T2 (72 h), ja para a planta sensivel, o STPS1 mostra
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uma tendéncia a repressdo sob estresse hidrico para os trés tempos estudados
(Figura 13). A expressédo do gene STPS2 ndo apresenta diferencas significativas na
relagéo entre as plantas controle e sob estresse para ambas as cultivares estudadas,

exceto pelo T2 que apresentou uma tendéncia a repressao sob estresse (Figura 14).
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Figura 13. Cinética da expresséo relativa do gene STPS1, em plantas controle
(barras brancas) e sob estresse hidrico (barras cinzas), nas cultivares
sensivel e tolerante (trés repeticbes cada tratamento). T1 = 24h; T2 =

72h; T3=120h.
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Figura 14. Cinética da expresséo relativa do gene STPS2, em plantas controle
(barras brancas) e sob estresse hidrico (barras cinzas), nas cultivares

sensivel e tolerante (trés repeticbes cada tratamento). T1 = 24h; T2 =
72h; T3=120h.
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VI. DISCUSSAO

6.1 Expressao in silico da TPS em cana-de-agucar

Os 14 “clusters” identificados em cana de agucar podem representar isoformas
para o gene como ja identificados em outros organismos. Esse provavel alto nimero
de isoformas de TPS em cana-de-agucar, pode ser explicado pela poliploidia e pela
condigdo de hibrido interespecifico associada a Saccharum spp. Assim como em
cana-de-agucar, também foram encontrados transcritos de genes TPS em varios
tecidos vegetais em plantas como Arabidopsis e algodao (BLAZQUEZ et al. 1998;
KOSMAS et al. 2006). Os resultados da expresséo in silico, obtidos neste trabalho,
indicam uma expressao constitutiva de TPS em diversos tecidos e tratamentos em
cana-de-agucar, o que corrobora com estudos de AVONCE et al. (2006) onde os
genes AtTPS1, AtTPS6, AtTPS7 AtTPS8 e AtTPS11 apresentam expressao
constitutiva em plantas de Arabidopsis. Um alto numero de transcritos também foi
encontrado em calos sobre estresse de temperatura, muito embora a literatura relate
que, para a maioria dos vegetais superiores, o nivel de trealose produzido n&o é
suficiente para seu efeito osmoprotetor, estudos realizados com arroz (GARG et al.
2002; JANG et al. 2003) e tabaco (ALMEIDA et al. 2005), tem mostrado que a
inclusdo de genes de TPS ex6geno aumenta a resisténcia ao estresse causado por

baixas temperaturas.

6.2 Genes da TPS de Saccharum spp

Dois ESTs, selecionados por apresentarem expressdo diferencial em
membranas de macroarranjo, foram sequiienciados em sua totalidade, e contem
respectivamente 1876 pb (STPS1) e 1822 pb (STPS2). Estes genes apresentam

regiao C-terminal completa incluindo o dominio fosfatase (TPP) e um fragmento do
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dominio da sintase (TPS). Esse dois dominios, diferentemente dos procariotos, estao
fundidos nas TPS de eucariotos e foram primeiramente relatados por LEYMAN et al.
(2001) em A. thaliana, que as classificou em duas classes que correspondem as
enzimas que apresentam ou nao as fosfatase “boxes” nos seus respectivos dominios
TPP. Os dominios TPP apresentam entdo a chave para a classificagdo das TPS em
plantas. O fragmento do gene STPS1 detectados inicialmente em bibliotecas de flores
(FL) apresentou dominio fosfatase sem “boxes” fosfatase (Figura 9) e alta
similaridade com AtTPS1 de A. thaliana. Segundo VAN DIJKEN et al. (2004), em
plantas de A. thaliana mutantes, foram detectados maiores niveis de expresséo
relativa do gene AtTPS1 em 6rgédos metabolicamente ativos como nas gemas das
flores e frutos. O gene AtTPS1, também foi capaz de restaurar o crescimento e a
sintese de trealose em leveduras mutantes, e é reconhecidamente essencial para o
desenvolvimento da planta e para a floragdo além de gerar como produto a T6P que é
indispensavel para o crescimento e utilizacdo do carboidrato em A. thaliana
(BLAZQUEZ et al 1998; SCHLUEPMANN et al 2003; DIJKEN et al 2004). O
fragmento do gene STPS2 apresentou similaridade com AtTPS7 de A. thaliana que
corresponde a segunda classe das TPS. Apesar da expresséo constitutiva do gene
AtTPS7, ele foi incapaz de complementar mutantes tps1 e tps2 de S. cereviseae,
além de nao apresentar atividade TPS (VOGEL et al. 2001). Porém evidencias
indicam que genes de segunda classe controlam a morfologia da célula
desempenhando papel importante nos fenétipos do desenvolvimento da planta
(CHARY et al. 2008).

