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EXPRESSAO GENICA DIFERENCIAL DURANTE DEFICIT HIDRICO EM DUAS
CULTIVARES DE CANA-DE-ACUCAR

RESUMO - A cultura da cana-de-agucar € de grande importancia econémica
nas regides tropicais e subtropicais, especialmente para alguns paises da América,
como o Brasil, que é atualmente o maior produtor mundial. Estresses abioticos, como
a seca, podem reduzir os rendimentos das lavouras. Sendo assim, a identificacdo e a
compreensdo dos mecanismos de tolerdncia a seca sao fundamentais no
desenvolvimento de novas cultivares comerciais mais tolerantes ao déficit hidrico. O
objetivo deste trabalho foi identificar, através da técnica de macroarranjos de cDNA,
o perfil de expressao de genes pertencentes a diferentes vias metabdlicas em folhas
de duas cultivares de cana-de-acucar (Saccharum spp), uma tolerante ao estresse
por déficit hidrico (SP83-2847) e outra sensivel (SP90-1638) submetidas a dois
periodos de restricdo no fornecimento de dgua, ocasionando um estresse por déficit
hidrico leve (T1) e severo (T2). Por meio das analises dos resultados foi possivel
identificar, na cultivar tolerante, a inducdo de ESTs (etiquetas de seqiiéncias

expressas) com similaridade a genes de enzimas de sintese de osmoprotetores, tais



como prolina, hidroxiprolina e GABA (acido y-aminobutirico); de hormdnios vegetais
como o acido abscisico (ABA) e o acido jasmoénico (JA) e repressdo de ESTs
similares aos genes das enzimas de biossintese de amido, de glicina betaina e de
algumas enzimas do sistema de defesa antioxidante. Ao passo que, na cultivar
sensivel foram induzidas ESTs similares aos genes de enzimas de sintese dos
osmoprotetores trealose e glicina betaina; do sistema de defesa antioxidante e
reprimidas ESTs com similaridade a genes das enzimas de sintese de prolina,
hidroxiprolina e GABA e envolvidas na biossintese de ABA e de jasmonatos. Em
ambas as cultivares, ESTs similares a genes de diferentes enzimas fotossintéticas
foram reprimidas.

Palavras-Chave: biologia molecular, estresse por seca, etiquetas de sequéncia
expressa (EST), macroarranjo de cDNA, Saccharum spp
DIFFERENTIAL GENE EXPRESSION DURING WATER DEFICIT IN TWO
CULTIVARS SUGARCANE

SUMMARY - Sugarcane crop is of large economic importance in the tropical and
subtropical regions, especially in some countries of Central and South America as
Brazil, which is actually the major worldwide producer. Abiotic stress, such as
drought, can reduce yield of the farmings. Thus, identification and understanding of
the drought tolerance mechanisms is crucial to the development of new commercials
cultivars more tolerant to water deficit. The aim of this study was to identify, using
cDNA macroarrays technique, expression profile of genes involved in distinct
metabolic pathways in leaves of two sugarcane (Saccharum spp) cultivars, one water
stress tolerant (SP83-2847) and another water stress sensitive (SP90-1638) which
were submitted to periods of withhold watering occasioning a mild (T1) and severe
(T2) water deficit stress. Through the analysis of the results, it was identified in the
tolerant cultivar up-regulated ESTs similar to genes of enzymes involved in the
synthesis of osmoprotectants, such as proline, hydroxyproline, GABA (y-amino butyric

acid), of synthesis of plant hormones as abscisic acid (ABA) and jasmonic acid (JA);



and down-regulated ESTs similar to genes of enzymes of the biosynthesis of starch,
glycine betaine and of some enzymes involved antioxidant defense system. In the
other hand, ESTs similar to genes of enzymes involved in the biosynthesis of the
osmoprotectants as trehalose and glycine betaine and enzymes from the antioxidant
defense system were induced as well as were down-regulated ESTs similar to genes
of enzymes of synthesis of proline, hydroxyproline and GABA and involved in
biosynthesis of ABA and jasmonates, for the sensitive cultivar. In both cultivars, ESTs

with similarity to genes of different photosynthetic enzymes were repressed.

Keywords: molecular biology, drought stress, expressed sequence tags (EST),

cDNA macroarray, Saccharum spp

I. INTRODUGCAO

A cultura da cana-de-acucar é de grande importancia nas regides tropicais e
subtropicais, sendo de especial significado econémico para alguns paises da
América Central e do Sul, principalmente para o Brasil, que € o maior produtor
mundial (SACILOTO, 20083).

A produtividade da cana-de-agucar é regulada por diversos fatores de produgéo,
dentre os quais se destacam: a cultivar, o solo (propriedades quimicas, fisicas e
bioldgicas), o clima (umidade, temperatura, insolacdo), as praticas culturais (controle
da eroséo, plantio, erradicacdo de plantas invasoras, descompactacdo do solo), o
controle de pragas e doencgas, a colheita (maturacdo, corte, carregamento e
transporte), entre outros (ORLANDO FILHO et al., 1994).

Em ambientes naturais e agricultaveis, as plantas freqlientemente crescem sob
condigcdes desfavoraveis, tais como a seca, a salinidade, o resfriamento, o
congelamento, a alta temperatura, o alagamento ou a intensa luminosidade. Estas
condi¢des sdo coletivamente chamadas de estresses abidticos e qualquer uma delas

pode retardar o crescimento e o desenvolvimento, reduzir a produtividade e, em



casos extremos, levar a planta a morte (QIANG et al., 2000; JIANG & ZHANG, 2002;
OZTURK et al., 2002; XIONG et al., 2002).

A baixa disponibilidade de agua € um dos principais fatores que influencia na
produtividade da cultura (BRUCE et al, 2002; KOTCHONI & BARTELS, 20083;
KOSMAS et al., 2005). Dessa forma, a identificagcdo dos mecanismos de tolerancia a
seca sdo fundamentais no desenvolvimento de novas cultivares comerciais mais
tolerantes ao déficit hidrico (TAYLOR, 1996), as quais sdo essenciais para a
manutengao da producao agricola brasileira e mundial. Todavia, é necessaria a
compreensao de que a tolerancia a seca em plantas ndo é uma caracteristica
simples, mas sim um complexo de mecanismos que trabalham em conjunto ou
isoladamente para evitar ou tolerar periodos de déficit hidrico (CASAGRANDE et al.,
2001).

Nas células vegetais, em resposta ao estresse, ocorrem mudancas na
expressao génica. A resposta é iniciada quando a planta reconhece o estresse em
nivel celular. A partir do reconhecimento do estresse, vias de transdugéo de sinal sao
ativadas, as quais, por sua vez, transmitem a informacdo dentro de células
individuais e da planta inteira (BRAY et al., 2000). Mudangas na expressao génica
sdo fundamentais nas respostas a curto e longo prazo que ocorrem durante o déficit
hidrico. No entanto, a expressdao de alguns genes durante o estresse pode nao
garantir necessariamente habilidade da planta em sobreviver ao estresse, ou seja,
pode ser simplesmente resultado de estresses secundarios e/ou injarias. Outros
genes induzidos podem ter uma funcdo adaptativa (BRAY, 1993; BRAY, 2002;
NEPOMUCENO, 2000), embora a repressao génica também pode estar ligada ao
aumento da tolerancia ao estresse.

Gendtipos que diferem em tolerancia ao déficit hidrico devem apresentar
diferencas qualitativas e quantitativas na expressdao génica quando submetidos a
periodos de seca. Essas consideracdes reforcam a necessidade de um enfoque
sistematico nos estudos de estresse hidrico, com maior énfase nas diferencas
genéticas entre os gendtipos (CASAGRANDE et al., 2001; NEPOMUCENO et al.,
2001).



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

Sendo assim, este estudo analisou, através da técnica de macroarranjos de
cDNA, o perfil de expresséo de genes pertencentes a diferentes vias metabdlicas e,
possiveis genes relacionados ao mecanismo de tolerancia ao déficit hidrico foram

descritos.

Il. OBJETIVO

O presente trabalho teve como objetivo identificar, através da técnica de
macroarranjos de cDNA, o perfil de expressdao de ESTs similares a genes de
diferentes vias metabdlicas em folhas de duas cultivares de cana-de-agucar
(Saccharum spp), sendo uma tolerante ao estresse por deficiéncia hidrica (SP83-
2847) e outra, sensivel (SP90-1638), as quais foram submetidas a dois periodos de
supressao de rega, ocasionando um estresse por déficit hidrico leve (T1) e severo
(T2).



ll. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Cana-de-Acucar

A cana-de-agucar, uma monocotiledbnea alégama e semi-perene, pertence
a familia Poaceae e ao género Saccharum. E origindria do Sudeste Asiatico, na
grande regiao central da Nova Guiné e Indonésia, sendo que a maioria das cultivares
comerciais é originaria do cruzamento inter-especifico de Saccharum officinarum
com outras espécies do género, tais como S. spontaneum, S. robustum, S. sinense,
S. barbierie S. edule (SACILOTO, 2003).

A cultura da cana-de-agucar é de grande importancia nas regioes tropicais e
subtropicais, sendo cultivada em mais de 90 paises (FAO; http://apps.fao.org).

Atualmente, o Brasil € o maior produtor de cana-de-agcucar do mundo, sendo ela, no
entanto, uma grande fonte de riquezas para a economia brasileira desde os tempos
do Brasil col6nia. Além da producado de acgucar, a industria canavieira brasileira,

mantém o maior sistema de producao de energia comercial da biomassa no mundo,



através do etanol e do uso quase total do bagacgo. Existe a perspectiva de se utilizar
a cana-de-agucar como biorreator na geracado de energia elétrica, bem como na
producao de plasticos biodegradaveis, agucares nao caléricos e compostos quimicos
de interesse farmacéutico (SOUZA & SILVA, 2002). Ademais, a agroindustria
canavieira é responsavel pela geracao de muitos empregos diretos e indiretos, o que
evidencia a importancia social da cultura; além de gerar divisas através da
exportacdo de agucar e alcool e apresentar um aproveitamento racional da biomassa
vegetal, gerando energia elétrica e produtos para a industria alcoolquimica e para
alimentacao de animal entre outros (SACILOTO, 2003).

O sucesso do cultivo da cana-de-aglUcar se deve a utilizacao de cultivares,
obtidas por meio de melhoramento genético classico desenvolvido pelos centros de
pesquisa e estacOes experimentais. Este é um processo relativamente demorado,
visto que, dentre as espécies cultivadas, a cana-de-agucar possui um dos genomas
mais complexos, o que dificulta a aplicagdo de técnicas convencionais de
melhoramento nesta planta (VETTORE et al., 2001). Entretanto, o sequienciamento
do genoma e/ou do transcriptoma de varias plantas, tal como a cana-de-agucar, vem
facilitando e acelerando a identificacdo de genes responsaveis por qualidades
desejaveis, tornando possivel a manipulagdo subseqiente de genes de interesse
através de técnicas de genética molecular. Tais avangos possibilitardo, cada vez
mais, a obtengao de cultivares resistentes a doengas, mais adaptadas e produtivas,
diminuindo as perdas na agricultura, além de permitir o aproveitamento de solos até
entdo nao utilizaveis (SACILOTO, 2003).

3.2 Estresses Abiodticos: Consideracoes Gerais

O estresse refere-se a um desvio das condigées 6timas para a vida e induz
mudancas e respostas em todos os niveis funcionais do organismo, as quais sao
reversiveis a principio, mas podem se tornar permanentes (LARCHER, 2004). Em
condicdes naturais e agricultaveis, as plantas estao freqlientemente expostas as
condicdes de multiplos estresses, tais como a seca, a elevada salinidade, a alta
temperatura, as inundacbes e a intensa luminosidade (CHEN & MURATA, 2002;



RIZHSKY et al., 2004), as quais limitardo seu desenvolvimento e suas chances de
sobrevivéncia. Estes estresses, por sua vez, desempenham um papel importante na
determinag@o de como o solo e o clima limitam a distribuicdo de espécies vegetais
(BRESSAN, 2004; VERSLUES et al., 2006).

Espécies ou variedades de plantas diferem em termos de seu ambiente 6timo
e de sua suscetibilidade a diferentes tipos de estresse. Alguns trabalhos preferem
considerar como estressantes, apenas ambientes que danificam as plantas e
causam mudancgas qualitativas, enquanto outros consideram que em um sistema
estressado, a energia consumida aumenta ou a energia potencial do sistema
decresce. A maior dificuldade, no entanto, no estudo dos mecanismos envolvidos na
resposta e/ou tolerancia a um dado estresse, é que os fatores de estresse
normalmente ndo operam isolados: as interacdes e co-variagdes sdo comuns no
ambiente natural (STEFANUTO, 2002).

O estresse pode se manifestar em varios graus de severidade, com duracao
varigvel, combinados ou ndo, de modo continuo ou alterando com momentos de
normalidade. No que concerne as plantas, a intensidade do estresse vai depender do
6rgao ou do tecido alvo, do estadio de desenvolvimento da planta e do genétipo em
questao. Levados em consideracao estes fatores, o genétipo pode manifestar
resisténcia ou tolerancia, sobrevivendo e, as vezes, até crescendo, mesmo que em
menores taxas ou o gendtipo pode manifestar suscetibilidade sofrendo redugédo do
crescimento e, dependendo da intensidade do estresse, podendo chegar a morte da
planta (CAMBRAIA, 2005).

Os estresses ambientais podem induzir padrées similares de resposta ou de
adaptacdo nas plantas. Algumas dessas respostas podem ser: a produgdo de
compostos osmorreguladores; alteracées no metabolismo de carboidratos; reducao
no crescimento; alteracées nas propriedades das membranas celulares e na
arquitetura da parede celular; inibicdo da fotossintese; aumento da respiracao;
senescéncia e abscisdo foliar; atuacdo do acido abscisico (ABA) como um “horménio
de estresse”, entre outras (STEFANUTO, 2002; YORDANOQV et al., 2003; BRESSAN
et al., 2004). Uma resposta comum a diferentes tipos de estresses abidticos € o

acumulo de solutos compativeis, os quais, além de atuarem no ajustamento



osmotico, protegem as estruturas celulares contra os danos induzidos pela
desidratacéo e oxidacao. Por essa razédo o nome soluto compativel utilizado algumas
vezes para designar estes osmolitos ndo é o mais apropriado devido estes
compostos ndo serem apenas compativeis, ou seja, nao prejudiciais quando em

elevada concentracao, mas também protetores.

Ademais, a sintese de osmdlitos pode ter papéis fisioldgicos adicionais. Por
exemplo, auxiliando no controle redox por consumir equivalentes redutores. Este
consumo pode ser particularmente benéfico durante a desidratagdo devido este
estresse induzir uma perturbacédo na cadeia de transporte de elétrons e aumentar a
formacao de espécies reativas de oxigénio (ROS) a partir de equivalentes redutores
celulares (SERRANO & MONTESINOS, 2003). Os solutos compativeis que podem
ser acumulados diferem dentre as espécies vegetais e podem incluir betainas e
compostos relacionados, agucares, tais como manitol, sorbitol e trealose e
aminoacidos, tais como prolina e hidroxiprolina (CHEN & MURATA, 2002).

3.3 Estresse Hidrico

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

O decréscimo de agua no solo diminui o potencial de agua na folha e sua
condutancia estomatica, promovendo o fechamento dos estématos (YORDANOQV et
al., 2003). Esse fechamento bloqueia o influxo de CO. para as folhas, diminuindo o
acumulo de fotoassimilados, o que implica na reducdo da produtividade, sendo a

deficiéncia hidrica, portanto, uma das maiores causas de reducao na produtividade



agricola no mundo (SANTOS & CARLESSO, 1998; PIMENTEL & HEBERT, 1999;
OBER & LUTERBACHER, 2002).

Ademais, as plantas sob déficit hidrico apresentam uma diminui¢do do volume
celular, um aumento na concentracado de solutos e uma progressiva desidratacao do
protoplasma, sendo que, a primeira e mais sensivel resposta ao déficit hidrico € a
diminuicao da turgescéncia e, associada a esse evento, a diminuicdo do processo de
crescimento, particularmente, do crescimento em extensdo (LARCHER, 2004).
Sendo assim, a desidratacdo causa mudancas fisiolégicas e bioquimicas nas
plantas, tais como diminuicdo nas atividades fotoquimicas, reducédo da fixacdo de
CO,, acumulo de osmolitos e osmoprotetores e alteracdo no metabolismo de
carboidratos (LIU & BAIRD, 2003). Uma perda acima de 30% de agua causa um
aumento gradual da taxa de respiracdo, que podera exceder a taxa de fotossintese
desencadeando um processo de inanicao na planta, devido ao decréscimo das
reservas de carboidratos (STEFANUTO, 2002). Entretanto, estudos recentes em
espécies de Populus tém verificado um aumento da sintese de sacarose e outros
acucares soluveis, em resposta ao estresse hidrico, assim como acumulo de
proteinas de estresse hidrico e sacarose sintase (PELAH et al., 1997).

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

A maior limitagdo para o melhoramento genético visando a tolerancia ao déficit
hidrico em plantas € o conhecimento insuficiente sobre as bases fisioldgicas,
moleculares e genéticas das respostas das plantas ao déficit. Uma resposta
fisiologica especifica ao déficit hidrico representa na verdade combinagbes de
eventos moleculares que séo ativados ou desativados pela percepcao do estresse.

Compreender como tais eventos interagem entre si representa um importante passo



no desenvolvimento de plantas com maior tolerancia a seca. Dessa maneira, a
biologia molecular assume papel-chave na identificacdo pontual de genes e de rotas
metabdlicas envolvidos nas respostas fisiolégicas a seca (CASAGRANDE et al.,
2001).

3.4 Metodologia dos Macroarranjos de DNA

Sabe-se, que o fluxo da informacao génica do DNA (genoma) até o proteoma é
intermediado pelo conjunto das moléculas de RNA (transcriptoma). Assim, a
concentragao relativa dos transcritos de um determinado gene em uma célula é um
indicativo do quanto esse gene esta sendo expresso, em virtude de um dado
estimulo ambiental. O desenvolvimento dos arranjos de DNA tornou possivel o
monitoramento dos niveis de transcritos de um grande numero de genes
simultaneamente (FELIX et al., 2002).

Os macroarranjos de DNA estao permitindo a identificacao de rotas metabdlicas
ativadas ou desativadas, assim como a visualizagdo das centenas de interagdes que
ocorrem, em ambito transcricional, em resposta a eventos fisiolégicos diversos. Com
isso, esta sendo possivel delinear estratégias que visem aumentar a tolerdncia as
condi¢des de estresse ambiental. Essas estratégias vao desde métodos tradicionais
de melhoramento genético, facilitado pelo uso de marcadores moleculares, até o uso
da engenharia genética (NEPOMUCENO et al., 2001).

O genoma funcional da cana-de-agucar realizado por meio do seqlenciamento
de cDNAs (ESTs) sintetizados a partir do pool de genes expressos em diferentes
situacdes, cada uma constituindo uma biblioteca, possibilitou a construgdo de um
banco de dados contendo aproximadamente 238.000 ESTs (Expressed Sequence
Tags ou Etiquetas de Sequéncias Expressas), geradas pelo projeto SUCEST

(http://sucest.lad.ic.unicamp.br) da rede ONSA (Organization for Nucleotide

Sequencing and Analysis) — FAPESP. Essas ESTs de cana-de-agucar, oriundas do
sequenciamento de clones das 26 bibliotecas de cDNA, representam genes
expressos em seus diferentes 6rgaos, tais como raiz, colmo, folhas, flores e

sementes; em varios estigios de desenvolvimento e; em resposta a variagcbes



ambientais diversas incluindo interagdes com bactérias (VETTORE et al., 2001;
VETTORE et al., 2003).

O estudo com macroarranjos de cDNA, contendo os inimeros clones de genes
de cana-de-agucar, é um grande trunfo para o avango cientifico e tecnolégico da
pesquisa nacional (SOUZA & DA SILVA, 2002), permitindo a associagdo desses
genes, quando diferencialmente expressos, a fungbes no crescimento e no
desenvolvimento, nas respostas a diversos tipos de estresses, bem como nas mais
variadas condicbes testadas. A partir dessas analises, esses genes poderao ser
utilizados em cana-de-acgucar, através de manipulacdes genéticas, para a geragao de

cultivares com um maior numero de caracteristicas economicamente desejaveis.

