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RESUMO GERAL

A cana-de-agicar pertence a familia Poaceaec e ao gé€nero Saccharum. Espécies
pertencentes a essa familia apresentam a via de fotossintese Cy4, mais eficiente para a produgio de
biomassa quando comparadas com as plantas com metabolismo fotossintético C3 em condicoes
de temperaturas elevadas. A cana-de-acuicar transformou-se em um importante potencial
econdmico e fonte de energia no mundo, devido a sua capacidade de estocar sacarose (cerca de
50% de seu peso seco) e produzir bioetanol. Nos ultimos anos tornou-se alvo prioritdrio para
diversos estudos através do melhoramento genético, biologia molecular, bioquimica e estudos
fisiolégicos. Os produtos provenientes da cana sao amplamente utilizados pela populacio
mundial e representam uma fonte alternativa para a geracdao de energia. O Brasil ocupa uma
posicdo de destaque entre os paises produtores de cana-de-4¢icar (34% da produg¢do mundial).
Devido a sua origem interespecifica a cana possui um dos genomas mais complexos entre as
espécies vegetais tornando-se um importante objeto de estudo para a obtengdo de variedades
produtivas e ou eficientes, melhor adaptadas as condi¢des climéticas. A propagacdo clonal
através do cultivo in vitro possibilita a obtencdo mais rdpida de individuos da espécie. A
utilizacdo de métodos de assepsia para a desinfestacdo e desinfec¢do sem causar danos aos
tecidos que levam a morte da planta tornou-se um grande desafio para a obtencdo de novas
plantulas que permitam os estudos de biotecnologia. E o grande interesse em se estudar plantas
de cana-de-actcar se da pelo acimulo da sacarose, que ocorre na regidao do entrend durante o
desenvolvimento da planta. A genética cldssica busca a melhora dessa caracteristica,
principalmente através do aumento da biomassa realizada pela fixacdo de carbono, no entanto, ha
um limitado aumento do conteido de sacarose. A giberelina é um fitormonio vegetal,

largamente utilizada na agricultura e desempenha uma variedade de fungdes fisiologicas em
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plantas. O GAj; produzido industrialmente tem sido aplicado para estimular o crescimento da
cana-de-acucar, para auxiliar a germinagdo de cevada, na producdo de frutas e verduras, entre
outras. As giberelinas sdo extremamente ativas na indu¢do do alongamento do caule. Estudos
mostram que a aplicacdo de GAs provoca aumento no tamanho da célula e no numero de células,
indicando que as GA; atuam tanto no alongamento da célula como na divisdo celular, o que
potencializa um aumento na produtividade de sacarose. J4 o paclobutrazol (PBZ) atua inibindo
a biossintese de giberelinas. Ele bloqueia a biossintese de GA, pois interfere nos primeiros
passos da rota de oxida¢do do caureno, impedindo a formacdo das GAs, e por isso funciona
como um controle negativo dos mecanismos de acdo das giberelinas. Tanto a presenca do
paclobutrazol quanto da GA3 induzem alteracdes da expressao de genes especificos e a ativagao
de vias de sinalizagdo que agem cooperativamente na tentativa de aliviar o efeito do estresse na
tentativa de estabelecer o retorno a homeostasia celular. Nosso maior objetivo nesse estudo é
tentar identificar o mecanismo de acdao das GAs, para permitir uma melhor compreensdo das
alteracdes tanto morfoldgicas e fisioldgicas sofrida pelas plantulas. Para isso em nossos estudos
foram selecionados genes que pudessem apresentar relagdo com metabolismo de carboidratos,
com respostas hormonais, com metabolismo de acidos nucleicos, com a fotossintese, com o
desenvolvimento, com divisdo celular, com metabolismo de proteinas, além de diversos fatores
de transcricdo que possam estar envolvidos nesses processos, baseados em resultados do
metabolismo de carboidratos encontrados nas analises bioquimicas das plantulas, assim como
nos cortes anatdmicos. O resultados mostraram interferéncia do GAs no actimulo de
carboidratos, no alongamento celular, em genes relacionados com a via de transducdo de sinal
das AUX, biossintese de AUX, GA, além de genes e fatores de transcri¢do relacionados com o

ciclo celular, fotossintese, fixacdo de carbono e diversos estresses, entre eles o osmaético.
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SUMMARY