6.3 Expressao das TPSs em Saccharum spp

Os dados obtidos nas analises de RT-PCR semiquantitativo confirmaram que
os dois genes de TPS sao expressos constitutivamente em folhas jovens de cana-de-
acucar cultivada sob condi¢gdes normais (Figura 13 e 14). A expresséao constitutiva de

TPS em cana-de-agucar foi relatada também por BOSCH (2005) que constatou altos
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niveis de expressao de um gene da trealose fosfato sintase, em internédios jovens (3
meses) em diversas variedades de cana-de-agucar. O gene STPS1 apresentou-se
diferencialmente expresso nas duas cultivares de cana-de-agucar quando submetidas
ao estresse hidrico (Figura 13). A indugédo do gene STPS1 em plantas tolerantes bem
como a sua repressdo em plantas sensiveis no inicio do estresse hidrico, de certa
forma corrobora os estudos, ainda ndo publicados, de expressao diferencial utilizando
membranas de macroarranjo de plantas sob estresse hidrico. Ja foi mostrado que o
aumento da expressao do gene da TPS1 e conseqiiente acumulagdo de T6P atua
sobre o metabolismo de crescimento e de regulagdo do agucar em plantas de A.
thaliana (SCHLUEPMANN et al 2003; DIJKEN et al 2004). Porém em cana-de-agucar
apesar da STPS1 indicar ter um papel no metabolismo, ainda n&o é claro se ele esta
ou nao envolvido diretamente na toleréncia ao estresse hidrico. Frente a dificuldade
do melhoramento genético classico em polipléides como a cana-de-agucar cultivada,
o aumento na expressao de STPS1 em cultivares tolerantes sob estresse hidrico,
aliada a similaridade deste com o gene AtTPS1, revela um potencial gene alvo no
melhoramento genético e estudos de transgénia em cana-de-agucar e outras
espécies de plantas. Em cana-de-agucar (Saccharum officinarum L.), plantas
transgénicas, carregando o gene da TPS de um cogumelo G. frondosa, apresentaram
aumento significativo na tolerancia a seca (ZHANG et al. 2006). Segundo Almeida et
al. (2005) plantas de tabaco modificadas para expressar o gene AtTPS1 promoveram
resisténcia a diversos tipos de estresse abidtico incluindo estresse hidrico. Além
disso, a superexpressao do gene AtTPS1 em A. thaliana gerou um aumento na
producéo de T6P, e desencadeou a formagéo de plantas com fenétipos insensiveis a
acucar e ABA e tolerantes a seca, devido provavelmente a um carater sinalizador
deste metabdlito (AVONCE et al. 2004). Segundo Schluepmann et al. (2003, 2004) a
T6P desempenha um papel de regulador na utilizagdo de carboidrato e esta ligada a
expressao de genes de resposta a estresse nutricional, bidtico e abidtico. Estudos
realizados em tabaco, modificados por genes da sintese de trealose provenientes de
E. coli, comprovaram que niveis aumentados de T6P em folhas tem importante papel

na regulacao da fotossintese (PELLNY et al. 2004), além disso, Lunn et al. (2006)
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constataram que a T6P, além de agir como um metabdlito regulador do status do
acucar em plantas, também media mudancgas induzidas pela sacarose na taxa de
sintese de amido. Exceto pelo T2, o gene STPS2 ndo apresentou expresséo
diferencial significativa entre as plantas controle e estressada tanto para a cultivar
tolerante quanto para a sensivel. As TPSs de classe Il de A. thaliana tém funcéo
especifica ainda desconhecida, porém existem evidéncias de que estas atuem no
controle da morfologia celular e do desenvolvimento da planta (CHARY et al., 2008)
além de mediar respostas de sinais que ativam o gene SnRK1 (HARTHILL et al.
2006), uma proteina quinase que desempenha um papel chave no controle global do
metabolismo de carbono na planta (HALFORD et al. 2003). Este é o primeiro relato
da expressdo de genes das duas classes de TPS em cana-de-agucar cultivada. A
expressao das TPSs, STPS1 e STPS2, em condigbes ambientais normais e sob
estresse hidrico além da presenca de varias outras TPSs na maioria dos tecidos da
planta, sdo indicios da importancia dessa via em cana-de-agucar e da necessidade
de posteriores estudos com ferramentas genéticas especificas visando o

melhoramento da cana-de-agucar cultivada.
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VII. CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho permitiram concluir que:

e Esta € o primeiro relato da expressao de genes da trealose nos hibridos de
cana-de-agucar brasileiros (Saccharum spp) . Assim como em Arabidopsis thaliana, a
cana-de-agucar possui mais de um gene (isoforma) para a trealose-6-fosfato sintase
(TPS). Através da expressao in silico foi possivel confirmar que a TPS é expressa em
todos os tecidos da cana-de-agucar.

e A cana-de-agucar possui genes das duas subfamilias de TPS conhecidas, as
com dominio TPP inativo e ativo (classe | e IlI). Os genes STPS1 e STPS2 sao
representantes respectivamente da classe | e Il das TPSs de cana. O cDNA do
STPS1 e STPS2 contido no vetor de clonagem n&o representa a sequéncia completa
do gene, mais foi suficiente para sua classificacao e para os estudos de expresséao.

0O uso da metodologia do RT-PCR permitiu constatar a expresséo constitutiva
dos genes STPS1 e STPS2 nas folhas de ambas as variedades estudadas sob
condi¢gbes normais e de estresse hidrico.

e O gene STPS1 parece ter uma expressao diferencial entre as variedades
estudadas com destaque para a manutencdo da expressédo na planta tolerante e
repressdao na planta sensivel quando sob estresse. J& o STPS2 n&do mostrou
variagdes consideraveis entre as plantas controle e sob estresse para as duas
variedades.

e Experimentos com maior sensibilidade na deteccdo de diferencas de
expressao como o RT-PCR quantitativo (QRT-PCR) devem ser realizados para a
confirmagao da expressao diferencial. Para ampliar as possibilidades nas pesquisas
futuras torna-se necessarias a aplicacéo de técnicas como o RACE 3’ e 5’, necessario

para a obtencao dos gene STPS1 e 2 completos .
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