IV. MATERIAL E METODOS

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

4.1 Material Vegetal

Foram utilizados, no presente estudo, toletes de duas cultivares de cana-de-
acucar (Saccharum spp), sendo uma classificada como tolerante ao estresse por
déficit hidrico (cv SP83-2847) e a outra sensivel (cv SP90-1638). Esta classificacdo
se deve a estudos realizados no Centro de Tecnologia Canavieria (CTC), através da
andlise do peso seco de raiz e parte aérea, apds o cultivo em casa de vegetacao sob
condi¢des de deficiéncia hidrica. As cultivares foram obtidas junto ao CTC, através

de colaboracao estabelecida com o pesquisador René de Assis Sordi.

4.2 Ensaio Experimental: Estresse Hidrico por Supressao de Rega



O experimento foi instalado em casa de vegetacao (Depto. de Tecnologia da
FCAV/UNESP), com temperatura e umidade controladas. Os toletes foram cultivados
durante 39 dias em bandejas plasticas com areia grossa esterilizada e regas
periddicas, sendo posteriormente transplantadas para vasos de 10L contendo o
mesmo substrato. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado.

A conducéo do experimento se deu por 56 dias com regas diarias com solucao
nutritiva de Hoagland 25% (apéndice) até o ponto de inicio da suspensao da rega. A
quantidade de solucéo utilizada durante as irrigacdes foi determinada por meio de
um atmdmetro de Livingstone, que simula a evapotranspiragdo da lamina foliar da
planta (BRONER & LAW, 1991). Este aparelho (evaporimetro) consiste de uma
esfera oca de porcelana porosa, com cinco cm de didmetro e parede de trés mm de
espessura, conectada por um tubo a um reservatério contendo dgua destilada. Esta
esfera oca, revestida por um tecido verde, simula a transpiracao da lamina foliar, e a
quantidade de agua evaporada € determinada em milimetros (mm) pela variagdo do
volume de agua no reservatério (SALASSIER, 1995). Através de um calculo
realizado com o valor obtido no atmémetro, a quantidade de 4gua perdida pela planta
foi reposta diariamente por meio da irrigacao.

Durante o desenvolvimento da planta, manteve-se o substrato na condi¢do de
umidade proxima de sua capacidade de campo, determinada no laboratério do
Depto. de Engenharia Rural (FCAV/UNESP), através da curva de retencdo de agua
no solo.

No 57° dia, deu-se inicio aos tratamentos de supressao de rega, simulando dois
niveis de deficiéncia hidrica determinados com base na duracdo do tempo da

supressao da irrigagao:

o 1° Tratamento (T1): Déficit Hidrico Leve, e

e  2°Tratamento (T2): Déficit Hidrico Severo.



Cada tratamento apresentava dois grupos: um de plantas sem irrigagéo e outro
de plantas-controle, sendo cada um composto por trés repeticées de forma a se ter
uma maior confiabilidade dos resultados. A primeira coleta (T1) se deu apds 24 horas
de supressao da rega e, a segunda coleta (T2) apés 10 dias de supressdo da
irrigacdo (T2). As amostras de tecido foliar, apdés a coleta, foram imediatamente
congeladas em nitrogénio liquido e, em seguida, armazenadas em Ultra-Freezer (-
80°C) até a realizacao dos ensaios moleculares.

Na ocasiao, foram coletadas também amostras de substrato de cada vaso para
verificacdo do percentual de umidade nos periodos de coleta. Tendo em vista o
objetivo deste trabalho foi de fundamental importancia a determinacao da umidade
do solo. Portanto, para analisar a disponibilidade de agua no solo para a planta,
utilizou-se o método-padrao de estufa (gravimétrico).

As amostras de solo, coletadas nos dois periodos de suspensao de rega, foram
pesadas (Py) e transferidas para estufa a 105°C. Ap6s 24 horas as amostras foram
pesadas novamente para obtencado de seu peso seco (Ps). Dessa maneira pode-se
calcular a porcentagem de umidade em peso através da seguinte equacao:

% U=Py—-Ps X100
Ps

Em que: U= umidade;
Py = peso umido;

Ps = peso seco.
4.3 Extracao de RNA total de Tecido Foliar de Cana-de-acucar

O RNA total foi isolado de tecido foliar das plantas de cana-de-agucar
submetidas ao déficit hidrico leve e severo e das respectivas plantas-controle,
utilizando-se Trizol (Invitrogen, Life Technologies), conforme descrito pelo fabricante.

Para a extragdo de RNA total, todos os utensilios utilizados foram limpos em

agua deionizada tratada com dietilpirocarbonato - DEPC (0.01% vVv/iv) e



posteriormente mantidos a 180°C por duas horas, de forma a inibir a agdo de
RNAses. De igual modo, todas as solugcdes foram preparadas com agua livre de
RNAse (tratada com DEPC 0.01% v/v), conforme recomendado por SAMBROOK et
al. (1989).

o Para cada amostra, 1,6 g de tecido foliar macerado em N liquido foi
homogeneizado em 8,0 mL do reagente TRIZOL,;

o As amostras homogeneizadas foram incubadas por cinco minutos a
temperatura ambiente (aproximadamente 23°C), permitindo assim a completa
dissociacao dos complexos de nucleoproteinas;

o Adicionou-se a solucdo, 1,6 mL de cloroférmio (0,2 mL de cloroférmio para
cada 1,0 mL do reagente Trizol), com subseqlente agitacdo vigorosa e entado
incubada por 3 minutos a temperatura ambiente;

o Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 12.000 x g a temperatura de
4°C durante 15 minutos. O volume do sobrenadante (fase superior) foi transferido
para um novo tubo;

o A precipitacdo do RNA total foi realizada com a adigdo de alcool isopropilico
(adicéo de 0,6 mL de alcool isopropilico por 1,0 mL de solugcédo da fase superior) e
incubando-a por 10 minutos a temperatura ambiente;

o Posteriormente, foi centrifugada a 12.000 X g durante 15 minutos a 4°C. O
RNA precipitado, até entdo invisivel, formou um precipitado de RNA total (pellet)
gelatinoso no fundo do tubo;

o O sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com 1,0 mL de alcool
etilico a 75%. O precipitado foi ressuspendido utilizando-se um vortex e,
posteriormente, realizou-se a centrifugacdo a 8.000 x g a 4°C durante 5 minutos,
descartando-se o sobrenadante. Este processo foi repetido novamente para garantir
a remocao de todo o sal remanescente;

o Por fim, o precipitado de RNA total foi ressuspendido em agua livre de RNAse

(tratada com DEPC) e armazenado a - 80°C.

4.3.1 Quantificacao do RNA total



O RNA total de cada amostra foi estimado e avaliado quanto ao grau de pureza
em espectrofotdmetro, na diluigdo de 1:100 v/v. As medidas de absorbancia foram
realizadas nos comprimentos de onda de 260 e 280nm, cuja relagado entre as leituras
260/280nm fornece uma estimativa de pureza do acido nucléico (SAMBROOK et al.,
1989).

4.3.2 Analise da Integridade do RNA total

Para verificar a integridade das amostras de RNA total, 2,0 uL de RNA total de
cada amostra foi seco em bomba a vacuo e ressuspendido em 18,0 uL de uma
mistura composta por tampao de amostra (apéndice), brometo de etideo (10mg/mL)
e agua-DEPC. Esta mistura foi posteriormente aquecida em banho-maria a 65°C por
7 minutos antes de sua aplicacdo em gel de agarose 1,5% (p/v) contendo 6,7% de
formaldeido (v/v). O gel foi submetido a eletroforese a 60V constante por cerca de 50
minutos e, em seguida, exposto a luz ultravioleta (UV) em transiluminador e sua
imagem captada por uma camara CCD (EASTMAN KODAK COMPANY; Rochester,
New York).

4.4 Levantamento de Clones Similares a Genes de Enzimas de Interesse
Por meio da utilizagdo de uma ferramenta disponivel na area restrita da pagina

SugarCane EST Genome Project (SUCEST; http://sucest.lad.dcc.unicamp.br/public)

realizou-se a busca de clones ESTs similares a genes de enzimas de diversas vias

metabdlicas, tais como de sintese de fenilpropandides, de isoprendides e de
hormonios vegetais, do metabolismo respiratério e fotossintético, da fotorrespiragao,
de osmoprotetores, do sistema de defesa antioxidante entre outras. Os clones mais
representativos de cada enzima, ou seja, aqueles que apresentavam seqléncias
contendo o maior numero de bases correspondentes ao comego do gene foram
selecionados. E, para a confirmacao da similaridade das seqiéncias de nucleotideos
das ESTs destes clones com as dos genes das enzimas de interesse as mesmas

foram comparadas, por meio do algoritmo BLAST-X, com as seqiiéncias depositadas



no banco de dados internacional NCBI (http://ncbi.nim.nih.gov/blast/), considerando

como limiar de aceitacdo para o BLAST um e-value de 1.107"°.

4.5 Confeccao de Membranas de Alta Densidade (Macroarranjos)

As membranas de alta densidade utilizadas neste trabalho foram
confeccionadas no Centro Brasileiro de Estocagem de Clones, BCCCenter

(http://www.bcccenter.fcav.unesp.br). Para o preparo das mesmas foi utilizado DNA

plasmidial de clones das ESTs selecionadas, oriundos de diferentes bibliotecas de
cDNA do projeto SUCEST. As amostras de DNA plasmidial foram obtidas por meio
de micro-preparagao realizada através de lise alcalina (apéndice) em placas de 96
POCOS.

Foram transferidas 1.202 amostras de DNA plasmidial para membranas de
nailon carregadas positivamente (Genetix, UK), através de um sistema robotizado Q-
Bot (Genetix, Uk). Em um arranjo 3X3, com espagamento de 900um entre cada
ponto, as amostras foram depositadas em duplicata para maior confiabilidade das
andlises, perfazendo um total de 2.404 “spots” por membrana. O “spot” central de
cada arranjo nao recebeu amostra e representou o controle negativo, para o
monitoramento de hibridagcées nao-especificas. Apos a deposicdo das amostras de
DNA, a membrana foi submetida a um processo de desnaturacdo (NaCl 1,5 M e
NaOH 0,5 M) e de neutralizagdo (NaCl 1,5 M e Trizma 1,0 M) por um periodo de 5 e
10 minutos, respectivamente. Posteriormente, o DNA foi fixado a membrana por
exposicao a luz UV (1.600 joules) (CL-1000 Ultraviolet Crosslinker, UVP), seguindo
as recomendacdes do fabricante (Genetix, UK). Foram utilizadas, no presente
trabalho, membranas réplicas, ou seja, membranas contendo os mesmos clones EST

transferidos para as mesmas posicoes.

4.6 Hibridacoes

4.6.1 Sintese da sonda de cDNA



As sondas de cDNA foram sintetizadas seguindo o protocolo descrito por
Schummer e colaboradores (1999) com algumas modificagoes.

e Em um tubo estéril foram adicionados 30 ug de RNA total e 156 pmoles de
Oligo (dT1gVN), resultando em um volume final de 7,5 uL. A mistura foi mantida a
75°C durante 10 minutos e, em seguida, transferida para o gelo;

e  Foram adicionados a reagao: 5,0 uL de tampéo de sintese de primeira fita (5x,
BRL); 2,5 uL DTT (100mM); 2,0uL RNAguard; 2,5 uL de dNTPs (dATP, dGTP e
dTTP a 10mM cada); 3uL **P-adCTP (30 uCi) e entdo incubada durante 5 minutos a
42°C sendo, em seguida, adicionado 1,25 ulL da enzima Superscript I (BRL
200U/uL). Apds uma rapida centrifugagéo, a amostra foi incubada por 30 minutos a
42°C;

e  Apds esse periodo, foi adicionado 1,25 uL de dCTP sem marcacao radioativa
(10mM) e a reagdo novamente incubada a 42°C durante 2 horas. Em seguida,
adicionou-se 1,0 uL de Poly-A (2,0 ug/ulL) e, a reacgao foi desnaturada a 94°C por 5
minutos. Apds a desnaturagcado foi adicionado 1,4 uL de NaOH 5 M e a reagéo
incubada a 37°C durante 15 minutos;

e A seguir foram adicionados 1,8 uL HCI 3,94 M e 7,0 uL Tris-HCI 1,0 M pH 7,5.
Para a purificacao da sonda, o volume da reacao foi ajustado para 50 uL com agua
deionizada e estéril;

e A sonda foi purificada, para a retirada de nucleotideos livres, aplicando-a em
uma coluna Sephadex G-50 equilibrada com STE, a qual foi montada em uma
seringa de 1,0 mL contendo 1& de vidro siliconizada em sua extremidade inferior
(SAMBROCOK et al., 1989). Através de centrifugacao a 4.000 rpm (centrifuga clinica)
durante 4 minutos, o volume eluido da coluna foi recuperado em um novo tubo
estéril;

e Em seguida, 100 uL de STE foram adicionados a coluna e, apdés nova
centrifugacdo a 4.000 rpm durante 4 minutos, o volume eluido foi coletado e
adicionado ao obtido anteriormente;

e Aincorporacao radioativa nas fitas de cDNA (sonda) foi avaliada por meio de
um cintilador liquido (Beckman LS6500, USA) e apos esta leitura, a sonda foi



desnaturada a 95°C durante 5 minutos e, em seguida, mantida no gelo até o
momento de ser adicionada a solugdo de hibridagdo nos frascos contendo as

membranas.

4.6.2 Pré-hibridacao e Hibridacao das Membranas de Alta Densidade

Conforme as recomendacdes do fabricante, as membranas foram colocadas
inicialmente em solucao SDS 0,1% fervente para diminuir o background. Sendo que,
esta etapa ndo é mais necessaria quando as membranas sao reutilizadas. Para as
pré-hibridagdes e hibridagbes realizadas como descrito em
(http://www.tree.caltech.edu/protocols/overgo.html) procedeu-se do seguinte modo:

e As membranas foram colocadas em frascos cilindricos (15 x 3,5cm) contendo
a solugao de pré-hibridagao (apéndice) e incubadas em forno a 58°C, com rotagdo
dos frascos, por 4 horas, durante a primeira utilizacdo das membranas e, por 2
horas, nas mesmas condicdes, durante as reutilizagdes;

e  Utilizou-se um volume de 10 mL de solugao de pré-hibridagdo por membrana.
A solucao de pré-hibridacao foi mantida nos frascos durante o periodo de hibridacao
visto que, a solucéo de hibridacao apresenta a mesma composi¢cao que a anterior;

J Apds a purificagdo e desnaturagdo das sondas, durante 5 minutos a 95°C
(descrito no item 4.6.1), elas foram adicionadas nos frascos, contendo as
membranas e a solugcédo de pré-hibridagcdo e, entado, realizada a hibridagdo durante
18 horas a 58°C em forno de hibridagdo Hybaid (HalbrooK, NY). Apds este periodo,

as membranas foram lavadas.

4.6.3 Lavagem das Membranas

e Apds a hibridagdo, a solugdo contendo a sonda radioativa foi devidamente
descartada;
e As membranas foram entdo submetidas a lavagens para remoc¢ao do excesso

de sonda e de hibridagdes inespecificas que ocasionalmente tenham ocorrido. Foram



realizadas trés lavagens, de 30 minutos cada, a 58°C, com aproximadamente 200 mL

das seguintes solugoes:

e 1% Lavagem: 2X SSC e 0,1% SDS;
e 2%l avagem: 1,5% SSC e 0,1% SDS; e
e 3% Lavagem: 0,5% SSC e 0,1% SDS.

Por fim, antes de serem seladas, as membranas foram passadas para uma

solugao, a temperatura ambiente, de 2x SSC durante 5 minutos.

4.7 Exposicao das Membranas e Digitalizacao das Imagens

As membranas foram envolvidas em filme plastico e seladas para exposi¢dao em
placas sensiveis a radioatividade (Image Plates - FUJIFILM) durante um periodo de
96 horas. A captagédo das imagens das membranas foi realizada através de um leitor
de fésforo radioativo (Phosphoimager FLA3000-G — FUJIFILM, Tokyo), o qual gerou
imagens digitalizadas que foram armazenadas em midia digital (Compact Disc) para

posterior analise.

4.8 Remocao da Sonda para Reutilizacao da Membrana

As membranas, utilizadas nos experimentos anteriores de hibridacao, passaram
por um procedimento de remogao da sonda, de forma a possibilitar sua reutilizagao.
O procedimento se deu da seguinte maneira:

e Duas lavagens a 65°C por periodo de 15 minutos cada lavagem, com uma
solucéo pré-aquecida (65°C) de 0,4 N NaOH e 0,1% SDS; e

e Em seguida, foram lavadas duas vezes, a temperatura ambiente, por periodo
de 15 minutos cada lavagem, com uma solugéo de 0,2 N Tris-HCI pH 8,0, 0,1% SDS
e 0,1X SSC;

e Por fim, as membranas foram passadas para uma solucdo de 0,1X SSC

durante 5 minutos a temperatura ambiente e, em seguida, envolvidas em filme



plastico e seladas para exposicdo em placas sensiveis a radioatividade durante 96
horas. Apés este periodo, a eficiéncia da remocdo da sonda foi monitorada
repetindo-se o processo de leitura da emissao radioativa através do equipamento de
Phosphoimager (FLA3000-G — FUJIFILM, Tokyo).

4.9 Analises das Imagens Digitalizadas

As imagens digitalizadas, obtidas conforme descrito no item 4.7, foram
analisadas usando o software ArrayVision 8.0 (Imaging Research, St. Catherines,
ON, Canada), o qual quantifica o valor da intensidade de sinal emitida em cada um
dos “spots”, bem como o valor da emissao de sinal emitida pelo background ao redor
do respectivo “spot”. Da subtracdo destes valores tém-se os valores liquidos de
intensidade emitidos de cada “spot”. Todos estes dados foram exportados para uma
planilha do programa Microsoft Excel (Microsoft, Redmond, WA) para posterior

analise estatistica.

4.10 Analises Estatisticas

De modo a se ter todos os valores liquidos de todas as imagens em um unico
arquivo, 0s arquivos originais gerados pelo programa ArrayVision tiveram estes
valores agrupados em uma unica planilha. Em seguida, os dados foram exportados
para um arquivo texto delimitado por tab, o qual foi importado para o programa
estatistico R (R Development Core Team, 2005; IHAKA & GENTLEMAN, 1996) e
procedido as analises utilizando programas desenvolvidos pelo projeto Bioconductor
(GENTLEMAN, 2004), mais especificamente os pacotes Limma (SMYTH, 2005), vsn
(HUBER, 2002) e geneplotter.

Com a finalidade de tornar possivel a comparagdo entre diferentes
experimentos de macroarranjos, a estabilizagdo das variancias e uma normalizagao
foram aplicadas aos dados. O controle de qualidade foi investigado por meio de
graficos estatisticos apropriados, sendo eles: graficos da dispersdao conjunta das



intensidades apds normalizacdo dos dados; diagrama de caixas (boxplots) e

histograma de frequéncias relativas.

Ap6s normalizacdo dos dados, os genes diferencialmente expressos foram
obtidos utilizando o pacote Limma. Os “spots” em duplicata para cada gene foram
utilizados para maximizar a robustez de célculo dos genes diferencialmente
expressos via a fungdo 'ImFit. A expressédo diferencial de genes foi determinada
usando um modelo ndo linear baseado na analise empirica de Bayes (EB). Apés a
andlise EB, os genes foram classificados como sendo diferencialmente expressos
em ordem decrescente do valor B-estatistico (SMYTH, 2005). A fim de diminuir a
taxa de descobertas falsas (FDR), o método descrito por Benjamini e Hochberg
(1995) foi incorporado nas andlises. Finalmente, uma lista de genes-canditatos a
expressao diferencial foi gerada usando uma taxa de descobertas falsas (FDR) de
5%, B-estatistico >0 e P-value <0.05 (5%).

Dois tipos de andlises estatisticas foram aplicados aos dados obtidos pela

técnica de macroarranjos:

- Para cada cultivar de cana-de-acucar, tolerante e sensivel ao déficit hidrico,
realizou-se o contraste dos dados da condicdo de estresse com os dados da

condicao controle em cada um dos periodos estudados T1 e T2;

- Andlise comparativa dos contrastes acima citados, nos periodos T1 e T2.