The sugarcane belongs to the grasses’s family and the Saccharum genus. Species belonging to
this family have the C4 photosynthesis patway, more efficient for biomass production when
compared the C; photosynthetic metabolism plants, in high temperature condicions . The
sugarcane became an important economic potential and energy in the world due to its ability to
store sucrose (about 50% of its dry weight) and production of bioethanol. In recent years it has
become priority for several studies through breeding, molecular biology, biochemistry and
physiological studies. Products from sugarcane is widely used by the world's population and
represent an alternative source for energy generation. Brazil occupies an outstanding position
among the countries producing sugarcane (34% of world production). Because of its interspecific
origin, the sugarcane has one of the more complex genomes of plant species became an
important object of study for plant breeding and productive or efficient, better adapted to
climatic conditions. The clonal propagation through in vitro possible to obtain faster plants
copies. The use of aseptic methods for disinfestation and disinfection without causing tissue
damage leading to death of the plant has become a major challenge for the procurement of new
seedlings to allow the biotechnology study. And the great interest in studying sugarcane plant is
caused by the accumulation of sucrose, which occurs in the internode region during the plant
development. Classical genetics search to improve this feature, mainly by increasing the biomass
held by sequestration, however, there is a limited increase in sucrose content. The gibberellin is a
plant phytohormone widely used in the agriculture and plays a variety of physiological functions
in the plants. The sintetic GA3 has been applied to stimulate the sugarcane growth, to assist the
germination of barley, the production of fruits and vegetables, among others. The gibberellins are

extremely active in inducing the elongation of the stem. Studies show that the application of GAs
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causes an increase in cell size and cell number, indicating that GAs act both in cell elongation
and cell division, which leverage an increase in sucrose yield. Since the PBZ acts by inhibiting
the biosynthesis of gibberellins. It blocks the biosynthesis of GA, because it interferes in the first
steps of the kaurene oxidation patway , preventing the GAs formation, and therefore acts as a
negative control mechanisms of action of gibberellins. Both the presence of paclobutrazol and
the GAj induced changes in gene expression and activation of specific signaling pathways that
act cooperatively in trying to alleviate the effect of stress in trying to establish a return to cellular
homeostasis. Our objectivity in this study is to try to identify the mechanism of action of GAs to
allow a understanding of both morphological and physiological changes experienced by
seedlings. To do this in our studies we selected genes that could present relationship with
carbohydrate metabolism, hormonal responses, with the metabolism of nucleic acids, through
photosynthesis, with the development, with cell division, with protein metabolism, and several
transcription factors that may be involved in these processes, based on results of the metabolism
of carbohydrates found in the biochemical analysis of the seedlings, as well as in anatomical
cuts. The results showed interference of GAj3 in the accumulation of carbohydrates in cell
elongation in genes related to the route of signal transduction of AUX, AUX biosynthesis, GA,
in addition to genes and transcription factors related to cell cycle, photosynthesis, fixing carbon

and many stresses, including the osmotic.
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INTRODUCAO GERAL

1.1  Historico e importancia econémica da cana-de-acicar

A cana-de-actcar (Saccharum spp.) € uma graminea que pertence a familia Poaceae, da
classe das Liliopsida, representante da Ordem Cyperales. Esta ordem caracteriza-se por
apresentar flores pequenas, sem perianto e protegidas por bricteas secas, reunidas em
inflorescéncias (espiga). O fruto € seco do tipo cariopse € com semente que possui endosperma
abundante. O caule é um colmo com nds e entrends (ocos ou cheios). Saccharum sp. sdo plantas
eretas, perenes e rizomatosas, produzindo inflorescéncias formadas por racemos arranjados em
grandes paniculas (PARANHOS, 1987). Acredita-se que as espécies desse género que deram
origem a cana-de-acucar tiveram origem no Sudeste Asidtico ha cerca de 6.000 anos a.C.
(DANIEL & ROACH, 1987). Desde entdo, a cana-de-acticar vem se disseminando pelo mundo,
principalmente nas regides tropicais e subtropicais.

A cana-de-aguicar (Saccharum spp.) pertence a tribo Andropogoneae, da familia
Gramineae (Poaceae). Pertence ao género Saccharum formado por hibridos (ARCENEAU, 1968;
PRINCE 1965) derivados de Saccharum officinarum, S. sinense, S. barbieri e S. spontaneum
(ROACH, 1972). As variedades cultivdveis atuais sdo altamente poliploides e, na média,
apresentam de 100-120 cromossomos, podendo este ndmero variar entre os cultivares
comerciais. Estes, por sua vez, sdo resultado de hibridacdo interespecifica entre as espécies S.
officinarum, que contribui com alto teor de agucar e S. spontaneum, responsdvel pelo vigor
vegetativo e resisténcia a estresses bidticos e abidticos (MING et al, 1998).