4.11 Categorizacao das ESTs

As ESTs presentes na membrana de alta densidade foram agrupadas de
acordo com as categorias propostas pelo SUCEST. O agrupamento se deu com
base na funcao biolégica exercida pela proteina. O SUCEST considera 18 categorias
para funcao protéica. Seguem-se abaixo tais categorias (Tabela I):
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V. RESULTADOS E DISCUSSAO

A técnica de macroarranjos de cDNA foi empregada com o objetivo de
identificar o padrao de expressao génica, durante periodos de déficit hidrico, em
duas cultivares de cana-de-agucar, sendo uma tolerante (SP83-2847) e outra
sensivel (SP90-1638) ao estresse causado pela deficiéncia hidrica. Usando-se

clones de cDNA oriundos do projeto SUCEST (http://sucest.lad.ic.unicamp.br), foram

confeccionadas membranas de alta densidade contendo 1.202 clones ESTs,
perfazendo um total de 2.404 “spots” por membrana.

Amostras de RNA total de tecido foliar das duas cultivares de cana-de-agucar,
extraidas apds dois periodos de supressao de rega e em seus respectivos controles,
foram utilizadas na sintese das sondas de cDNA marcadas com **P-adCTP para
emprego nas analises de macroarranjos. Apés a quantificagdo do RNA total por meio
de avaliagdo por espectrofotometria, 2,0 uL de cada uma das amostras foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5% (condicdes desnaturantes) para
verificagdo da integridade do RNA total através da visualizagdo das bandas 28S e
18S de RNA ribossomal (Figura 1).

1 2

— 28S
—18S

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose 1,5% em condigbes desnaturantes.
Em cada canaleta foi aplicado 2,0uL de RNA total, extraido de
tecido foliar de cana-de-acgucar (1) cultivar tolerante ao déficit hidrico
(SP83-2847) e (2) cultivar sensivel (SP90-1638) ao déficit hidrico,
ambas sob supressdo de rega. Estdo indicadas as bandas
correspondentes aos RNAs ribossomais 28S e 18S.



A quantificacéo e analise da qualidade do RNA total extraido sdo necessarias,
uma vez que a eficiéncia do processo de hibridagcdo € influenciada por diversos
parametros experimentais, em especial, pela qualidade e quantidade de RNA
utilizado na sintese da sonda de cDNA (FELIX et al., 2002).

Para cada cultivar de cana-de-agUcar, os padrdes de expressao génica de
1.202 clones ESTs selecionados a partir de bibliotecas de cDNA de cana-de-agucar
foram avaliados entre plantas submetidas ao estresse por déficit hidrico e plantas
controle. A estratégia possibilitou a identificacdo das alteragdes na expressado génica
inicial e tardia durante a resposta da planta ao déficit hidrico. Plantas controle foram
incluidas para eliminar o efeito de genes que sao normalmente expressos e que
devem ser regulados da mesma maneira nas plantas sob estresse e controle.
Experimentos em triplicata foram conduzidos para selecionar genes comumente

induzidos e reprimidos na situagdo estudada.

As figuras 2 e 3 ilustram as imagens digitalizadas de duas membranas de
nailon, exemplificando o perfil de expressdo diferencial das cultivares tolerante
(SP83-2847) e sensivel (SP90-1638), respectivamente. E possivel observar que a
hibridacado ndo ocorreu em todos os “spots”, bem como ha “spot” com maior € menor

intensidade de sinal, demonstrando a diferenca na expressao destes clones.

Apoés a hibridagdo das membranas, os sinais radioativos emitidos pelos clones
ESTs foram quantificados através do programa ArrayVision 8.0 (Imaging Research,
Canada) e os dados numéricos obtidos foram transformados em logaritmo na base 2,
de forma a torna-los dados paramétricos. A fim de possibilitar a comparagéao entre
diferentes experimentos de macroarranjos, a estabilizagdo das variancias e uma
normalizacdo foram aplicadas aos dados através do pacote vsn. Com o pacote
Geneplotter, o controle de qualidade foi investigado por meio de graficos estatisticos
apropriados, sendo eles: histograma de freqiéncias relativas (Figura 4), diagrama de
caixas (boxplots) (Figura 5) e graficos da dispersao conjunta das intensidades apés
normalizacdo dos dados (Figuras 6 e 7). E, os genes diferencialmente expressos
foram obtidos utilizando o pacote Limma. Todos estes pacotes foram desenvolvidos

pelo projeto Bioconductor (www.bioconductor.org/).




Figura 2. Imagem digitalizada de membranas de nailon, contendo 1.202 clones ESTs em
duplicata, oriundos de DNA plasmidial de diferentes bibliotecas geradas pelo projeto
SUCEST e hibridada com sonda marcada com o-**P, produzida a partir de 30ug de

RNA total de tecido foliar da cultivar tolerante (SP83-2847) de cana-de-aglcar
submetida a supresséo de rega.

Figura 3. Imagem digitalizada de membranas de nailon, contendo 1.202 clones ESTs em
duplicata, oriundos de DNA plasmidial de diferentes bibliotecas geradas pelo projeto
SUCEST e hibridada com sonda marcada com a-**P, produzida a partir de 30ug de

RNA total de tecido foliar da cultivar sensivel (SP90-1638) de cana-de-agucar
submetida a supresséo de rega.
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Figura 4. Histograma das freqiiéncias relativas de todos os dados apds
normalizag@o pelo método vsn, indicando que se aproximam de
uma distribuicdo normal.

Figura 5. Diagrama de caixas (boxplots) de todos os dados normalizados
das cultivares de cana-de-acucar tolerante (SP83-2847) e
sensivel (SP90-1638), respectivamente.
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Figura 6. Graficos da dispersao conjunta dos dados dos niveis de expressao dos clones ESTs
na cultivar tolerante submetida a supressao de rega versus 0s niveis de expressao
apresentado pelo controle. No eixo horizontal temos a intensidade de expresséo dos
clones ESTs obtidas na situagao controle. No eixo vertical temos a intensidade de
expressao dos clones ESTs nos tratamentos por supressao de rega (déficit hidrico).
(A) Trés repeticoes independentes no ponto de coleta T1. (B) Trés repeticoes
independentes no ponto de coleta T2.
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Figura 7. Graficos da dispersao conjunta dos dados dos niveis de expressao dos clones ESTs
na cultivar sensivel submetida a supressao de rega versus 0s niveis de expressao
apresentado pelo controle. No eixo horizontal temos a intensidade de expressao dos
clones ESTs obtidos na situacao controle. No eixo vertical temos a intensidade de
expressao dos clones ESTs nos tratamentos por supressao de rega (déficit hidrico).
(A) Trés repeticdes independentes no ponto de coleta T1. (B) Trés repeticoes
independentes no ponto de coleta T2.



Na figura 4 é possivel observar que os dados apresentaram-se dentro de uma
distribuicdo normal, sendo entdo aplicadas as andlises estatisticas para a
interpretacdo dos resultados. No presente trabalho, dois tipos de analises estatisticas
foram realizados: uma a partir do perfil de expresséo de cada cultivar comparando os
dados das plantas sob estresse com os das plantas-controle e outra a partir do perfil
de expressao da cultivar tolerante através de andlise estatistica comparativa entre as
duas cultivares. Apos a realizacdo destas analises, foi considerado um gene (clone
EST) diferencialmente expresso, quando seu p-value foi menor que 5% e o B-

estatistico maior do que zero.

A partir das anadlises estatisticas, foi possivel observar que, em ambas as
cultivares, a maioria dos genes nao apresentou alteracdo nos valores de expressao
génica (Figura 8). Entretanto, a cultivar sensivel mostrou indugédo e repressédo de
aproximadamente 21 e 23% dos genes, respectivamente, nos dois periodos em
estudo (Figura 8A-B), ao passo que, na cultivar tolerante, estes valores foram de
aproximadamente 2,5 e 2,0%, ou seja, um menor numero de genes sofreu indugao e
repressao, durante os mesmos periodos (Figura 8C-D). Por meio da anélise
estatistica comparativa pode-se observar que os genes diferencialmente expressos
entre as duas cultivares, nos dois periodos de estresse, perfazem uma inducao e

repressao de aproximadamente 15 e 13,5%, respectivamente (Figura 8E-F).
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5.1 ESTs Diferencialmente Expressas em Cana-de-Acucar

Através da técnica de macroarranjos de cDNA, foi possivel observar dentre as
ESTs diferencialmente expressas nas duas cultivares de cana-de-agucar, ESTs
similares as enzimas envolvidas nas respostas de osmoprotecdo incluindo as de
biossintese de prolina, glicina-betaina, trealose, hidroxiprolina e GABA; as enzimas
de vias biossintéticas de hormonios vegetais relacionados as respostas ao estresse,
tais como acido jasménico (JA), acido abscisico (ABA) e auxina (AlA), bem como
similares as enzimas antioxidantes, de sintese de fenilpropandides entre outras
(Tabela IlI). As ESTs que apresentaram expressdo diferencial com significado
estatistico, nas cultivares tolerante e sensivel submetidas ao déficit hidrico, podem
ser observadas nas tabelas Ill e IV, respectivamente.

Cheong e colaboradores (2002) estudando a expressao génica diferencial em
Arabidopsis submetida a tratamento por ferimento, observaram que genes
relacionados a resposta a outros tipos de estresse, tal como o causado pela seca,
foram responsivos ao tratamento por ferimento. Os autores mencionam que estudos
tém mostrado que alguns genes sao induzidos pelo estresse osmotico e pelo
tratamento por ferimento, sugerindo possiveis interacdes entre as respostas ao
ferimento e aos estresses abidticos. Reymond e colaboradores (2000) estudando em
Arabidopsis a expressao génica diferencial em resposta ao ferimento e a alimentacao
de insetos, perceberam que alguns genes induzidos pelo ferimento também sao
induzidos pela desidratagao.

No presente trabalho, realizado em cana-de-aglcar, encontrou-se genes com
expressao diferencial, os quais, segundo Cheong e colaboradores (2002), também
se apresentaram como diferencialmente expressos em Arabidopsis, tais como ESTs
similares as enzimas catalase, trealose-6P sintase, trealose-6P fosfatase, cinamil
alcool desidrogenase, A-pirrolina-5-carboxilato sintetase, lipoxigenase, acido 12-oxo-
fitodiendico redutase, antranilato sintase, triptofano sintase, UDP-glicose-4-
epimerase (Tabela Il). Ademais, Rabbani e colaboradores (2003) avaliaram o perfil
de expressao génica de arroz submetido a diferentes tratamentos de estresse, tais
como frio, seca, elevada salinidade, aplicacdo de ABA e observaram a inducédo de



genes, 0s quais também foram induzidos no presente estudo, como, por exemplo, da
enzima piruvato desidrogenase quinase e fosfoglicerato quinase, bem como de
alguns outros genes encontrados tanto em cana-de-agucar como em Arabidopsis no
trabalho de Cheong e colaboradores (2002). Rabbani e colaboradores (2003) ao
compararem os genes induzidos em arroz pelos diferentes tratamentos de estresse
com aqueles relatados em Arabidopsis observaram que muitos deles sdo comuns
entre estas espécies; o que segundo eles poderia ser um indicativo de que ha
mecanismos moleculares similares de respostas e de tolerancia ao estresse entre
dicotiledbneas e monocotiledéneas. Os resultados obtidos em cana-de-acgucar estao
de acordo com a observacao feita por estes autores, confirmando a semelhanca
entre as respostas ao estresses nestes dois grupos de angiospermas.



—
o

[(dnouB-reanno edjuodel) ealyes ezAiQ] 9sedlN aAlleInd €01-02 17929516 dNIPIBSGB06+7EID 6219050214

[(dnoib-reannd edluodel) eaes ezAiQ] 9sEOUN dAlEINd LOL-8} [17929G16 dNIBIIBSS806VElID 6403020} 1Y

[(dnoJb-reanyno eojuodel) eajes ezAIQ] aneind ‘HAax 0zgL-al 0¥/ 181VVIAbI6/68€80SID B LOHYY L 114
Seulind ap owsijoqgele)

[shew eaz] |-oselere) 82108 [1°02/2vVVOlIqual6e | €D 6:2091901 14

[wnansse wnou] | HvHAd 65-99 [T ¥S81/TVVIAbI 2726 82D 640307074

[21e6inA “dsgns aJebinA WnapioH] HYHAW gLL-9 [1"G€6690VDIqWa[[9€929G [0 6-/0ves0114

[skew eaz] XdV 21|0s0kD £6-96 [1'90¥¥8VVOIqWaI9 | [009[1D 6-1008€01AS

[21e6inA “dsgns a1ebinA WnapIoH] XdV @dA} swosixoiad GL-9/ [17€€5299v4aIlap[c89080G 11D 6-8048+01 AV

[shew eaz] @os-uoJi dnsejdololyd 9zg1-9. [1°S6¥68AvallapIZG/E/8G[D 6-2098/0€14

[shew eaz] ¢ [uz-nolaos 99-99 3ZIVIN OA0SI827 F I dIAS[ETIE D 6'119210€74d
ajuepixolluy esajoq ap ewalsis

[shew eaz] aseyjuhs d-| |onsoul-oAw L0181 [1782€07DOVVIAPI00 29/ [IB 6 10vE602NY
|oluld 9p @sajulssolg

[(dnouB-reano edjuodel) ealyes ezAiQ] ddl @Aeind 601-01 [167€287 dXIPIEYISFE0GID 6-2046€01AV

[(dnouB-reand edjuodel) ealres ezAiQ] Bojowoy Sd1 aAreind 601-02 [F'0L1916 dN®I92G606+7E(D 6-oLvezlgs

[(dnoJb-1eanyno eojuodel) eajes ezAIQ] Sdl1 aAneind €21-99 [T9T/S/¥ dXIPIZZ€2E608[D 6:5038%01 1S
asojeal] ap asajuissolg

[shew ea7] Havd 00}-9¢ [F"0€20/1VV19P166998005110 6:€0HS20€ T4

[(dnouB-reano edjuodel) ealres ezAiQ] aseuabAxoouow auijoyd 96-9| [FTZ9Z13VOIqua[86500€EEND 6:2090€0 L HH
eujelag euiol|n ap asajuissolg

[(dno.B-reanno eojuodel) eantes ezAIQ]  uISloid a3ji|-10sinda.d JUNgNs -0 Hd ¥6-82 [F'€269/% dXII1687€60G[D 6'704€80214
eujjoidixoipiH ap asajuissolg

[(dnouB-reannd edjuodel) eayes ezAiQ] awAzos| gy aAreInd L1-9G [Fev8Z/1VVIApIS890%¥S0GID 6-20421118S
vavo ap asajuissolg

[(dnoJB-reanyno eojuodel) eajes ezAIQ] aseplidedouiwe |Ajoid aAlreInd 98-98 [1"€%8/9avallapIGZ9625G[P 6:90HS 0¥ 14

[shew eoa7] H0Gd 81-99 [1'G¥ GV AVVIAB]0829GE99[1D 6:01L01211YT

[(dnouB-reayno edjuodel) eayes ezAiQ] SOGd 8AleIng 8G-9¢ [T €1206NVVIaPI7SEGYZESID 6:504100241
Beul|j0ld 9p asajuissolg

owsiuebiQ oedL19s3Q anjeA 3 0SSady N auo|H oedeounuap]

021IPIH U91J2Q qOS Jeonde-ap-eue) wa sossaldx3 ajusw|eloualajiq S1S3 seuo|d °|| ejeqel




[\
o

[reanno pugAy wnieyooesg]
[(dnouB-1eano eoluodel) eanes ezAIQ]
[(dnouB-1enno eoluodel) eanes ezAIQ]

[shew eaZ]
[(dnouB-1eano eoluodel) eanes ezAIQ]

[(dnouB-1enno eoluodel) eaijes ezAIQ]
[sAew eaZ]
[sAew eaZ7]
[aseBnA "dsqns asebjna wnapioH]

[xew auioAn)]
[sAew eaZ]

[shew eaZ7]
[(dnoiB-1eano eoluodel) eaijes ezAiQ]
[ennes ezAiQ]
[(dnouB-1eano eoluodel) eanes ezAiQ]

1INOD €G-89

} 10% dAllelnd c6-9l

avo eAlielnd 88-9¢

vd G/-91

vd 98-9|

1M dAljeind 98-8y

d4dO 66-9¢

9SB[0AD BpIX0 BUd||Y 1/-8%

2 oseuabAxodi 60L-92
(esepixo aulwelfyiap) asepixo

auiwe Bulurejuoo-1addod [ewosixoiad Gol-92

OdINVS 69-9¢

9SBepIX0 aulweA|od /6-9%

9SBepIX0 dulWelp 8AIleINd 8G-a|

| 8SeyjuAs auipiuliadg G6-92

utejoud &xII-0a dAkeInd €8-91

[}1°/¥€/90VVI9bl08986EFEII0 6:1092,0018S

[1'82| 1€Aav4dllaplg98050G]10 6209800114
|1°G0982avdllapl 1 G#2S20gG[Id 6'5002€02.14
[1'2E10¥1VVIaDIv22/9% L 1D 6:01H800+HH
[1'999¢/,0VVI9bl609.9¢€6¢(10 6°:60H090€74

sapiouedoud|iuay ap asajuissolg

6-904¥201dS
6:90a500114

[121¥89% dXI[1819685 160G[1D
[1°22992AVVIab[ 1€ 120€9]10
[1'6¥0€€HVVI9b|09.,0866¢€!10 6v0d1202.1d

[1'/815vAvOlque(g/260852[1b B2id111€1S
oleuowse ap asajuissolg

6-G03800 A1
6 LOH8Y01as
B'2LHEY 19SS
B-1146€119S
6113220614
6-coav 10814

[1'6/60¥AVVI90bIgc,0€eSIID
|}1"62069VVOlqualg/02ES HID
[1'200¥00VOIqWa[ | /8¥+86I10
[1°61619avdllapieee 1 621SIID
[1'629 199V 0[qws|95989%9]10
[1'€9989% dXI491/5029160G[1D

seoiugbolg seulwy ap owsijoqelen @ SeuUlWeI|0d d -Ig dp asajuIssolg

[(dnoiB-1eanno eojuodel) eaes ezAiQ] asejayiufs JoNopY dAlleind 911-08 [17188590v4llap908/2062[1D 6-2LHYLOLLS

oudj|1}3 ap asajuIssolg
[(dnouB-seannd edjuodel) eaes ezAiQ] 0Qdi] aAreInd ¥8-of [1'220087 dX[}9116860¥60G]0 6-109921€1S
[(dnoJB-reanno eojuodel) eajes ezA1Q] | @Se|uiu dAlleInd 89-9/ 17626997 dXI19110860160G[0 6-210100149S
[10j001q wnyBios] nungns-g aseyjufs dig 69-92 [T %2S€/TVVIaB[c0/ 188 1IID 6:604650910
[(dnouB-1eanno edjuodel) eaes ezAiQ] aseyluhs do| aAlreInd 99-92 165187 dXI}BIE0I¥¥60G]D 6:60921019S
[(dnouB-seannd edjuodel) eaes ezAiQ] 1vd anieind vZ1-8/ [Z018Zv dXIPI6SIZE60GD 61145202V
[eanes ezAiQ] nungns | 0 Suy ¥8-9/ [0S F0Z¥ dXIRIZIG6160SD 6:¥0H¥90€1Y4

VIV @ ouejoidii] ap asajuissolg
[(dnouB-reanno edjuodel) ealyes ezAiQ] I 30N 85-92 [T ZTE€T2MVVIAPIGH 1899G[1D 6-809280€14
[(dnouB-reanno eoluodel) eanes ezAIQ] 9se|0A0-3 auadodA| anieind 8G-88 [FGEEY dXIFOII9E8T060G[D 6'60azce k14

v ay 9 sapioualose) ap asajuissolg

owsiuebip oe3LosaQ anjeA 3 0SSa9Y N auo|H oedeonuap]

oedenuiuod || ejaqe




33

Hungns 13
[(dno.B-reano eojuodel) eanes ezAiQ]  oseuaboipAysp ajeseinfoley-o aAlleind  y9-og [T7€96/% dXIIEI20v60S[1D 6:900601€74
[(dnouB-seanno edjuodel) eajes ezAiQ] 9SE)U0DY dAlEINd L21-09 [€/%087 dXIPNI681760GD 6:609010LQV
[(dnoJB-reanno eoluodel) ealres ezAIQ] onoksexna ‘eseyiuAs sresnd 901-99 [0 I76vVavIabl0€ 1GGZ/ID 6°€00100€70
(sqausy] ap 0J21Q) 02141y OPIdY Op 021D
[eueleys sisdopigesy] ase|ouy GLI-82 TEVSZZT dNIRIZOT 122G HIP 6110890114
[shew eaz] asenw ajeadf|Boydsoyd G8-9/ [T 716€8YVOIqUa[88z [GGIID 6214590291
| @seuny
[(dnouB-reanyno eoluodel) eajes ezAiQ]  aresad4|Boydsoyd 21j0s03A0 dAlreINg /89| [T TerSyavallapl##592025I0 6-2009¢01AV
[+davN]l Ha d-€
[shew eaz] apAyaplesaoA|b Buire|hfioydsoyd-uoN 26-9¢ 3ZIVIN NdVYDI2/2ev0IasIS/0v6v2lD 6-,0v8001av
[(dnoJB-reanno eoluodel) eaes ezAIQ] Idd-Mdd @Aaneind L11-8¢ 17766287 dXIPI6EI9760GID 6:214900 LNV
[(dno.B-reanno eojuodel) eajjes ezAiQ] | 8SeuBoXxay dAlreINd G6-91 [2"'86€98SVVIAP[06/€98/GI1D 6:0196701 14
[lweypjo esnquegd] ase|fioydsoydoihd asoon|b-4an -l [T 2e¥87OVVIaPI8596¢/ /€D 6100670 LNV
[wn.eurdyo wnseyooes] aseyjuhs esoiong I71-99 [F'92 F89NVVIAP70v [ 6EFEND 61 132e 12Ny
[reanno pugAy wnreyooeg] 9SEUOAUI PIOE B|qN|0S 69-96 ["9E%65dVVIODI8 | 1 2/8Eb B-e0VvSeELELS
[wn.eudyo wnseyooeg] 9SEUOAUI PIOE 9|qN|0S 19-8% [17GG99 1 DVVIAPBIEIE9E [END 6:804920141
PMOU|
[shew eaz] ‘9SBpISOloNI-¢ ‘oselaAUl |[eM (|90 68-92 [T %9220aVVIaPISe 150 [ 71D 6'60H81L01 LY
[(dnoib-reannd edluodel) eaes ezAiQ] 9SEHaAUL |[BM (|90 v.-0¢ [F"08150avallaplZ09Z 120wl 6:0LV1L0STd
asl1|0211D
ddl ynm xejdwod
[shew ea7] u| asejo}eysuBIL SZIB ‘D Ureyd 901}-9/ DIZ11119pPd[78E87682IID 6°£03020%14
[(dnouB-reand edjuodel) ealyes ezAiQ] aselawide 4-asojuad G9-o% [T7620/v dXI}117986160G/1D 6-80a6+%01 714
[(dnoJB-1eanyno eojuodel) eajes ezAIQ] HQ eyeuodn|boydsoyd-g 21j0S0IAD 28-9G [2'90GE€E€dVVIABI[0E92F8EID 6'1196001av
[(dnoiB-reayno edjuodel) eanes ezAiQ]  aseuojoejouodn|foydsoyd-9 aaleind 6591 [1°079€8% dX191[G22860S[1D 6:70av.20141
[(dnouB-reand edjuodel) ealres ezAiQ] HAd9D oipnseld aaieind ¥6-9¢ [T TZ9200VVIAB[Z [G70EEED 6°11v¥20lzy
0]e}S0- S9S0ludd Sep eAllepIxO eloy
[(dnoJB-1eanyno eojuodel) eajes ezAIQ] LW @Aleind 98-9% [T2I789% dXI11[968G160G[1D 6-904+201dS
oedepixQ-g
[(dno.B-reano eolpui) eales ezAiQ] HONH €.-9¢ [T 12826YVOIquia[688¥ S 11D 6-104910€74
sapilouaidos| ap asajuissolg
owsiuebiQ oejdLI9s9(Qq anjeA 3 0SSa9yY N auo|H oedeonuap]

oedenuiuod || ejaqe




34

[(dnouB-reanno eoiuodel) eanes ezAIQ]
[0958-2€H JeAnind pugAy wnieyooeg]

9SepIX0 81e|02A|6 aaleind
Hungns jlews Oosigny

G6-99
¢8-9¢

B'y0HELOL LY
6209210193

19916/ dXI391[2/26€608[1D
[1'226eevYVIablgy869 11D

ouoqJe) op 9 021191UISS0104 OAIIBPIXO O]21D Op Saodeay

[(dnouB-reanno eojuodel) eajes ezAIQ] MAdd 2110s0lkD L11-92 17908897 dXIo16189F60G[D 6109550214

[shew ea7] aseJdjsueiloulWe dujuBle dAIRIN 1G-82 [T ZE€279AVVIADI660 [ 7ZGSID 6200950910

[10]0019 wnyBiog] awAzus ollew yuspuadap-4avN v6-91 [ 7022€dVVIaBIE0€92S0ElD 6-20a++01AaS

[09G8-2€H eAnnd pugAy wnieyooeg] ase|Axoqed 4d3d 28-92 [F¥91€e0VVIaoIv¥869 11D 60141902V
ouoq.e) op wO 021191UISSs0]04 OJ21) Op mm@wmmm

[lweypjo esnqued] asejfioydsoydoiAd asoon|b-4an -l [T 2e¥87OVVIabI8596¢/ /€D 6°1006%0 LAY

[(dnouB-seanno edjuodel) eaes ezAiQ] 9seIaWos| 4-9-9s00n|6 aAleind €.-9/ 17926057 dXI$81[9/20060G[10 6-¢03e2t19S

[shew ea7] 01|0S0}AD ‘asEIaWOS| 4-9-9500N|) 69-91 IZIVIN 1d9DIS016¥dIdSIEZ097€ FIID 6:60v160+9S

[shew ea7] ase|op[e ajeydsoydsiq 8sojoni4 801-92 [1799€ 1EVVDIqWa]05856¢2!1D 6:€00021€10

[shew eaz] | osesawos| ajeydsoydasoli| 96-92 [FOFF189VVIabIZ#989 11D 6°80H8 1O LAY

[09G8-2€H JeAnnd pugAy wnieyooeg] nungns |ews Oosigny 28-82 [1"226EEVVVIabIc869 HD 6209210193
9S0.4eoES 9P 9SAUISSOIY d UIA|RD 3P 0]21) Op sd0deay

[(dnouB-reanyno eojuodel) eajes ezAiQ] awAzos| H ase|Aioydsoyd yoseis 19-92 [T'125516 dNIBIBYEB06EID 6:60325019S

[eAnes ezAIQ] ¥0q) swAzus Buiyoueiq yoseig 9¢1-92 [1782828vVvallapI8e 1689G[1D 6'80HES02INY

[(dnouB-reanno eojuodel) eaes ezAiQ] awAzua Bulyoue.g-ydlels aAleInd 0z -ov [T 77 169avallaplS I€Z62SSI0 6110980214

10sunoaid
[eAnes ezAiQ] || @seyjuAs yodtels Buipuiq sinues G/-9¢ [12/G8GTVVIOB[ [ 196E 81D 6709960214
[shew ea7] 177NQ 8seyiuAs yoseis G6-92 [T 710¥ 1OVVIAbI0g | ZGOEND 610vS520514
nungns |lews
[sAew ea7] ase|AioydsoydoiAd 8soon|B-4QVv 001-91 [ 0796EMVVIABI070268€E 1D 6:0158901QV
|-SSelo

[(dno.B-reanno eojuodel) eajjes ezAiQ] ase|op|e ajeydsoydsiq-asojon. oLL-a% [12/0S6XVVIABIEG62EL29llD 6 11aes02a
opiwy ap oedepeibaq @ asajuissolg

[shew ea7] 2 wuojos! yad 9G-9| [1296€90VVIAbIS00569€(D 6°1098902AS

[euelieys sisdopiqesy] | esesewny 1/-89 [I"'€22281 dNIeI8I9922S b 6:01H2201Z4

J0sunoaid
[eLpuoydoW ‘ureyd-g (buiwio-4ao)
[(dno.B-reanno eojuodel) eajjes ezAiQ] asejayuAs-yo) |Autoong eareind G6-92 17908997 dXIIGE9060G[D 62008801 4H
owsiuebip oejdLI9s9(Qq anjeA 3 0SSadY N auo|H oedeonuap]

oedenuiuod || ejaqe




35

"ase|Ixogeasap euldb ‘0go ‘eseuinbip olejsojolo-oieanid ‘Yadd {ose|ixoqieasap 0leAnid|ousn)so) ‘ase|Ixoqied 434 ‘eseusabixo
aSe[IX0qJed 01eysojiq asongiy ‘00signy ‘eseuinb aseuabolipisap oreanuid HYQad ‘olejsojosd ap sluspuadap aseuinboinijoso) ‘Idd-Mdd ‘eseusboupisep
01B4S0J-9-8509116 ‘HAd9D ‘oseinpal yoD-|Luein|Bjiewixolply ‘YoINH ‘oselajsuel)jiiaw-O-g 0919)ed opIoe ‘| INOD ‘asebl| yoD-0lesewnod-4 ‘10t ‘oseusbolpisep
000 JIWeuUD ‘gyD (OSel BlUQWE BUIUBEIUS) “Yd ‘OSE|OIYl Y SWAZUS02-|A0B01SY-E ‘1YY ‘9SeInpal 021QUSIPOI-0X0-g| OpIoR ‘HYdO :8Se[IXxoqiedssp
BUIUOIBWI|ISOUSPE-S ‘DAIBINOPY NO DANVYS ‘9Ske|Ixoqieasap euls) ‘D7 ‘esexogiedssp ouejoiduy ‘0qdil ‘eseyluAs ueydoidAi ‘esejuis di] ‘esejuls
0]BJS0} |04991|6-E-|0pul ‘@SBIUIS dD)| ‘9SBIajSuBl] 01B|IUBIIUB|ISOQILI0)SO) ‘| Vd ‘9SBIUIS Ole|luBIUY ‘SUY ‘BUIXNE ‘WY ‘aseuabixolp apiouslotesixods-sio-6 ‘Q39IN
{00IS10Sge OpIoE ‘ygy ‘oseusaboipisap euluex ‘HAX ‘9seinpal 01eqiooseopldp ‘HYyHQ ‘9seinpal oleqiodseolplopouocw ‘YyHAIN ‘osepixolad ojeqioose
‘XdV ‘eseinwsap opixoiadns ‘qOS ‘OSelejso) 01ejS0j-9-9sojeal] ‘ddl ‘OSBlUIS 01B}S0}-9-9s0jeal} ‘Sdl ‘oseuaboupisep oplaple Bujeldq ‘HAvg ‘ose[xoiply
oid ‘Hd ‘esejxoqseassap oleweln|b ‘qyn ‘odoujngoulwe-A opIoe ‘ygyy) ‘9seinpal ole|ixoqied-g-euloid-y ‘4OGd ‘oselauls oje|ixogqed-g-euljouid-v ‘s96d

[sAew ea7] asesswida--8s00n|B-4an ¥01-91 [ 18689dVVIADI76G0E F2clb B IHG50910

le|nj@o apaled ep oedeolipop
aseusaboipAysp

[(dno.B-reanno eojuodel) eajjes ezAiQ] ajelyoosi ooads-davN 86-9¢ [I'€IE€/16 dNIBICEBT [67E[ID 6:%009501 AV

[(dnouB-reanyno edjuodel) eaes ezAiQ] aseuaboipAysp srewein|o 68-92 [170/6697 dXIPIZ716160GD 6:019810HH
oljuowy op oede|iwissy

[shew eaz] lewosAxoA|6 ‘aseuyiuhs arefe|y ¥8-08 3ZIVIN ASVYINIT806¥%dIOSIZ8797E [0 6-209100210

[(dno.B-reanno eojuodel) eajjes ezAiQ] aseA| ajeJ}100s| aAlEeINd R [T70G8/% dXIIES6.E60G[D 611500910
ole|Ixol|H op o219

[(dnoib-reannd eoluodel) eajes ezAIQ]  asejonpal ajeaniAdAxolpAy anireind 16-8% [1'6//€9% dXI®I1857060G/1D 6:900/501 14

[(dnouB-1eanno eojuodel) eajes ezAIQ] nungns Do aAneind 2691 [T1€€226 dNISI8G09€5 /€D 6-21ay80LyH

owsiuebip oe3LosaQ anjeA 3 0SSadY N auo|H oedeonuap]

oedenuiuod || ejaqe




—
o

[(dnouB-reanno edjuodel) ealyes ezAiQ] 9sedlN aAlleInd €01-02 17929516 dNIPIBSGB06+7EID 6219050214

[(dnoib-reannd edluodel) eaes ezAiQ] 9sEOUN dAlEINd LOL-8} [17929G16 dNIBIIBSS806VElID 6403020} 1Y

[(dnoJb-reanyno eojuodel) eajes ezAIQ] aneind ‘HAax 0zgL-al 0¥/ 181VVIAbI6/68€80SID B LOHYY L 114
Seulind ap owsijoqgele)

[shew eaz] |-oselere) 82108 [1°02/2vVVOlIqual6e | €D 6:2091901 14

[wnansse wnou] | HvHAd 65-99 [T ¥S81/TVVIAbI 2726 82D 640307074

[21e6inA “dsgns aJebinA WnapioH] HYHAW gLL-9 [T"G€6690VDIqWa[[9€929G [0 6-/0ves0114

[skew eaz] XdV 21|0s0kD £6-96 [1'90¥¥8VVOIqWaI9 | [009[1D 6-1008€01AS

[21e6inA “dsgns a1ebinA WnapIoH] XdV @dA} swosixoiad GL-9/ [17€€5299v4aIlap[c89080G 11D 6-8048+01 AV

[shew eaz] @os-uoJi dnsejdololyd 9zg1-9. [1°S6¥68AvallapIZG/E/8G[D 6-209820€14

[shew eaz] ¢ [uz-nolaos 99-99 3ZIVIN OA0SI827 F I dIAS[ETIE D 6 11D210€74d
ajuepixolluy esajoq ap ewalsis

[shew eaz] aseyjuhs d-| |onsoul-oAw L0181 [1782€07DOVVIAPBI00 29/ | 1B 6 10vE602NY
|oluld 9p @sajulssolg

[(dnouB-reano edjuodel) ealyes ezAiQ] ddl @Aeind 601-01 [167€287 dXIPIEYISFE0GID 6-2046€01AV

[(dnouB-reand edjuodel) ealres ezAiQ] Bojowoy Sd1 aAreind 601-02 [F'0L1916 dN®I92G606+7E(D 6-oLvezlgs

[(dnoJb-1eanyno eojuodel) eajes ezAIQ] Sdl1 aAneind €21-99 [T9T/S/¥ dXIPIZZ€2E608[D 6:5038%01 1S
asojeal] ap asajuissolg

[shew ea7] Havd 00}-9¢ [F"0€20/1VV19P166998005110 6:€0HS20€ T4

[(dnouB-reano edjuodel) ealres ezAiQ] aseuabAxoouow auijoyd 96-9| [FTZ9Z13VOIqua[86500€EEND 6:2090€0 L HH
eujelag euiol|n ap asajuissolg

[(dno.B-reanno eojuodel) eantes ezAIQ]  uISloid a3ji|-10sinda.d JUNgNs -0 Hd ¥6-82 [F'€269/% dXII1687€60G[D 6'704€80214
eujjoidixoipiH ap asajuissolg

[(dnouB-reannd edjuodel) eayes ezAiQ] awAzos| gy aAreInd L1-9G [Fev8Z/1VVIApIS890%¥S0GID 6-20421118S
vavo ap asajuissolg

[(dnoJB-reanyno eojuodel) eajes ezAIQ] aseplidedouiwe |Ajoid aAlreInd 98-98 [1"€%8/9avallapIGZ9625G[P 6:90HS 0¥ 14

[shew eoa7] H0Gd 81-99 [1'G¥ GV AVVIAB]0829GE99[1D 6:01L01211YT

[(dnouB-reayno edjuodel) eayes ezAiQ] SOGd 8AleIng 8G-9¢ [T €1206NVVIaPI7SEGYZESID 6:504100241
Beul|j0ld 9p asajuissolg

owsiuebiQ oedL19s3Q anjeA 3 0SSady N auo|H oedeounuap]

021IPIH U91J2Q qOS Jeonde-ap-eue) wa sossaldx3 ajusaw|eldoualajig S1S3 seuo|d °|| ejeqel




[\
o

[reanno pugAy wnieyooesg]
[(dnouB-1eano eoluodel) eanes ezAIQ]
[(dnouB-1enno eoluodel) eanes ezAIQ]

[shew eaZ]
[(dnouB-1eano eoluodel) eanes ezAIQ]

[(dnouB-1enno eoluodel) eaijes ezAIQ]
[sAew eaZ]
[sAew eaZ7]
[aseBnA "dsqns asebjna wnapioH]

[xew auioAn)]
[sAew eaZ]

[shew eaZ7]
[(dnoiB-1eano eoluodel) eaijes ezAiQ]
[ennes ezAiQ]
[(dnouB-1eano eoluodel) eanes ezAiQ]

1INOD €G-89

} 10% dAllelnd c6-9l

avo eAlielnd 88-9¢

vd G/-91

vd 98-9|

1M dAljeind 98-8y

d4dO 66-9¢

9SB[0AD BpIX0 BUd||Y 1/-8%

2 oseuabAxodi 60L-92
(esepixo aulwelfyiap) asepixo

auiwe Bulurejuoo-1addod [ewosixoiad Gol-92

OdINVS 69-9¢

9SBepIX0 aulweA|od /6-9%

9SBepIX0 dulWelp 8AIleINd 8G-a|

| 8SeyjuAs auipiuliadg G6-92

utejoud &xII-0a dAkeInd €8-91

[}1°/¥€/90VVI9bl08986EFEII0 6:1092,0018S

[1'82| 1€Aav4dllaplg98050G]10 6209800114
|1°G0982avdllapl 1 G#2S20gG[Id 6'5002€02.14
[1'2E10¥1VVIaDIv22/9% L 1D 6:01H800+HH
[1'999¢/,0VVI9bl609.9¢€6¢(10 6°:60H090€74

sapiouedoud|iuay ap asajuissolg

6-904¥201dS
6:90a500114

[121¥89% dXI[1819685 160G[1D
[1°22992AVVIab[ 1€ 120€9]10
[1'6¥0€€HVVI9b|09.,0866¢€!10 6v0d1202.1d

[1'/815vAvOlque(g/260852[1b B2id111€1S
oleuowse ap asajuissolg

6-G03800 A1
6 LOH8Y01as
B'2LHEY 19SS
B-1146€119S
6113220614
6-coav 10814

[1'6/60¥AVVI90bIgc,0€eSIID
|}1"62069VVOlqualg/02ES HID
[1'200¥00VOIqWa[ | /8¥+86I10
[1°61619avdllapieee 1 621SIID
[1'629 199V 0[qws|95989%9]10
[1'€9989% dXI491/5029160G[1D

seoiugbolg seulwy ap owsijoqelen @ SeuUlWeI|0d d -Ig dp asajuIssolg

[(dnoiB-1eanno eojuodel) eaes ezAiQ] asejayiufs JoNopY dAlleind 911-08 [17188590v4llap908/2062[1D 6-2LHYLOLLS

oudj|1}3 ap asajuIssolg
[(dnouB-seannd edjuodel) eaes ezAiQ] 0Qdi] aAreInd ¥8-of [1'220087 dX[}9116860¥60G]0 6-109921€1S
[(dnoJB-reanno eojuodel) eajes ezA1Q] | @Se|uiu dAlleInd 89-9/ 17626997 dXI19110860160G[0 6-210100149S
[10j001q wnyBios] nungns-g aseyjufs dig 69-92 [T %2S€/TVVIaB[c0/ 188 1IID 6:604650910
[(dnouB-1eanno edjuodel) eaes ezAiQ] aseyluhs do| aAlreInd 99-92 165187 dXI}BIE0I¥¥60G]D 6:60921019S
[(dnouB-seannd edjuodel) eaes ezAiQ] 1vd anieind vZ1-8/ [Z018Zv dXIPI6SIZE60GD 61145202V
[eanes ezAiQ] nungns | 0 Suy ¥8-9/ [0S F0Z¥ dXIRIZIG6160SD 6:¥0H¥90€1Y4