Devido a extraordindria capacidade de estocar sacarose nos entrends, a cana-de-acticar
transformou-se em uma importante fonte de energia para o homem e, consequentemente,

tornando-se um alvo prioritdrio para o melhoramento genético (MOORE, 2005).



A partir da sacarose acumulada no colmo da cana-de-agucar € possivel produzir o agicar
(sacarose) e o dlcool (etanol), produtos estes amplamente utilizados pela populacdo mundial e
cuja demanda vem crescendo rapidamente nos ultimos anos. Assim, a cana-de-acliicar vem
gradativamente se destacando como uma das mais importantes espécies vegetais cultivadas pelo
homem, contribuindo atualmente com cerca de 65% de todo o agucar produzido
(INGELBRECHT et al, 1999).

Historicamente, a agroindustria da cana-de-agicar contribuiu de forma marcante nao
apenas na economia do pais, mas também para outros setores: 1) social- através da geracdo de
empregos no campo e nas cidades, 2) estratégico- representando uma alternativa ao petréleo para
a geracdo de energia e 3) ambiental- servindo de matéria-prima para a produg¢do de dlcool
combustivel, menos poluente do que a gasolina.

O bagaco da cana também € de grande interesse para o setor energético, podendo ser
utilizado na co-geracdo de energia elétrica. As fibras podem ainda servir de matéria-prima para
diversos produtos como papel, chapas aglomeradas, racdo animal, etc. O bagaco e palha da cana
sdo fonte de acucares fermentdveis e had intensa atividade de pesquisa para tornar vidvel a
producdo de bioetanol (ou etanol celuldsico).

A cana-de-agucar € cultivada em vdrias regides do mundo, podendo-se destacar como
mais importantes os paises do continente americano, africano e asiatico, totalizando cerca de 121

paises produtores (Figura 1).



Figura 1. Distribuicio do cultivo da cana-de-aciicar no mundo (http://www.sugarcanecrops.com/)

No Brasil, a cultura se adaptou muito bem as condi¢des climdticas, ocupando diferentes
regides do territério nacional, estabelecendo-se principalmente nas regides Centro-Sul e
Nordeste (CARVALHO, 1993) (Figura 2). Atualmente, dentre os paises que cultivam a cana-de-
actcar, o Brasil ocupa posicdo de destaque, com a cana ocupando cerca de 7 milhdes de hectares,
o que significa aproximadamente 2% de toda terra ardvel do Pais. Esta producdo contribui com
34% de toda a producio mundial, seguida pela India, Tailandia e Austrilia. Neste comego do
século, o Brasil se consolidou como o maior produtor mundial de acgticar de cana e a produgdo de
cana-de-agucar para o ano de 2008 foi de cerca de 588 milhdes de toneladas, quantidade 13,9 %
maior que a de 2007. E esperado para 2009 uma producio 16% maior que a de 2008 (Instituto

Brasileiro de Geografia e Estatistica-IBGE).
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Figura 2. Mapeamento do plantio da cana-de-aciicar no Brasil (http://www.unica.com.br).

O estado de Sdo Paulo é responsdvel por 60% da safra brasileira (PESSOA-Jr et al,
2005).

Dada a importincia mencionada do setor sucroalcooleiro na economia nacional e a
demanda global para os préximos anos, do dlcool principalmente, investimentos e pesquisas sdo
necessdrios para atender os desafios que o setor enfrentard para continuar crescendo as taxas
atuais, mantendo acima de tudo, sua lideranca mundial. Nesse contexto, o emprego de
ferramentas de biotecnologia para a compreensio e dominio do metabolismo, no
desenvolvimento e melhoramento genético sdo de suma importancia para acelerar a obtenc¢do de

variedades mais produtivas e/ou eficientes, visando reduzir insumos, custos e impactos ao meio



ambiente. Devido a sua origem interespecifica, a cana-de-actcar possui um dos mais complexos
genomas vegetais, apresentando niveis varidveis de ploidia e aneuploidia. A identificacdo de
genes responsaveis por qualidades agronomicamente desejdveis e sua posterior manipulagdo por
meio de técnicas de biologia molecular sdo passos importantes para a obtencdo de variedades
melhor adaptadas as condi¢des climdticas varidveis. Além disso, devido aos altos niveis de
similaridade genética entre gramineas (GUIMARAES et al, 1997), os estudos realizados em
cana-de-acicar podem ser extrapolados para outras gramineas cultivadas, auxiliando assim a
desenvolver a biotecnologia para gramineas em geral tanto no campo da bioenergia como em

alimentos e outros setores.