VIV @ ouejoidii] ap asajuissolg
[(dnouB-reanno edjuodel) ealyes ezAiQ] I 30N 85-92 [T ZTE€TZMVVIAPIGH 1899610 6-809280€14
[(dnouB-reanno eoluodel) eanes ezAIQ] 9se|0A0-3 auadodA| anieind 8G-88 [FGEEY dXIIOII9E81060G[D 6'60azce k14

v ay 9 sapioualose) ap asajuissolg

owsiuebip oe3LosaQ anjeA 3 0SSa9Y N auo|H oedeonuap]

oedenuiuod || ejaqe




33

Hungns 13
[(dno.B-reano eojuodel) eanes ezAiQ]  oseuaboipAysp ajeseinfoley-o aAlleind  y9-og [T7€96/% dXIIEI20v60S[1D 6:900601€74
[(dnouB-seanno edjuodel) eajes ezAiQ] 9SE)U0DY dAlEINd L21-09 [€/%087 dXIPNI681760GD 6:609010LQV
[(dnoJB-reanno eoluodel) ealres ezAIQ] onoksexna ‘eseyiuAs sresnd 901-99 [0 I76vVavIabl0€ 1GGZ/ID 6°€00100€70
(sqausy] ap 0J21Q) 02141y OPIdY Op 021D
[eueleys sisdopigesy] ase|ouy GLI-82 TEVSZZT dNIRIZOT 122G HIP 6110890114
[shew eaz] asenw ajeadf|Boydsoyd G8-9/ [T 716€8YVOIqUa[88z [GGIID 6214590291
| @seuny
[(dnouB-reanyno eoluodel) eajes ezAiQ]  aresad4|Boydsoyd 21j0s03A0 dAlreINg /89| [T TerSyavallapl##592025I0 6-2009¢01AV
[+davN]l Ha d-€
[shew eaz] apAyaplesaoA|b Buirejfioydsoyd-uoN 26-9¢ 3ZIVIN NdVYDI2/2ev0IasIS/0v6v2lD 6-,0v8001av
[(dnoJB-reanno eoluodel) eaes ezAIQ] Idd-Mdd @Aaneind L11-8¢ 17766287 dXIPI6EI9760GID 6:214900 LNV
[(dno.B-reanno eojuodel) eajjes ezAiQ] | 8SeuBoXxay dAlreINd G6-91 [2"'86€98SVVIAP[06/€98/GI1D 6:0196701 14
[lweypjo esnquegd] ase|fioydsoydoihd asoon|b-4an -l [T 2e¥87OVVIaPI8596¢/ /€D 6100670 LNV
[wn.eurdyo wnseyooes] aseyjuhs esoiong I71-99 [F'92 F89NVVIAP70v [ 6EFEND 61 132e12NY
[reanno pugAy wnreyooeg] 9SEUOAUI PIOE B|qN|0S 69-96 ["9E%65dVVIODI8 | 1 2/8Eb 6-c0vseLELS
[wn.eudyo wnseyooeg] 9SEUOAUI PIOE 9|qN|0S 19-8% [17GG99 1 DVVIAPBIEIE9E [END 6:804920141
PMOU|
[shew eaz] ‘9SBpISOloNI-¢ ‘oselaAUl |[eM (|90 68-92 [T %9220aVVIaPISe 150 [ 71D 6'60H81L01 LY
[(dnoib-reannd edluodel) eaes ezAiQ] 9SEHaAUL |[BM (|90 v.-0¢ [F"08150avallaplZ09Z 120wl 6:0LV1L0STd
asl1|0211D
ddl ynm xejdwod
[shew ea7] u| asejo}eysuBIL SZIB ‘D Ureyd 901}-9/ DIZ11119pPd[78E87682IID 6°£03020%14
[(dnouB-reand edjuodel) ealyes ezAiQ] aselawide 4-asojuad G9-o% [T7620/v dXI}117986160G/1D 6-80a6+%01 714
[(dnoJB-1eanyno eojuodel) eajes ezAIQ] HQ eyeuodn|boydsoyd-g 21j0S0IAD 28-9G [2'90GE€E€dVVIABI[0E92F8EID 6'1196001av
[(dnoiB-reayno edjuodel) eanes ezAiQ]  aseuojoejouodn|foydsoyd-9 aaleind 6591 [1°079€8% dX191[G22860S[1D 6:70av.20141
[(dnouB-reand edjuodel) ealres ezAiQ] HAd9D oipnseld aaieind ¥6-9¢ [T TZ9200VVIAB[Z [G70EEED 6°11v¥20lzy
0]e}S0- S9S0ludd Sep eAllepIxO eloy
[(dnoJB-1eanyno eojuodel) eajes ezAIQ] LW @Aleind 98-9% [T2I789% dXI11[968G160G[1D 6-904+201dS
oedepixQ-g
[(dno.B-reano eolpui) eales ezAiQ] HONH €.-9¢ [T 12826YVOIquia[688¥ S 11D 6-104910€74
sapilouaidos| ap asajuissolg
owsiuebiQ oejdLI9s9(Qq anjeA 3 0SSa9yY N auo|H oedeonuap]

oedenuiuod || ejaqe




34

[(dnouB-reanno eoiuodel) eanes ezAIQ]
[0958-2€H JeAnind pugAy wnieyooeg]

9SepIX0 81e|02A|6 aaleind
Hungns jlews Oosigny

G6-99
¢8-9¢

B'y0HELOL LY
6209210193

19916/ dXI391[2/26€608[1D
[1'226eevYVIablgy869 11D

ouoqJe) op 9 021191UISS0104 OAIIBPIXO O]21D Op Saodeay

[(dnouB-reanno eojuodel) eajes ezAIQ] MAdd 2110s0lkD L11-92 17908897 dXIo16189F60G[D 6109550214

[shew ea7] aseJdjsueiloulWe dujuBle dAIRIN 1G-82 [T ZE€279AVVIADI660 [ 7ZGSID 6200950910

[10]0019 wnyBiog] awAzus ollew yuspuadap-4dvN v6-91 [ 7022€dVVIaBIE0€92S0ElD 6-20a++01AaS

[09G8-2€H eAnnd pugAy wnieyooeg] ase|Axoqed 4d3d 28-92 [F¥91€e0VVIaoIv¥869 11D 60141902V
ouoq.e) op wO 021191UISSs0]04 OJ21) Op mm@wmmm

[lweypjo esnqued] asejfioydsoydoiAd asoon|b-4an -l [T 2e¥87OVVIabI8596¢/ /€D 6°1006%0 LAY

[(dnouB-seanno edjuodel) eaes ezAiQ] 9seIaWos| 4-9-9s00n|6 aAleind €.-9/ 17926057 dXI$81[9/20060G[10 6-¢03e2t19S

[shew ea7] 01|0S0IAD ‘@seIaWOS| 4-9-9500N| 69-91 IZIVIN 1d9DIS016¥dIdSIEZ097€ FIID 6:60v160+9S

[shew ea7] ase|op[e ajeydsoydsiq 8sojoni4 801-92 [1799€ 1EVVDIqWa]05856¢2!1D 6:€00021€10

[shew eaz] | osesawos| ajeydsoydasoli| 96-92 [FOFF189VVIabIZ#989 11D 6°80H8 1O LAY

[09G8-2€H JeAnnd pugAy wnieyooeg] nungns |ews Oosigny 28-82 [1"226EEVVVIabIc869 HD 6209210193
9S0.4eoES 9P 9SAUISSOIY d UIA|RD 3P 0]21) Op sd0deay

[(dnouB-reanyno eojuodel) eajes ezAiQ] awAzos| H ase|Aioydsoyd yoseis 19-92 [T'125516 dNIBIBYEB06EID 6:60325019S

[eAnes ezAIQ] ¥0q) swAzus Buiyoueiq yoseig 9¢1-92 [1782828vVvallapI8e 1689G[1D 6'80HES02INY

[(dnouB-reanno eojuodel) eaes ezAiQ] awAzua Bulyoue.g-ydlels aAleInd 0z -ov [T 77 169avallaplS I€Z62SSI0 6110980214

10sunoaid
[eAnes ezAiQ] || @seyjuAs yodtels Buipuiq sinues G/-9¢ [12/G8GTVVIOB[ [ 196E 81D 6709960214
[shew ea7] 177NQ 8seyiuAs yoseis G6-92 [T 710¥ 1OVVIAbI0g | ZGOEND 610vS520514
nungns |lews
[sAew ea7] ase|AioydsoydoiAd 8soon|B-4QVv 001-91 [ 0796EMVVIABI070268€E 1D 6:0158901QV
|-SSelo

[(dno.B-reanno eojuodel) eajjes ezAiQ] ase|op|e ajeydsoydsiq-asojon. oLL-a% [12/0S6XVVIABIEG62EL29llD 6 11aes02a
opiwy ap oedepeibaq @ asajuissolg

[shew ea7] 2 wuojos! yad 9G-9| [1296€90VVIAbIS00569€(D 6°1098902AS

[euelieys sisdopiqesy] | esesewny 1/-89 [I"'€22281 dNIeI8I9922S b 6:01H2201Z4

J0sunoaid
[eLpuoydoW ‘ureyd-g (buiwio-4ao)
[(dno.B-reanno eojuodel) eajjes ezAiQ] asejayuAs-yo) |Autoong eareind G6-92 17908997 dXIIGE9060G[D 62008801 4H
owsiuebip oejdLI9s9(Qq anjeA 3 0SSadY N auo|H oedeonuap]

oedenuiuod || ejaqe




35

"9SB[IX0QIBOSIP

eupI[3 QD ‘oseumnbip ojejsojouro-oreanaid Y dd OSe[IX0qIEISIP 01BANIA[OU0JS0J ‘OSB[IX0qIRd JHJ OSBUISIXO ISB[IX0QIRD 0JRJS0JIq aso[nqry ‘ODsigny oseumb
aseua3oIprsap ojeantid 3 d ‘olejsojosid ap uapuadop aseumboinijoysoy ‘1dd-dd 2SeuZ0IPISIP 0IBJS0J-9-3S0I1[3 ‘HAJ9D :dseInpal yo)-[Len[I[HowxoIpy YONH
‘aseIRJsuen[IOW-)-¢ 0JIFEd OPIdE ‘ LINOD 9seSI] Y0)-0JeIewnod- “IDt ‘dSeUZ0IPISIP [00J[E [IWRULD ‘qVD OSBI] BIUQWE BUIUR[B[IU] “TVd ‘OSB[OIY} Y QWAZU0D
-[A98019Y-€ ‘LY ‘9SBINPal 09I0UAIPOIJ-0X0-7 | OPIOR “YJO OSB[IXOGIBISIP BUTUONAUWI[ISOUIPE-S ‘D IRJNOPY N0 DINV'S 9SB[IX0qIedsap BUISI[ ‘D] ‘9SB[IX0qIedsap
ouejoldin ‘Odiy, ‘eseyiuks ueydoydAn ‘osejurs diJ, <osejurs 0jejsoj [0JID1[3-¢-[OPUl ‘ASBIULS O] (9SeIdJsuel) 0Je[IUBNUB[ISOQLIOSO) ‘1Y d ‘9SBIUIS OJe[IUBIIUY ‘SUY ‘BUIXNE
VIV ‘9Seua3rxorp aprousjoredrxoda-sio-¢ ‘QgIN <09ISIOsqe OpIoe ‘ygV oseud3oIpIsap eUnURX ‘H(X 2SBINPaI 018qI0dSBOIPIAP “YVH( :9SeInpal 0JeqI0JSBOIPIOpOUO
SAVHAIN ‘oseprxorad 01eqlodse ‘X JV ‘asemnusop oprxotadns ‘qOS (9SBIRJSOJ 018JS0J-9-3S0[BaT} ‘dd.L (9SBIUIS 0JBJS0J-9-9S0[BaI] ‘S.], ‘9SBU30IpISOp OpIop[e euleloq ‘HAV Y
‘ose[rxo1pry [rjoxd ‘Hd ose[IxoqIedsap ojewreln|s ‘qyo ‘0dunnqoutue-4 oprog ‘ygyo 9seinpar oje[Ixoqred-g-eurjound-y YDGJ ose1auis oje[rxoqied-g-eurjold-y ‘§)sd

[sAew ea7] asesswida--8s00n|B-4an ¥01-91 [ 18689dVVIADI76G0E F2clb B IHG50910

le|nj@o apaled ep oedeolipop
aseusaboipAysp

[(dno.B-reanno eojuodel) eajjes ezAiQ] ajelyoosi ooads-davN 86-9¢ [I'€IE€/16 dNISICEBT [67E[ID 6:%009501 AV

[(dnouB-reanyno edjuodel) eaes ezAiQ] aseuaboipAysp srewein|o 68-92 [170/6697 dXIPI/716160GD 6:019810HH
oljuowy op oede|iwissy

[shew eaz] lewosAxoA|6 ‘aseuyiuhs arefe|y ¥8-08 3ZIVIN ASVYINIT806¥%dIOSIZ8797E [0 6-209100210

[(dno.B-reanno eojuodel) eajjes ezAiQ] aseA| ajeJ}100s| aAlEeINd R [T70G8/% dXIIES6.E60G[D 611500910
ole|Ixol|H op o219

[(dnoib-reannd eoluodel) eajes ezAIQ]  asejonpal ajeaniAdAxolpAy anireind 16-8% [1'6//€9% dXI®I1857060G/1D 6:900/501 14

[(dnouB-1eanno eojuodel) eajes ezAIQ] nungns Do aAneind 2691 [T1€€226 dNISI8G09€5 /€D 6-21ay80LyH

owsiuebip oe3LosaQ anjeA 3 0SSadY N auo|H oedeonuap]

oedenuiuod || ejaqe




Tabela lll. Clones ESTs Diferencialmente Expressos na cv Tolerante ao Déficit Hidrico (SP83-2847)

Identificacao Clone E Value Descricao
Inducéo T1
LR2001F05.9 3e-58 Putative P5CS
LR1121C10.g 6e-18 P5CR
SB1117F02.g 5e-77 Putative GAD isozyme
RT2083F04.g 2e-94 PH o-1 subunit precursor-like protein
ST1048E05.g 6e-123 Putative TPS
FL1144H01.g 1e-120 XDH, putative
RT1020E04.9 1e-101 ** Putative uricase
FL1122D09.g 8e-58 ** Putative lycopene e-cyclase
FL3087G08.g 2e-58 NCED 1
SB1012G05.g 2e-66 * Putative IGP synthase
ST3126G01.g 4e-84 ** Putative TrpDC
ST3111F12.g 2e-109 Lipoxygenase 2
RT1005D06.9 2e-99 *OPR
RT2032C05.g 3e-88 ** Putative CAD
FL3016F01.g 3e-73 HMG-CoA reductase
LR1074D04.g 1e-59 Putative 6-phosphogluconolactonase
AD1C09B11.g 5e-82 Cytosolic 6-phosphogluconate DH
ST3135A03.g 9e-69 ** Soluble acid invertase
RT1068C11.g 2e-115 * Enolase
CL3001C03.g 6e-106 ** Citrate synthase, eukaryotic
CL3120C03.g 2e-108 fructose bisphosphate aldolase
RT2086C11.9 4e-120 Putative Starch-branching enzyme
RT1013H04.g 6e-95 Putative glycolate oxidase
CL7C01B02.g 8e-84 Malate synthase, glyoxysomal
Inducéao T2
LR2001F05.9 3e-58 Putative P5CS
LR1121C10.g 6e-18 P5CR
SB1117F02.g 5e-77 Putative GAD isozyme
RT2083F04.g 2e-94 PH a-1 subunit precursor-like protein
ST1048E05.g 6e-123 Putative TPS
RT3078G02.g 7e-126 Chloroplastic iron-SOD
FL1144H01.g 1e-120 XDH, putative
ST1014H12.g 8e-116 Putative AdoMet synthetase
FL8014D03.g 1e-83 Putative LDC-like protein
FL5022E11.g 2e-95 Spermidine synthase 1
SB1139F11.g 1e-58 Putative diamine oxidase
ST3111F12.g 2e-109 Lipoxygenase 2
LR1074D04.g 1e-59 Putative 6-phosphogluconolactonase
AD1C09B11.g 5e-82 Cytosolic 6-phosphogluconate DH
FL4020E07.g 7e-106 Chain C, Maize Transketolase In Complex With Tpp
RT2096B04.g 3e-75 Granule binding starch synthase Il precursor
RT2086C11.g 4e-120 Putative Starch-branching enzyme
AM2053H08.g 2e-136 Starch branching enzyme rbe4
RT1013H04.g 6e-95 Putative glycolate oxidase
Repressao T1
FL4045H06.9 8e-86 Putative prolyl aminopeptidase

HR1030B02.g 1e-96 Choline monooxygenase




Tabela lll. continuagao

Repressao T1

FL3025H03.g 3e-100 BADH

SB1123A10.9 2e-109 Putative TPS homolog
AD1039F02.g 1e-109 Putative TPP

FL5022E11.g 2e-95 * Spermidine synthase 1
RT3078G02.g 7e-126 * Chloroplastic iron-SOD
AD1048F08.g 7e-75 Peroxisome type APX
SD1038C01.g 9e-93 Cytosolic APX

RZ3040E04. 6e-59 DHAR

RT3064H04.gg 7e-84 * AnS o 1 subunit
AM2075F11.g 7e-124 Putative PAT

CL6059F09.g 2e-69 ** Trp synthase B-subunit
FL3060H09.g 1e-86 C%Al\/lTT

SB1C07G01. 5e-53

FL1 049D08.3 4e-65 Pentose-P epimerase
AD1CO08A07.g 3e-92 Non-phosphorylating glyceraldehyde-3-P DH [NADP+]
LB2065F12.g 7e-85 Phosphoglycerate mutase
AD1010B09.g 6e-127 ** Putative Aconitase
RZ3109C06.g 2e-64 Putative a-Ketoglutarate dehydrogenase , E1 subunit
HR1088C07.g 2e-95 ** Putative Succinyl CoA-synthetase (GDP-forming) -chain,

mitochondrial precursor

RZ1022H10.g 6e-71 * Fumarase 1

LB2053D11.g 4e-110 Fructose-bisphosphate aldolase class-I
AD1068G10.g 1e-100 ADP- Glc pyrophosphorylase small subunit
FL5075A01.g 2e-95 Starch synthase DULLA1
SB1052E09.g 2e-67 Starch phosphorylase H isozyme
SB1012G07.9 2e-82 RuBisCO small subunit
SB1091A09.g 1e-69 ** Glucose-6-P isomerase, cytosolic
SB1123E03.g 7e-73 Putative glucose-6-P isomerase
AM1049C01.g 1e-72 UDP-Gic pyrophosphorylase
SD1044B02.g 1e-94 NADP-dependent malic enzyme
CL6005D11.g 1e-103 Putative isocitrate lyase
HR1018B10.g 2e-89 Glutamate dehydrogenase

Repressao T2

FL4045H06.9 8e-86 Putative prolyl aminopeptidase
SB1123A10.9 2e-109 Putative TPS homolog
AD1039F02.g 1e-109 Putative TPP

FL3012G11.g 6e-66 SOD[Cu-Zn] 2

AD1048F08.g 7e-75 Peroxisome type APX
RT1061B02.g 8e-128 Catalase-1

SB1012G05.9 2e-66 Putative IGP synthase
SB1001C12.g 7e-68 Putative nitrilase 1
SB1143H12.g 4e-97 PonamineLoxidase
HR1008H10.g 1e-75 PA

SD1024F06.g 4e-86 Putative KAT

RZ1024A11.g 3e-94 Putative plastidic GBPDH
AM1006F12.g 3e-117 Putative PFK-PPi
AD1068G10.g 1e-100 ADP- Gilc pyrophosphorylase small subunit
SB1123E03.g 7e-73 Putative glucose-6-P isomerase
AM1049C01.g 1e-72 UDP-Gic pyrophosphorylase




Tabela lll. continuagao
Repressao T2

HR1018B10.g 2e-89 Glutamate dehydrogenase

AD1056D04.g 3e-98 NADP-specific isocitrate dehydrogenase
Tabela: Genes com expressao diferencial significativa em andlise estatistica comparativa do log na base 2 da média das
intensidades de sinal obtidas no tratamento por supressdo de rega menos o log na base 2 da média das intensidades

obtidas no controle para a cv tolerante (SP83-2847) versus 0 mesmo para a cv sensivel (SP90-1638), ap6s normalizagao
dos dados de ambas as cultivares.

*Genes com expressao diferencial significativa em analise estatistica realizada a partir do log na base 2 das intensidades
de sinal obtidas no tratamento por supressido de rega menos o log na base 2 da média das intensidades obtidas no
controle, apds normalizacao dos dados, para a cv tolerante (SP83-2847).

**Genes com expressao diferencial significativa nos dois tipos de analise estatistica mencionados acima.




Tabela IV. Clones ESTs Diferencialmente Expressos na cv Sensivel ao Déficit Hidrico (SP90-1638)

Identificacao Clone E Value Descricao
Inducéo T1
SB1123A10.9 2e-109 Putative TPS homolog
AD1039F02.g 1e-109 Putative TPP
FL3025H03.g 3e-100 BADH
AM2093A01.g 1e-101 myo-inositol 1-P synthase
FL3012G11.9 6e-66 SOD|[Cu-Zn] 2
AD1048F08.g 7e-75 Peroxisome type APX
SD1038C01.9 9e-93 Cytosolic APX
RZ3040E04.g 6e-59 DHAR
AM2075F11.g 7e-124 Putative PAT
SB1012G05.9 2e-66 Putative IGP synthase
SB1001C12.g 7e-68 Putative nitrilase 1
SD1048H01.g 2e-69 SAMDC
FL3060H09.9 1e-86 PAL
HR1008H10.g 1e-75 PAL
SB1C07G01.g 5e-53 COMT
FL1049D08.g 4e-65 Pentose-P epimerase
AM1049C01.g 1e-72 UDP-Gic pyrophosphorylase
AD1036C07.g 1e-87 Putative cytosolic phosphoglycerate kinase 1
AD1C08A07.g 3e-92 Non-phosphorylating glyceraldehyde-3-P DH [NADP+]
LB2065F12.g 7e-85 Phosphoglycerate mutase
RZ3109C06.g 2e-64 Putative a-Ketoglutarate dehydrogenase , E1 subunit
LB2053D11.g 4e-110 Fructose-bisphosphate aldolase class-I
AD1068G10.9 1e-100 ADP- Gilc pyrophosphorylase small subunit
FL5075A01.g 2e-95 Starch synthase DULL1
SB1052E09.9 2e-67 Starch phosphorylase H isozyme
SB1012G07.9 2e-82 RuBisCO small subunit
SB1091A09.g 1e-69 Glucose-6-P isomerase, cytosolic
SB1123E03.g 7e-73 Putative glucose-6-P isomerase
SD1044B02.g 1e-94 NADP-dependent malic enzyme
CL6005D11.g 1e-103 Putative isocitrate lyase
HR1018B10.g 2e-89 Glutamate dehydrogenase
SD2068B01.g 1e-56 PDK isoform 2
Inducao T2
FL4045H06.9 8e-86 Putative prolyl aminopeptidase
SB1123A10.9 2e-109 Putative TPS homolog
AD1039F02.g 1e-109 Putative TPP
FL3012G11.9 6e-66 SOD[Cu-Zn] 2
AD1048F08.g 7e-75 Peroxisome type APX
SD1038C01.9 9e-93 Cytosolic APX
RT1061B02.g 8e-128 Catalase-1
RT3064H04.g 7e-84 AnS o 1 subunit
SB1012G05.9 2e-66 Putative IGP synthase
SB1001C12.g 7e-68 Putative nitrilase 1
RT2021B04.g 4e-71 Allene oxide cyclase
SD1024F06.g 4e-86 Putative KAT
SB1143H12.g 4e-97 Polyamine oxidase
HR1008H10.g 1e-75 PAL




Tabela IV. continuacao

Inducao T2
SB1C07G01.g 5e-53 COMT
RZ1024A11.g 3e-94 Putative plastidic GGPDH
FL1049D08.g 4e-65 Pentose-P epimerase
AM1049C01.g 1e-72 UDP-Gic pyrophosphorylase
AM1006F12.g 3e-117 Putative PFK-PPi
LB2065F12.g 7e-85 Phosphoglycerate mutase
RZ3109C06.g 2e-64 Putative a-Ketoglutarate dehydrogenase , E1 subunit
HR1088C07.g 2e-95 Putative Succinyl CoA-synthetase (GDP-forming) -chain,
mitochondrial precursor
LB2053D11.g 4e-110 Fructose-bisphosphate aldolase class-I
AD1068G10.g 1e-100 ADP- Glc pyrophosphorylase small subunit
FL5075A01.g 2e-95 Starch synthase DULL1
SB1052E09.9 2e-67 Starch phosphorylase H isozyme
SB1012G07.9 2e-82 RuBisCO small subunit
SB1123E03.g 7e-73 Putative glucose-6-P isomerase
CL6056D07.9 2e-51 Putative alanine aminotransferase
CL6005D11.g 1e-103 Putative isocitrate lyase
HR1018B10.g 2e-89 Glutamate dehydrogenase
AD1056D04.g 3e-98 NADP-specific isocitrate dehydrogenase
CL6055H11.g 1e-104 UDP-glucose-4-epimerase
Repressao T1
LR2001F05.9 3e-58 Putative P5CS
LR1121C10.g 6e-18 P5CR
SB1117F02.g 5e-77 Putative GAD isozyme
RT2083F04.g 2e-94 PH o-1 subunit precursor-like protein
ST1048E05.g 6e-123 Putative TPS
FL1144H01.g 1e-120 XDH, putative
RT2050G12.g 2e-103 Putative uricase
RT3064H04.g 7e-84 AnS o 1 subunit
ST3126G01.9 4e-84 Putative TrpDC
FL3087G08.g 2e-58 NCED 1
ST3111F12.g 2e-109 Lipoxygenase 2
FL8014D03.g 1e-83 Putative LDC-like protein
FL5022E11.g 2e-95 Spermidine synthase 1
LV1008E05.9 2e-105 Peroxisomal copper-containing amine oxidase
FL3016F01.g 3e-73 HMG-CoA reductase
RT1018H09.g 2e-89 Cell wall invertase; B-fructosidase; Incw4
LR1076F08.g 4e-67 Soluble acid invertase
RT2096B04.g 3e-75 Granule binding starch synthase Il precursor
RT2086C11.g 4e-120 Putative Starch-branching enzyme
RT1013H04.g 6e-95 Putative glycolate oxidase
AM2061F10.g 2e-82 PEP carboxylase
CL7C01B02.g 8e-84 Malate synthase, glyoxysomal
LR1074D04.g 1e-59 Putative 6-phosphogluconolactonase
Repressao T2
LR2001F05.g 3e-58 Putative P5CS
LR1121C10.g 6e-18 P5CR
SB1117F02.g 5e-77 Putative GAD isozyme




Tabela IV. continuacao
Repressao T2

RT2083F04.g 2e-94 PH a-1 subunit precursor-like protein
ST1048E05.g 6e-123 Putative TPS
RT3078G02.g 7e-126 Chloroplastic iron-SOD
FL1072A07.g 7e-113 MDHAR
FL1144H01.g 1e-120 XDH, putative
RT2050G12.g 2e-103 Putative uricase
ST3111F12.g 2e-109 Lipoxygenase 2
ST1014H12.g 8e-116 Putative AdoMet synthetase
FL8014D03.g 1e-83 Putative LDC-like protein
FL5022E11.g 2e-95 Spermidine synthase 1
SB1139F11.g 1e-58 Putative diamine oxidase
FL1C08B02.g 1e-92 Putative 4CL 1
FL3016F01.g 3e-73 HMG-CoA reductase
AD1C09B11.g 5e-82 Cytosolic 6-phosphogluconate DH
FL4020E07.9 7e-106 Chain C, Maize Transketolase In Complex With Tpp
FL5011A10.9 3e-74 Cell wall invertase
AM2132E11.g 6e-141 Sucrose synthase
RT1049G10.g 1e-95 Putative hexokinase 1
RT2096B04.g 3e-75 Granule binding starch synthase Il precursor
RT2086C11.9 4e-120 Putative Starch-branching enzyme
AM2053H08.g 2e-136 Starch branching enzyme rbe4
AM1018H08.g 2e-96 triosephosphate isomerase 1
RT1013H04.g 6e-95 Putative glycolate oxidase
HR1084D12.g 1e-52 Putative GDC subunit
RT1057C06.g 4e-91 Putative hydroxypyruvate reductase
AM2061F10.g 2e-82 PEP carboxylase
RT2055G01.g 2e-117 Cytosolic PPDK
LR1074D04.g 1e-59 Putative 6-phosphogluconolactonase

Tabela: Genes com expressao diferencial significativa em andlise estatistica realizada a partir do log na base 2 das
intensidades de sinal obtidas no tratamento por supressdo de rega menos o log na base 2 da média das intensidades
obtidas no controle, ap6s normalizagdo dos dados, para a cv sensivel (SP90-1638).



5.1.1 Osmoprotetores: ESTs Diferencialmente Expressas

O sistema de osmorregulacdo é uma das respostas defensivas aos estresses
abioticos, tais como a seca, a salinidade, as temperaturas extremas e a alta
intensidade luminosa. Os osmorreguladores: carboidratos, aminoacidos e compostos
de amédnia quaternaria, desempenham um papel importante no ajustamento osmaético
e na estabilizacao de células vegetais (CHA-UM et al., 2006).

Apoés as andlises estatisticas dos dados de macroarranjos, identificou-se na
cultivar de cana-de-agucar sensivel ao déficit hidrico (SP90-1638), durante o déficit
hidrico leve (T1) e severo (T2), a repressdao de ESTs similares a genes da
biossintese do osmoprotetor prolina, quando comparadas as plantas tratadas com
suas respectivas plantas-controle. Com relagdo a cv tolerante (SP83-2847), nao
houve diferenga estatistica significativa nos dois periodos de déficit hidrico quando
se comparou as plantas tratadas com suas respectivas plantas-controle. Entretanto,
na comparacao do perfil de expressdo da cv tolerante com o da cv sensivel,
observou-se que a primeira apresentou um maior acumulo de transcritos de ESTs
similares as enzimas A-pirrolina-5-carboxilato sintetase (P5CS) e A-pirrolina-5-
carboxilato redutase (P5CR). Isto pode ter ocorrido devido a cv tolerante sob déficit
hidrico estar mantendo seus niveis de transcritos similares aos apresentados em
condi¢cbes de adequada hidratacao (situagao controle), uma vez que tais genes nao
sofreram repressdo, ao passo que, na cv sensivel, ocorre uma marcante repressao
de genes relacionados a sintese deste osmoprotetor. Com isso a cv tolerante pode
estar apresentando um conteldo de prolina superior ao da cv sensivel, o que estaria
contribuindo com sua toleréncia a deficiéncia hidrica. No entanto, uma EST similar a
enzima prolil aminopeptidase (PAP, EC 3.4.11.5) foi induzida durante o estresse
severo (T2) na cv sensivel de cana. Esta enzima é uma protease responsavel pela
liberacao de prolina a partir da posicao N-terminal de um peptideo (BOLUMAR et al.,
2003). Uma vez que esta cultivar apresentou, nos dois periodos de estresse, a
repressao de ESTs similares as enzimas envolvidas na biossintese de prolina a partir
do glutamato, sua indugdo em T2 pode ser uma tentativa tardia de acumular este



aminoacido benéfico ou simplesmente um resultado do colapso celular, culminando
com a ativacao de proteases.

O aminoécido prolina acumula em muitas espécies vegetais sob uma ampla
gama de estresses bidticos e abidticos (XIONG et al., 2002; ABRAHAM et al., 2003).
O acumulo de prolina é observado sob condi¢des limitadas de agua (seca, salinidade
ou estresse por frio) e durante processos de dessecacao, tal como a maturacdo do
pélen (DEUSCHLE et al.,, 2004). A prolina pode ser sintetizada por duas vias
diferentes em plantas, uma originaria do glutamato através da acao das enzimas
P5CS (EC 2.7.2.11 + 1.2.1.41) e P5CR (EC 1.5.1.2) e outra, que utiliza o aminoacido
ornitina como precursor, através da acao da enzima ornitina-3-aminotransferase (d-
OAT, EC 2.6.1.68). Em plantas, a expressao de genes codificando enzimas-chave da
sintese de prolina, via o aminoacido glutamato é controlada por estresses osmatico e
salino (CLAUSSEN, 2005).

Sob condicdes de estresse, 0 acumulo de prolina pode ocorrer por meio da
indugdo da transcrigdo e/ou aumento da atividade de enzimas da biossintese de
prolina, da diminuicdo do catabolismo de prolina e/ou de sua liberacado a partir de
cadeias polipeptidicas e de peptideos (ARMENGAUD, 2004; SHARMA & DIETZ,
2006). Os estudos realizados por Nayyar (2003) com milho e trigo sob déficit hidrico
mostraram que a maior tolerancia a este estresse foi observada em milho devido a
sua maior capacidade de acumular prolina e que foi concomitante com uma atividade
da enzima P5CR superior a observada em trigo.

A prolina assim como os demais solutos compativeis apresenta baixo peso
molecular, ndo é carregado em pH neutro, é altamente solivel e em altas
concentragbes tem pouco ou nenhum efeito perturbador em interagdes
macromolécula-solvente, ou seja, ndo é toxica quando em altas concentragoes
(CHEN & MURATA, 2002). Ademais, ela age como uma fonte-reserva de carbono,
nitrogénio e energia durante a recuperagado do estresse, sendo rapidamente oxidada
a glutamato (RAYMOND & SMIRNOFF, 2002). A sintese de prolina desempenha um
papel fisioldégico adicional, pois auxilia no controle redox ao consumir equivalentes
redutores. Este consumo pode ser particularmente benéfico durante a desidratacao

pela razdo deste estresse induzir uma perturbacdo nas cadeias de transporte de



elétrons, aumentando a formacao de espécies reativas de oxigénio (ROS) a partir de
equivalentes redutores celulares (SERRANO & MONTESINOS, 2003). Todavia, além
de contribuir na regulacao do status redox celular, ao minimizar o acumulo excessivo
de NAD(P)H, ainda provém NAD* e NADP™ necessarios para manter oS processos
respiratorios e fotossintéticos.

Dentre os varios solutos compativeis, a prolina tem mostrado proteger as
plantas contra os danos induzidos pelo oxigénio singleto (estado excitado do
oxigénio) e demais radicais livres. Devido a capacidade da prolina de eliminar o
oxigénio singleto e radicais OH’, ela é capaz de estabilizar estruturas protéicas, DNA,
bem como membranas e estruturas subcelulares contra a desnaturagéo (IYER &
CAPLAN, 1998; MAGGIO et al., 2002). A atividade de eliminagao de radical hidroxila
foi avaliada para o sorbitol, manitol, mio-inositol e prolina e foi constatado que a
prolina € a molécula eliminadora de radical hidroxila mais eficaz (KAVI KISHOR et
al., 2005). A prolina parece também agir na regulacdo do pH, como um mecanismo
para aliviar a acidez citosélica, que é uma condicao freqlientemente associada ao
estresse. Hare & Cress (1997) citam que segundo a literatura uma diminuicao no pH
intracelular tem sido implicada como um fator capaz de elicitar o acumulo de prolina
em plantas e, a remocado do excesso de H* devido a sintese de prolina preveniu uma
depressao na respiracao em plantulas de soja sob estresse salino ou por seca. Por
fim, ha relatos na literatura de que prolina pode ser um componente da cascata de
sinalizagdo molecular do estresse e um constituinte principal de proteinas da parede
celular de plantas (NEPOMUCENO et al., 2001; DEUSCHLE et al., 2004).

A enzima prolil 4-hidroxilase (PH, EC 1.14.11.2) é uma dioxigenase vegetal
que converte prolina a um aminoacido incomum denominado hidroxiprolina. Segundo
Oda e colaboradores (2005) tem sido relatado na literatura que o aminoécido
hidroxiprolina, da mesma forma que o aminoacido prolina, atua como um
osmoprotetor em plantas sob estresses por seca e salinidade e que GABA e alanina
sédo também produzidos em plantas sob estresse.

Uma EST similar ao gene da enzima PH mostrou-se reprimida na cv sensivel
de cana-de-agucar (SP90-1638), durante o déficit hidrico leve (T1) e severo (T2), ao

passo que, em analise estatistica comparativa entre as duas cultivares nos periodos



T1 e T2, a cv tolerante (SP83-2847) apresentou valores que evidenciam acumulo da
EST similar a PH. Este resultado pode ser um indicio da produg¢ao de hidroxiprolina
concomitante com a de prolina e de que ambas, estejam agindo como eficientes
osmoprotetores, minimizando na cv tolerante, os efeitos adversos decorrentes do
déficit hidrico.

O “GABA Shunt” (Desvio do GABA), via que converte glutamato a succinato,
via acido y-aminobutirico (GABA), tem sido associado a varias respostas fisiolégicas,
como na regulacado do pH citosélico; no fluxo de carbono para dentro do ciclo de
Krebs; no metabolismo de nitrogénio; na protecdo contra o estresse oxidativo; na
osmorregulacdo e na sinalizagdo celular (BOUCHE & FROMM, 2004). O primeiro
passo da via é uma descarboxilagdo direta e irreversivel do glutamato pela enzima
glutamato descarboxilase (GAD, EC 4.1.1.15), que leva a producado de GABA, um
aminoacido nao protéico de quatro carbonos conservado de bactérias as plantas e
vertebrados. No entanto, GABA pode ser sintetizado também a partir do catabolismo
da putrescina (via y-aminobutiraldeido) através das reagbdes catalisadas pelas
enzimas diamino oxidase (DAO, EC 1.4.3.6) e y-aminobutiraldeido desidrogenase
(EC 1.2.1.19) ou por meio da enzima betaina aldeido desidrogenase (BADH, EC
1.2.1.8), localizada no cloroplasto, que estd envolvida na sintese de glicina betaina
(SHELP et al., 1999).

Tipicamente, os niveis de GABA em tecidos vegetais é baixo, mas aumenta
diversas vezes em resposta a muitos estimulos, incluindo choque térmico,
estimulacdo mecanica, estresse por seca, hipdxia e fitormonios (SHELP et al., 1999).
Tem sido mostrado que GABA € produzido intensamente e rapidamente em resposta
aos estresses abibticos e bibticos, os quais induzem a atividade da enzima GAD
dependente de Ca2+/calmodulina.

Na cv sensivel de cana-de-agucar (SP90-1638), nos dois periodos de déficit
hidrico, T1 e T2, ocorreu a repressao de uma EST similar a GAD. J& na tolerante
(SP83-2847), na anadlise comparativa entre as cultivares, essa mesma EST
apresentou-se induzida nestes periodos, indicando que essa cultivar pode estar
utilizando GABA como osmoprotetor, visto que o GABA néo causa efeito téxico
quando em alta concentracdo e atua na eliminagdo de radical hidroxila (BOUCHE &



FROMM, 2004). Segundo Shelp e colaboradores (1999) estudos realizados em
diferentes 6rgaos de Petunia, mostraram a presenca de padrées de expressao
diferencial de mRNA e proteina de GAD, sugerindo que a atividade de GAD é
regulada tanto em nivel transcricional como traducional. Oda e colaboradores (2005)
examinaram a composi¢ao de aminoacidos da seiva do xilema em Cucurbita maxima
tratadas com periodos de seca e reidratacdo. Os autores observaram que a
concentracao de metilglicina, hidroxiprolina, GABA, prolina e alanina na seiva do
xilema da raiz aumentaram aproximadamente quatro vezes em plantas tratadas
quando comparadas as plantas-controle, evidenciando que o tratamento foi eficiente
para a inducdo desses osmoprotetores. Os autores sugerem que esses
osmoprotetores induzidos podem contribuir nas respostas ao estresse via seiva do
xilema. Ademais, Shelp e colaboradores (1999) citam que em altas concentragdes,
GABA estabiliza e protege tilacoides isolados contra os danos do congelamento na
presenca de sal, superando inclusive as propriedades crioprotetoras exibidas pela
prolina e, que GABA possui atividade in vitro de eliminagdo de radical hidroxila
superior a de prolina e glicina-betaina nas mesmas concentragdes.

Em plantas superiores, a biossintese de glicina betaina, que ocorre no
cloroplasto, se da através da oxidacdo do metabdlito cholina. Esta € uma reagao de
dois passos onde primeiramente cholina € oxidada a betaina aldeido, pela cholina
monooxigenase (CMO, EC 1.14.15.7), uma monooxigenase incomum dependente de
ferredoxina (Fd). O segundo passo € a conversdo de betaina aldeido a glicina
betaina pela BADH, uma desidrogenase dependente de NAD* (KOTCHONI &
BARTELS, 2003).

No presente estudo, no periodo de estresse T1, a cultivar de cana-de-acucar
sensivel ao déficit hidrico (SP90-1638) apresentou a inducao de uma EST similar ao
gene da enzima BADH, ao passo que, a cv tolerante (SP83-2847), na analise
estatistica comparativa, mostrou inibicao desta EST durante o periodo T1, bem como
de uma EST similar a enzima CMO.

Wood e colaboradores (1996) isolaram e caracterizaram dois clones de cDNA
de Sorghum bicolor, BADH1 e BADH15, que codificam a enzima BADH. Eles
verificaram que os mRNAs de BADH1 e BADH15 foram induzidos sob déficit hidrico



e que sua expressao coincidiu com o acumulo de glicina betaina, o qual contribuiu no
ajustamento osmotico da planta. Segundo Cha-Um e colaboradores (2006), o
acumulo de glicina betaina pode contribuir significativamente para o ajustamento
osmotico, facilitando a manutencdo do volume do cloroplasto e da capacidade
fotossintética de folhas com baixo potencial hidrico. Além disso, segundo estes
autores, no estresse salino, o principal papel da glicina betaina seria, provavelmente,
o de protecéo das células vegetais por meio da preservagao do balan¢go osmético; da
estabilizacdo da estrutura de proteinas-chave, tal como a Rubisco; da protecédo do
aparato fotossintético e de sua atuacdo como eliminadora de espécies reativas de
oxigénio (ROS).

No tocante a via biossintética do osmoprotetor trealose, foi possivel observar,
nos dois periodos de estresse T1 e T2, que a cv sensivel de cana-de-acucar (SP90-
1638), bem como a cv tolerante (SP83-2847) apresentaram a inducdo de ESTs
similares ao gene da enzima trealose-6-fosfato sintase (TPS, EC 2.4.1.15), muito
embora somente a cv sensivel tenha apresentado inducao de uma EST similar a
enzima subsequiente da via biossintética, ou seja, da trealose-6-fosfato fosfatase
(TPP, EC 3.1.3.12), uma vez que na tolerante ocorreu a repressao da mesma.

A trealose é um dissacarideo néo reduzido presente em uma ampla gama de
organismos, tais como bactéria, algas, fungos, animais invertebrados e plantas
(WINGLER et al., 2000; CHEN & HADDAD, 2004; SCHLUEPMANN et al., 2004;
KOSMAS et al., 2006). Na maioria das plantas a trealose esta presente em
quantidades-traco exceto em “plantas de ressurreicao”, tal como Selaginella
lepidophylla, onde se acumula em altos niveis durante a dessecagao.

A via de biossintese da trealose ocorre em duas reacdes, sendo a primeira
catalisada pela enzima TPS e envolve a transferéncia de glicose a partir de UDP-
glicose a glicose-6-fosfato, formando, dessa forma, trealose-6-fosfato (T6P) e UDP.
Na segunda reacdo, a enzima TPP entdo converte trealose-6-fosfato (T6P) em
trealose livre (CHEN & HADDAD, 2004; SCHLUEPMANN et al., 2004; KOSMAS et
al., 2006).

A trealose pode servir como reserva energética e na protecdo ao estresse; na

literatura tem sido mostrado que este dissacarideo é capaz de estabilizar e proteger



proteinas e membranas da desnaturacdo. Sua formacdo € induzida em uma
variedade de organismos sujeitos aos estresses causados pela seca, salinidade,
calor ou congelamento. Chen e Haddad (2004) mencionam que o0 aumento da
expressdo de genes de sintese de trealose em plantas, usando técnicas
transgénicas, aumentou a resisténcia a seca e a dessecagdo. Garg e colaboradores
(2002), em seu trabalho realizado com plantas de arroz, super-expressaram genes
de Escherichia coli da biossintese de trealose (ofsA e otsB) sob o controle de
promotores dependentes de estresse. As plantas transgénicas de arroz acumularam
trealose em niveis superiores aos das plantas controle (ndo transgénicas), cerca de
trés a 10 vezes mais. Comparadas com o arroz nao transgénico, diversas linhas
transgénicas exibiram a manutencdo do crescimento vegetal, menor dano foto-
oxidativo e um balanco mineral mais favoravel sob condi¢cdes de estresses causados
pela seca, salinidade e baixa temperatura. Todavia, alguns autores tém relatado que
em experimentos de transgenia em tabaco e batata para a expressao de genes da
biossintese de trealose, embora o seu acumulo tenha possibilitado as plantas
transgénicas uma maior tolerancia a seca, em contrapartida, exibiram varias
mudangas morfoldgicas, as quais variaram de um severo retardo no crescimento e
amarelecimento, folhas em forma de langa, redugdo nos niveis de sacarose e
desenvolvimento anémalo das raizes (CHEN & MURATA, 2002).

Segundo Kosmas e colaboradores (2006), tem sido relatado que a trealose
induz enzimas envolvidas no acumulo de carboidratos de reserva, tal como o amido.
Os autores mencionam também que a via biossintética da trealose é ubiqua em
plantas e que recentes achados em Arabidopsis mostraram que a trealose é
indispensavel para a utilizagdo de carboidrato durante o crescimento e
desenvolvimento vegetal. Ha forte evidéncia de que este papel é desempenhado
pela trealose-6-fosfato (T6P), a qual atuaria como uma molécula sinal no
metabolismo de carboidrato. Wingler e colaboradores (2000) analisaram em
Arabidopsis 0 modo pelo qual a trealose altera 0 metabolismo e o desenvolvimento
vegetal e como ela afeta a expressdo génica mediada por agucares. Em seus
resultados mostraram que a trealose induz especificamente a expressdao do gene
ApL3, que codifica uma subunidade maior da ADP-glicose pirofosforilase (ADP-Gilc-



PPase, EC 2.7.7.27), a primeira enzima na biossintese de amido. Em adi¢do, citam
que a atividade de ADP-Glc-PPase aumentou e o amido acumulou nos tecidos-
fontes, levando a um suprimento reduzido de carbono nas raizes e nas folhas em
desenvolvimento.

Em concordancia com a literatura, no presente trabalho foi encontrado, na
cultivar sensivel de cana-de-acucar (SP90-1638), a inducdo de uma EST similar ao
gene da enzima ADP-Glc-PPase. Em decorréncia de, a cultivar sensivel estar
apresentando, nos dois periodos de estresse T1 e T2, a indugcdo de ESTs
correspondentes a via da trealose, levando possivelmente a sua producgao, a indugao
de genes da via de sintese de amido observada nos mesmos periodos € plausivel.
Como a cv sensivel esta reprimindo, nos periodos em estudo, uma EST similar a
amido sintase ligada ao granulo, é possivel que a producdo de amilose esteja
ocorrendo por meio de uma outra enzima denominada amido sintase (EC 2.4.1.21) e,
de fato, uma EST com similaridade a esta enzima foi induzida.

Por fim, ainda com respeito a producao de solutos compativeis, a cv sensivel
de cana-de-agucar apresentou inducao, durante T1, de uma EST similar ao gene da
enzima mio-inositol-1-fosfato sintase, que realiza o primeiro passo da via
biossintética de pinitol, o qual atua como um osmoprotetor e no ajustamento
osmotico em varias plantas em resposta ao estresse. No trabalho de Ishitani e
colaboradores (1996) também foi detectado um aumento do transcrito da enzima
mio-inositol fosfato sintase em Mesembryanthemum crystallinum (planta do gelo)
quando submetida ao estresse salino.

O osmodlito pinitol € um &lcool de agucar ciclico que acumula em uma
variedade de espécies expostas constantemente a condi¢cdes salinas (espécies
haléfitas) e naquelas adaptadas a seca. Em folhas, pinitol estd localizado nos
cloroplastos e citosol. A biossintese de pinitol se da através da metilacdo de mio-
inositol ao intermediario ononitol que, em seguida, por epimerizacao é convertido a
pinitol (BRAY et al., 2000).

5.1.2 Terpenos e Horménios Vegetais: ESTs Diferencialmente Expressas



Em plantas, mais de 22.000 isoprendides tém sido identificados. Estes
compostos, tais como os esterdis e ubiquinonas, reguladores de crescimento
(giberelinas, ABA, brassinosterdides e citocininas), certas fitoalexinas e outros
terpenos especializados sdo essenciais para o0 crescimento e desenvolvimento
normal e na defesa contra patégenos. Na biossintese de isoprendides (terpenos), a
enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A sintase (HMGS, EC 4.1.3.5) converte
acetil-CoA e acetoacetil-CoA em hidroximetilglutarii CoA (HMG-CoA). A enzima
hidroximetilglutaril-CoA redutase (HMGR, EC 1.1.1.34), que é a enzima chave
reguladora da via, reduz entdo o HMG-CoA a acido mevalbnico (mevalonato), o qual
€ subsequentemente convertido a isopentenil pirofosfato, precursor universal dos
isoprendides. Ha relatos na literatura de mudancas na expressao de HMGR em
resposta a ferimento e/ou ataque de patégeno (ALEX et al., 2000; JAIN et al., 2000;
TAIZ & ZEIGER, 2004).

A cv sensivel de cana (SP90-1638), de acordo com a analise estatistica,
apresentou, nos dois periodos estudados, repressdao de uma EST similar ao gene da
enzima HMGR, enquanto que, na analise estatistica comparativa entre as duas
cultivares, durante o periodo T1, a cv tolerante de cana (SP83-2847) apresentou um
maior acumulo desta EST, o que pode estar contribuindo para a sintese de ABA,
visto que, uma EST similar a enzima 9’-cis-epoxicarotendide dioxigenase (NCED)
apresentou um maior acumulo de transcrito na cv tolerante quando comparada com

a cv sensivel, que mostrou repressao desta EST similar a NCED.

O acido abscisico (ABA), um importante inibidor do crescimento vegetal
sintetizado nos cloroplastos e outros plastideos, € um composto terpendide de 15
carbonos derivado de uma porcao terminal dos carotenos. Os niveis de ABA variam
muito em resposta a mudangas no desenvolvimento e no ambiente. Sua sintese &
induzida durante a deficiéncia hidrica na planta, sendo provavelmente a resposta
mais relacionada ao estresse hidrico; seus niveis na folha podem ser elevados 50
vezes. O ABA esta envolvido tanto nos efeitos fisiologicos de curto prazo, por
exemplo, fechamento estomatico, minimizando a perda de agua pela transpiracao
quanto nos processos de longo prazo do desenvolvimento, por exemplo, maturacao

de sementes. Ademais esta diretamente envolvido na regulagdo de alguns genes



responsivos ao estresse hidrico (familia LEA, chaperonas, canais de agua e ions,
enzimas que catalisam o metabolismo de solutos compativeis ou que destoxificam
ROS), visto que o ABA ativa a transcricdo destes genes através da inducdo de
fatores de transcricdo (rota de transducao de sinal ABA-dependente) (CROZIER,
2000; TAIZ & ZEIGER, 2004).

Nas plantas superiores, a sintese de ABA, denominada via biossintética
indireta (Ca0), se da pela clivagem de um precursor carotendide de 40 carbonos
(violaxantina), sintetizado a partir do isopentenil pirofosfato via a rota de terpenos do
plastideo. A sintese da violaxantina é catalisada pela enzima zeaxantina epoxidase
(ZEP). Posteriormente a violaxantina é convertida a 9’-cis-neoxantina e entdao a
xantoxal pela enzima 9’-cis-epoxicarotenoide dioxigenase (NCED), assim chamada
porque pode clivar tanto o 9’-cis-violaxantina quanto o 9’-cis-neoxantina. A sintese da
NCED é rapidamente induzida pelo estresse hidrico, sugerindo que a reacao que ela
catalisa € uma etapa-chave de regulacao na sintese do ABA. Por ultimo, o xantoxal é
convertido a ABA por meio de etapas oxidativas (CROZIER, 2000; TAIZ & ZEIGER,
2004).

De acordo com a analise estatistica comparativa entre as duas cultivares, a
tolerante (SP83-2847) apresentou inducdao de uma EST similar ao gene da enzima
lipoxigenase (LOX, EC 1.13.11.12) durante os estresses leve (T1) e severo (T2), ao
contrario, a cv sensivel (SP90-1638) mostrou repressao desta EST nos mesmos
periodos de déficit hidrico. Além disso, foi induzida na cv tolerante, durante o periodo
T1, uma EST similar ao gene da enzima acido 12-oxo-fitodiendico redutase (OPR,
EC 1.8.1.42). A inducado de tais enzimas indicam que a cv tolerante de cana-de-
acucar pode estar induzindo a biossintese de jasmonatos (JAs), os quais tém sido
implicados em varios processos fisiologicos, incluindo respostas de defesa. Somente
no estresse severo (T2) a cv sensivel mostrou inducado de uma EST similar a enzima
aleno 6xido ciclase (AOC, EC 5.3.99.6) e outra similar a enzima 3-cetoacil-coA
tiolase (KAT), o que pode significar uma tentativa tardia, da cv sensivel, de induzir
estes horménios vegetais.

Em vegetais, o acido jasménico (JA) e seu metil éster aromatico e volatil, o

metil jasmonato (MeJA), coletivamente chamados de jasmonatos (JAs), sao



derivados de 4&cidos graxos de 12 carbonos, sintetizados através da via
octadecandide a partir do acido linolénico de 18 carbonos, o qual é liberado dos
lipideos da membrana plasmatica. A LOX promove a oxigenag¢do do acido linolénico
até a formacdo do acido 13-hidroperoxilinolénico. Em seguida, o acido 12-oxo-
fitodiendico € formado a partir da ciclizagéo do anel ciclopentanona e com trés ciclos
sucessivos de B-oxidagoes, que encurtam a cadeia lateral, ocorre a producao final do
JA (HE et al., 2002). O JA induz a transcricdo de muitos genes envolvidos no
metabolismo de defesa vegetal e, os mecanismos dessa ativacdo génica estdo
sendo esclarecidos. Os niveis de JA aumentam rapidamente em resposta ao dano
causado por diferentes herbivoros e desencadeia a formacdo de muitos tipos
diferentes de defesas vegetais, além dos inibidores de protease, incluindo terpenos e
alcaldides (REYMOND & FARMER, 1998; TAIZ & ZEIGER, 2004).

Nos trabalhos de Bray (2002) em Arabidopsis thaliana submetida ao estresse
por déficit hidrico e de Ozturk e colaboradores (2002) em cevada submetida ao
estresses causados pela seca e elevada salinidade, em que ambos foram realizados
por meio do monitoramento de mudangas na abundancia de transcritos, foi
observada inducdo de genes da via de sintese de JA, da mesma forma que o
observado no presente trabalho realizado em cana-de-acucar sob déficit hidrico,
evidenciando que este horménio parece estar envolvido nas respostas a estresses
abidticos como a seca, da mesma forma que nas respostas aos estresses biodticos
como os causados pelo ataque de insetos, patdgenos e/ou pelo ferimento.

Nas duas cultivares estudadas, diferentes ESTs com similaridade a genes de
enzimas da biossintese de triptofano e do horménio vegetal auxina (acido indol-3-
acético ou AIlA) apresentaram expressao diferencial. Em Arabidopsis, a via do
triptofano nao leva somente a biossintese de triptofano e do horménio vegetal AlA,
mas também a sintese da fitoalexina camalexina e de outros compostos secundarios
(ZHAO et al., 1998; CHEONG et al., 2002).

No estresse leve (T1), embora a cultivar sensivel tenha apresentado
repressao de EST similar a enzima antranilato sintase (AnS, EC 4.1.3.27) e triptofano
descarboxilase (TrpDC, EC 4.1.1.28), ela apresentou inducdo de ESTs similares a

fosforibosilantranilato transferase (PAT, EC 2.4.2.18) e a indol-3-glicerol-fosfato



sintase (IGP sintase, EC 4.1.1.48) e nitrilase (EC 3.5.5.1), sendo que, as duas
tltimas também mostraram-se induzidas durante o estresse severo (T2). Ao passo
que, no periodo T1, a cultivar tolerante apresentou indugcédo de EST similar a enzima
IGP sintase e da TrpDC e repressdao de uma EST similar a enzima AnS e da
subunidade B da triptofano sintase (Trp sintase, EC 4.2.1.20). Com respeito a esta
ultima enzima, Ozturk e colaboradores (2002) observaram em folhas de cevada
submetida a seca, a inducao da subunidade B da Trp sintase.

A inducao de enzimas da via de sintese do triptofano em cana-de-agucar é um
resultado que esta de acordo com a literatura, na qual se relata que devido ao
estresse observa-se a inducao da biossintese de aminoacidos aromaticos, tais como
triptofano, fenilalanina e tirosina (CORUZZI & LAST, 2000).

O horménio vegetal, auxina (AIA), é estruturalmente relacionado ao
aminodacido triptofano, sendo este, portanto, um aminodacido precursor para sua
biossintese. Muitas evidéncias tém demonstrado que os vegetais convertem
triptofano em AIA através de varias rotas. No entanto, a biossintese de AIA
independente do triptofano tem sido demonstrada, embora a via precisa permaneca
ainda indefinida. O ponto precursor de ramificagdo da biossintese independente do
triptofano é duvidoso, o qual pode ser a partir do indol ou do indol-3-glicerol fosfato.

Da mesma forma que no trabalho de Bray (2002) realizado com Arabidopsis
thaliana submetida ao déficit hidrico, a cv sensivel de cana apresentou inducao de
EST similar ao gene da nitrilase, a qual pode fazer parte da biossintese dependente
do triptofano, através da rota IAN (rota do indol-3-acetonitrila), que converte IAN a
AlA por meio da agao da nitrilase. O IAN é um candidato a precursor da via
independente do triptofano para a biossintese de auxina. A rota IAN parece ser
importante em apenas trés familias botéanicas, sendo uma delas, a Poaceae (familia
das gramineas). A nitrilase também parece atuar na via de sintese independente do
triptofano, visto que IAN pode ser produzido nesta rota a partir do indol-3-glicerol
fosfato. Como a cv sensivel esta induzindo ESTs das enzimas IGP sintase e nitrilase,
a rota independente do triptofano é que parece estar sendo utilizada.

Embora o AIA seja um importante horménio de crescimento, ele também é

responsavel pela inducéo de genes de resposta ao estresse, tal como a lesdo. Varios



genes, que codificam as enzimas glutationa-S-transferases (GSTs, EC 2.5.1.18),
uma classe de proteinas antioxidantes ativadas por varias condi¢des de estresse,
sdo induzidos por concentragcdes elevadas de auxina. Da mesma forma, a ACC
sintase, também induzida pelo estresse e etapa limitante na biossintese de etileno, é
induzida por altos niveis de AIA (CROZIER et al., 2000; TAIZ & ZEIGER, 2004).

No entanto, com relagdo a cv tolerante de cana é plausivel considerar duas
possibilidades, uma é de que ela esteja utilizando a via de sintese de AIA
dependente do triptofano, visto que, ela apresentou inducao das enzimas IGP sintase
e TrpDC. A enzima TrpDC faz parte da rota TAM (rota da triptamina), produzindo a
triptamina que, em seguida, pela acao de outras enzimas é convertida a AlA. A outra
possibilidade € de que a triptamina produzida pela enzima TrpDC esteja sendo
direcionada para a sintese de uma fitoalexina denominada camalexina. A sintese de

fitoalexinas é a resposta de defesa a patdbgenos mais bem estudada.

5.1.3 Defesa Antioxidante: ESTs Diferencialmente Expressas

O oxigénio é essencial para a existéncia da vida aerdbica, mas subprodutos
toxicos, denominados espécies reativas de oxigénio (ROS), tais como o oxigénio
singleto ('0y), o radical superéxido (O2"*), o peréxido de hidrogénio (H202) e o radical
hidroxila (OH®) sdo gerados em todas as células aerdébicas durante o metabolismo
celular normal (respiracao, fotossintese, fotorrespiracdo e P—oxidacao de acidos
graxos) nas organelas subcelulares: mitocdndrias, cloroplastos, peroxissomos e
glioxissomos (GUAN et al.,, 2000; XIONG & ZHU, 2002). No entanto, os niveis de
ROS aumentam como conseqiiéncia de varias injarias do meio, as quais as plantas
estdo expostas, tais como déficit hidrico (JIANG & ZHANG, 2002), temperatura,
privagéo de oxigénio (BLOKHINA et al., 2003), elevada intensidade luminosa (APEL
& HIRT, 2004), estresse salino (HERNANDEZ et al., 2000), estresse mecanico ou
mesmo poluentes.

As ROS podem reagir com uma variedade de biomoléculas, alterando ou
blogueando suas fungdes bioldgicas, causando danos em componentes celulares,

tais como lipidios de membranas, inativando enzimas (desnaturacao), carboidratos,



acidos nucléicos e ao complexo fotossistema Il (ARORA et al., 2002). Estas injarias
causadas pelas ROS séao conhecidas como estresse oxidativo e constituem um dos
principais fatores de dano, tanto em nivel celular quanto molecular, em plantas
expostas aos estresses do meio, levando a reducéo de sua produtividade (KWON et
al., 2002; PASTERNAK et al., 2005). Para minimizar os efeitos téxicos das ROS as
plantas utilizam mecanismos enzimaticos e nao enzimaticos altamente regulados
para manter um balango entre a produgao e a destruicdo de ROS de modo a manter
a homeostase redox celular (SAIRAM & TYAGI, 2004).

A partir da andlise estatistica comparativa entre as cultivares, observou-se na
cv tolerante (SP83-2847), durante os tratamentos de déficit hidrico T1 e T2, a
indugédo de um menor numero de ESTs similares aos genes de enzimas de defesa
antioxidante, o que poderia ser devido a uma capacidade desta cultivar de evitar uma
explosdo oxidativa ao produzir eficientes osmoprotetores, tais como prolina,
hidroxiprolina e GABA. A cv sensivel (SP90-1638), ao contrario, apresentou a
indugdo de um maior numero de ESTs similares aos genes de enzimas do sistema
de defesa antioxidante.

Segundo Soares Netto (2001) as plantas apresentam mecanismos para
combater os efeitos téxicos das ROS. A primeira linha de defesa antioxidante
envolve a prevencao da formagéao de ROS, enquanto que, a segunda linha de defesa
antioxidante € composta por enzimas e compostos antioxidantes de baixo peso
molecular. Se a primeira linha de defesa antioxidante fracassar na prevencdo da
formacédo das ROS, componentes antioxidantes as decompdem evitando a formacao
de lesbes oxidativas nas biomoléculas.

Chen & Murata (2002) mencionam que diversos estudos tém mostrado que as
ROS séao eliminadas por solutos compativeis, resultando na protecdo das plantas
contra as condicbes adversas do estresse. Estes autores citam que, em
experimentos in vitro, alguns solutos compativeis, tais como manitol, prolina e
sorbitol, mas nao a glicina-betaina, mostraram-se efetivos eliminadores de ROS e
que, plantas transgénicas que sintetizam solutos compativeis, com exceg¢do de

glicina-betaina, exibiram tolerancia aumentada ao estresse oxidativo.



A cv sensivel (SP90-1638) apresentou a indugdo de um numero maior de
ESTs similares as enzimas do sistema de defesa antioxidante, como, por exemplo,
da ascorbato peroxidase (APX, EC 1.11.1.11) tanto a do citosol quanto a do
peroxissomo, durante os periodos de estresse T1 e T2. Quando da andlise
estatistica comparativa, a cultivar tolerante apresentou repressdo destas ESTs nos
mesmos periodos de estresse. Sendo assim, parece que a cultivar sensivel esta
necessitando acionar o sistema de defesa antioxidante para combater um provavel
estresse oxidativo decorrente do déficit hidrico.

Também foi observado que a cv sensivel apresentou, durante T1 e T2, a
inducdo de EST similar a superoxido dismutase citoplasmatica (SOD[Cu-Zn]2, EC
1.15.1.1), enquanto que, a cv tolerante apresentou repressao para a mesma EST no
periodo de estresse T2, muito embora tenha apresentado, durante o mesmo periodo
T2, um acumulo de transcrito similar a SOD-ferro presente no cloroplasto (SOD-ferro,
EC 1.15.1.1). Com o acentuado nivel de estresse, a atividade da SOD-ferro torna-se
necessaria para conter os efeitos drasticos do déficit hidrico. Segundo Nepomuceno
e colaboradores (2001), o déficit hidrico quebra o equilibrio oxidativo/redutivo (redox)
em varias organelas celulares, tal como o cloroplasto. O declinio na funcionalidade
dos cloroplastos, inevitavelmente, leva a geragdo de espécies com radicais de
oxigénio altamente reativos (ROS).

Na cv sensivel, durante o estresse severo (T2), ocorreu um aumento na
expressdo de uma EST com similaridade a isoforma 1 da enzima catalase (CATI,
EC 1.11.1.6), a qual se localiza nos peroxissomos. A partir da andlise estatistica
comparativa observou-se que esta mesma EST foi reprimida na cv tolerante; no
entanto, esta analise mostrou que, nos dois periodos de estresse, uma EST similar a
enzima xantina desidrogenase (XDH, EC 1.1.1.204) foi significativamente induzida na
tolerante, ao passo que na cv sensivel mostrou inibicdo. A enzima XDH é uma
desidrogenase dependente de NAD® que catalisa as duas reagdes finais do
catabolismo de purinas e esta relacionada ao metabolismo antioxidante (NOGUEIRA
et al., 2003). Consistente com a indug¢ao da XDH, a cv tolerante também apresentou
a inducao de ESTs similares a enzima uricase (EC 1.7.3.3). Na cv sensivel (SP90-



1638), ESTs similares a estas duas enzimas do catabolismo de purinas foram

reprimidas.

5.1.4 Biossintese de Fenilpropanodides: ESTs Diferencialmente Expressas

Nos dois periodos de déficit hidrico, foi possivel observar, na cultivar sensivel
(SP90-1638), a inducao de ESTs similares a enzimas de sintese de fenilpropandides,
0s quais sao importantes unidades basicas para a formacao de compostos fendlicos
mais complexos. Tais ESTs induzidas sao similares as enzimas fenilalanina aménia
liase (PAL, EC 4.3.1.5) e a acido caféico 3-O- metiltransferase (COMT, EC 2.1.1.6 ou
EC 2.1.1.68). A enzima PAL é considerada a principal enzima que leva a sintese dos
fenilpropandides e, conseqiientemente, pode proteger as plantas de varios estresses
bidticos e abidticos (HERRIG et al., 2002). Entretanto, no periodo T2, a cv sensivel
apresentou repressdo de uma EST similar a 4-coumarato:CoA ligase (4CL, EC
6.2.1.12), que também desempenha um papel-chave no metabolismo geral de
fenilpropandides. J& a cultivar tolerante (SP83-2847) apresentou indugdo, no periodo
T1, de uma EST similar a enzima cinamil alcool desidrogenase (CAD, EC 1.1.1.195),
que catalisa o ultimo passo da biossintese de monémeros de lignina.

Franca e colaboradores (2001) mencionam que na maioria dos sistemas
estudados, a indugado da sintese de fenilpropandides e isoprendides sob condigdes
de estresse é o resultado do aumento da transcricdo de genes codificando as
enzimas biossintéticas correspondentes.

Os compostos fendlicos sdo biossintetizados por meio de diferentes rotas,
razao pela qual constituem um grupo bastante heterogéneo do ponto de vista
metabdlico. Duas rotas metabdlicas béasicas estdo envolvidas na sintese dos
compostos fendlicos: a rota do acido chiquimico, que participa da biossintese da
maioria dos fendis vegetais e, a rota do acido malénico menos significativa nas
plantas superiores. A rota oxidativa das pentoses fosfato desempenha diversos
papéis no metabolismo vegetal, por exemplo, um intermediario nesta rota, a eritrose-
4-fosfato de quatro carbonos, combina-se com o PEP, resultante da glicélise, na
reacdo inicial que produz compostos fendlicos vegetais, incluindo aminoacidos



aroméaticos e precursores da lignina, flavondides e fitoalexinas. Sendo assim, a rota
do acido chiquimico converte precursores de carboidratos derivados da glicélise e da
rota da pentose fosfato em aminoacidos aromaticos, tais como fenilalanina, tirosina e
triptofano (TAIZ & ZEIGER, 2004).

A classe mais abundante de compostos fendlicos secundarios em plantas é
derivada da fenilalanina, por meio da eliminacdo de uma molécula de aménia e
formando o acido cindmico. Essa reagéo é catalisada pela PAL, talvez a enzima mais
estudada no metabolismo secundario vegetal. A PAL esta situada em um ponto de
ramificacao entre os metabolismos primario e secundario, de forma que a reacao que
ela catalisa € uma etapa reguladora importante na formacado de muitos compostos
fendlicos. A atividade da PAL é aumentada por fatores ambientais, tais como baixos
niveis de nutrientes, luz, ferimento, ataque de patégeno, baixa temperatura e por
outras condigdes de estresses. O ponto de controle desta enzima parece estar no
inicio da transcrigcdo. A invasao de fungos, por exemplo, desencadeia a transcrigcao
do RNA mensageiro que codifica a PAL o que, entdo, estimula a sintese de
compostos fendlicos na planta (TAIZ & ZEIGER, 2004).

Segundo Herrig e colaboradores (2002), os diversos metabdlicos fendlicos
produzidos através da via de fenilpropandides sdo frequentemente induzidos e
desempenham papéis especificos na protecdo da planta contra estresses bidticos e
abiodticos. De acordo com Bray (2002), os genes envolvidos no metabolismo de
fenilpropandides tém uma fungcdo em potencial como antioxidantes. A autora
menciona que os fenilpropandides e o0s compostos fendlicos apresentam
propriedades de captacao de radicais livres.

Riccardi e colaboradores (1998), em estudo protedmico observaram o
acumulo de proteinas similares a enzima COMT, nas regides basais de folhas de
milho submetido ao estresse hidrico progressivo, durante seu crescimento, e
sugerem a ativacao da via de sintese de lignina em decorréncia do estresse hidrico.
Eles mencionam que, segundo a literatura, em estudos em sorgo sob estresse
hidrico severo, o reforco da parede celular pela deposicdo de lignina em raizes
durante este estresse poderia representar um aumento de resisténcia da planta
contra a diminui¢cdo do turgor e a necessidade de restringir a perda de dgua a partir



dos tecidos internos. Em outro estudo em uma espécie de pinheiro, eles mencionam
que foi observado a indugao de proteinas, tal como a enzima COMT, relacionadas a
via de fenilpropandides, via esta que ndo € especifica para a sintese de lignina, uma
vez que, também pode estar relacionada ao acumulo de &acido ferulico. E, a
quantidade de acido ferulico ligado a polissacarideos da parede estd negativamente
correlacionada a extensibilidade da parede. De acordo com os autores, tem sido
proposto que o endurecimento da parede em folhas de milho sob estresse osmotico
€ uma resposta ao déficit hidrico e permite a reducao das taxas de crescimento.

No entanto, Vincent e colaboradores (2005) baseados nos perfis de expressao
proteémica de COMT e outras enzimas envolvidas na sintese de lignina concluiram
que nenhuma mudanca na composic¢ao de lignina foi observada em fungao do déficit
hidrico, visto que, consistente com o0s baixos niveis dessas enzimas, o nivel de
lignina foi menor em folhas de plantas sujeitas ao déficit hidrico do que nas folhas de
plantas irrigadas. Os autores sugerem que a diminuicdo da lignificacdo é uma
resposta adaptativa a seca, uma vez que o acumulo continuo de lignina na auséncia
de crescimento poderia levar a lignificacao da zona de alongamento, comprometendo
o crescimento durante a recuperacado em condicdes de reidratacao.

Considerando tais hip6teses propostas na literatura, o perfil de inducédo de
ESTs similares a enzimas da via de fenilpropandides pode ou ndo estar
representando um beneficio para ambas as cultivares de cana-de-agucar sob déficit
hidrico.

5.1.5 Outras ESTs Diferencialmente Expressas

Na cultivar sensivel (SP90-1638), ocorreu a inducao, durante os dois periodos
estudados, de uma EST similar a glutamato desidrogenase (GDH, EC 1.4.1.2),
enzima que catalisa uma reacao reversivel que sintetiza ou desamina o glutamato.
Segundo Khadri e colaboradores (2001), a GDH parece desempenhar um papel
secundario na biossintese de glutamato, estando principalmente envolvida em sua
oxidacdao. Como os resultados de expressao diferencial apontam para uma repressao
de genes que utilizam o glutamato para a sintese de prolina, pode ser que esta



cultivar esteja agindo no sentido da reagao de desaminagao do glutamato, utilizando
adgua e NAD" e produzindo 2-oxoglutarato e aménio. Ademais, esta cultivar exibiu
inducao de uma EST similar a enzima a-cetoglutarato desidrogenase, a qual poderia
estar utilizando, no ciclo do &cido citrico, o 2-oxoglutarato, produzido pela enzima
GDH.

Riccardi e colaboradores (1998) estudando mudangas no pool de proteinas
em folhas de milho submetido ao estresse hidrico progressivo, observaram a inducao
de diversas proteinas, cujas funcdes embora nao estejam diretamente relacionadas
ao estresse, mostraram-se em niveis aumentados durante o estresse por seca. Estas
sdo enzimas envolvidas em importantes vias metabdlicas de plantas superiores,
como glicdlise, sintese de SAM entre outras.

Além das suas atividades na glicélise, algumas enzimas glicoliticas podem, de
fato, desempenhar outras fungdes. Por exemplo, em Echinochloa phyllogon, a
enolase, induzida em condicbes de estresse como anoxia, frio ou calor excessivo,
pode atuar como uma proteina de protecao da estrutura dos componentes celulares
(MARENCO & LOPES, 2005).

Similar ao observado por Riccardi e colaboradores (1998), em seu estudo com
folhas de milho submetido a um déficit hidrico progressivo, observou-se no presente
estudo, a inducao de EST similar a enzima enolase (EC 4.2.1.11), na cv tolerante, e
de EST similar a enzima frutose bifosfato aldolase cloroplasmatica (EC 4.1.2.13) na
cv sensivel. Segundo os autores a enolase esté envolvida na resposta aos estresses
ambientais, tais como no estresse anaerébico em raizes de milho, no choque térmico
em leveduras e em plantas durante o estresse salino, tratamento com ABA e
estresse hidrico. Em algumas plantas, a enolase é reconhecida como uma proteina
de choque térmico, ocorrendo aumento em sua concentragdo, quando expostas ao
estresse por calor. Em milho, a atividade da enzima aumenta cinco vezes mais
quando o tecido € submetido ao estresse por anaerobiose, possivelmente para
facilitar um aumento na producdo de ATP na auséncia de fosforilagdo oxidativa
(DENNIS & BLAKELEY, 2000).

Na cv sensivel de cana-de-agucar, uma EST similar a enzima gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase “nonphosphorylating” [NADP*] (EC 1.2.1.9) foi induzida em T1,



bem como foi induzida em T2, uma EST similar a fosfofrutoquinase dependente de
pirofosfato (PFP, EC 2.7.1.90).

As plantas apresentam um metabolismo altamente flexivel o que possibilita
acomodarem-se metabolicamente as mudancas do meio. Um dos atributos que
permitem esta plasticidade de seu metabolismo é a presenca de mais de uma
enzima capaz de catalisar um passo especifico, constituindo assim as reacdes de
desvio (bypass). Um exemplo é a glicélise em que ha trés reacbes que requerem
adenina nucleotideo (NAD"). As plantas possuem trés enzimas que desviam dessas
reacoes  glicoliticas: a PFP; a gliceraldeido-3-fosfato  desidrogenase
“nonphosphorylating” [NADP™], que produz apenas NADPH e 3-fosfoglicerato e a
PEP fosfatase. A funcao destes desvios nao € completamente compreendida, mas
acredita-se de que eles possam proporcionar as plantas a capacidade de resistir aos
estresses que ocorrem durante a escassez de fosfato, que é uma condicdo comum.
Sob estas condicdes, as concentragdes de adenilato nucleotideos sdo severamente
reduzidas e reacbes que requerem ADP ou ATP podem vir a ser inibidas. As
enzimas gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase “nonphosphorylating” [NADP*] e PEP
fosfatase podem atuar como “desvio” das reacdes que requerem ADP como um
substrato, permitindo ao carbono passar pela glicélise sem a necessidade de sintese
de ATP. Conseqlientemente, a presenca de enzimas bypass pode permitir que o
fluxo de carbono continue sob condigdes adversas (DENNIS & BLAKELEY, 2000).



VI. CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho permitiram concluir que:

> O uso de ESTs geradas pelo projeto SUCEST-FAPESP aliado a técnica de
macroarranjos de cDNA revelou-se uma excelente ferramenta de prospec¢ao para a
deteccéao do perfil de expressdo de um grande numero de genes em cana-de-agucar
sob déficit hidrico;

> A cultivar tolerante de cana-de-agucar (SP83-2847) apresentou um numero
menor de genes diferencialmente expressos, o que pode significar que sua tolerancia

esteja relacionada a sua capacidade de manter a expressao génica inalterada

mesmo quando exposta a uma condicdo ambiental adversa;

> A cultivar sensivel (SP90-1638) respondeu imediatamente ao estresse por
déficit hidrico, visto que apresentou um maior nimero de genes induzidos e/ou

reprimidos ao longo do tratamento experimental;

> Na cv sensivel foram reprimidas ESTs com similaridade a genes de enzimas
envolvidas na sintese de osmoprotetores, tais como prolina, hidroxiprolina e GABA e
envolvidas na biossintese de ABA e jasmonatos; na cv tolerante embora nem todas
estas ESTs estejam induzidas durante o estresse, esta cultivar pode ter se
beneficiado devido a permanéncia da transcricdo destes genes durante o déficit
hidrico;

> Na cv tolerante, o0 menor niumero de ESTs induzidas similares a genes de
enzimas do sistema de defesa antioxidante, poderia ser um indicativo de que o
estresse oxidativo esta sendo minimizado pela permanéncia da transcricdo de
diferentes osmoprotetores, visto que a sensivel apresentou inducdo do sistema

antioxidante e repressao da sintese de um eficiente osmoprotetor, tal como a prolina;

> Embora as duas cultivares tenham apresentado alteracdo na expressao de
genes distintos, é preciso considerar que 0 mecanismo de tolerancia nao se deve
simplesmente a um Unico gene, visto que, a tolerdncia é uma caracteristica
complexa, com o envolvimento de muitos genes, 0s quais inclusive podem ou nao

estar inter-relacionados.
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APENDICE: Reagentes e Solucdes

Solucao Nutritiva de Hoagland 25%:
- KH2PO4 1M (1,0 mL/L);

- KNO3 1M (5,0 mL/L);

- Ca(NOg3)2.5H20 1M (5,0 mL/L);

- MgS0O4.7H,0 1M (2,0 mL/L);

- Fe. EDTA 1M (1,0 mL/L); e

- 1,0 mL/L de solugao de micronutrientes.

Solucao de Micronutrientes:
- H3BO3 (2,869/L);

- MnCl; .4H,0 (1,81g/L);

- ZnCl, (0,10g/L);

- CuClz (0.04g/L);

- HoMoO .4H,0 (0.02g/L).

Tampao de Amostra:

- 750uL formamida;

- 150uL de tampao de corrida 10x;
- 90uL formaldeido;

- pitada azul de bromofenol;

- g.s.p. 1.125 mL com &gua-DEPC.

Solucao de Lise:
- 200mM de NaOH;
- 1% de SDS.

Solucao de Pré-Hibridacao e Hibridacao:
- 1,0 % (p/v) de BSA (Fraction V, Sigma);

- 7,0 % de SDS (99,9%);

- 0,5 M de tampao fosfato de sddio pH 7,0; e
- 1,0 mM de EDTA.
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