1.2 Fotossintese em plantas C,4

O primeiro passo para a descoberta de HATCH & SLACK em 1966 do ciclo C4 foi a
observagdo de um alto conteido de dcido mélico e aspartico em folhas de cana-de-acucar apds a
fotossintese, feita em 1950 por pesquisadores do Havai. Sendo assim, a cana-de-agucar fixa o
CO; em um 4cido orgéanico de 4 carbonos (malato) nas células do mesoéfilo das folhas. O malato
€ entdo transportado para as células da bainha, onde é descarboxilado; o CO, liberado € fixado
em sacarose via Ciclo de Calvin (NELSON & COX, 2000).

Um dos aspectos que evidencia a diversidade fisioldgica na familia Poaceae € a presenca
dessa via alternativa de fotossintese, a via C4 ou o ciclo de Hatch-Slack. Esta via metabdlica esta
associada a ocorréncia de anatomia foliar do tipo “Kranz”, onde a bainha vascular possui células

radialmente dispostas e ricas em cloroplastos (Figura 3A).

A via de fotossintese C4 € referida como muito eficiente, principalmente em plantas de

ambientes com alta irradidncia e temperatura (PEARCY & EHLERINGER, 1984). Nessas



condi¢des hd maior producdo de biomassa, quando comparada as plantas com metabolismo
fotossintético C3 além da utilizagdo mais eficiente de dgua e CO, (SALISBURRY & ROSS,
1991) (Figura 3B). Por essa razdo, essas espécies com metabolismo fotossintético do tipo Cq4

ocorrem abundantemente em savanas tropicais e vegetacdes arbustivas de regides semidridas.

Células do mesofilo Celulas da bainha

Figura 3A. Anatomia Kranz de folhas de plantas C,(TAIZ & ZEIGER, 2004)
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A via metabdlica de sintese de sacarose em plantas C4 € praticamente a mesma para
plantas Cs3, sendo que o modelo proposto por GLASZIOU & GAYLER (1972) para o actimulo
de sacarose ainda é o que melhor descreve esse processo. Nele, a trioseP exportada para o
cloroplasto € convertida para frutose-1,6-bifosfato (Frul,6P2) pela enzima aldolase e
subseqiientemente hidrolisada para frutose-6-fosfato (Frut6P) pela enzima citosoélica frutose-1,6-
bifosfatase (F1,6BPase). Este ultimo passo, irreversivel, é considerado como sendo um
importante ponto de controle (LUNN & FURBANK, 1999). A Frut6P € entdo convertida para
glucose 6-fosfato (Glc6P), glucose 1-fosfato e finalmente para UDP-glucose via UDPGlc-
pirofosforilase. A sintese da sacarose € controlada pela atividade da sacarose fosfato sintase
(SPS) (EC 2.4.1.14) que catalisa a reacdo UDP-glucose + Frut6P => UDP + sacarose 6-fosfato
(Suc6P), sendo posteriormente hidrolisada pela sacarose fosfato fosfatase (SPP) (EC 3.1.3.24).
Esta dltima reacdo, que também € irreversivel, gera sacarose, que sera translocada para os tecidos
dreno e fosfato inorganico (Pi), que retornard ao cloroplasto via translocador de fosfato para o
continuo suprimento de trioseP para o citosol. A sacarose produzida nas folhas € transferida para
o floema e transportada até os entrends, onde € armazenada. Por outro lado, a clivagem da
sacarose € catalisada por duas enzimas: a invertase (EC 3.2.1.26) e a sacarose sintase (EC
2.4.1.13). A invertase é uma hidrolase que cliva a sacarose em dois monossacarideos: glucose e
frutose (através da reagdo: sacarose + H20 => glucose + frutose). Ha varias isoformas de
invertase com diferentes propriedades bioquimicas que podem acumular-se no citoplasma
(invertase neutra), no vacuolo (invertase dcida) e no espaco extracelular (invertase da parede
celular). A sacarose sintase (SS) € uma glicosiltransferase que, na presenca de UDP, converte a

sacarose em UDP-glucose e frutose. Embora exista certa controvérsia a respeito de uma possivel



atividade de sintese da sacarose pela SS, a maior parte das evidéncias demonstra que essa enzima
poderia ser responsdavel pela clivagem da sacarose (BOTHA & BLACK, 2000).

Desde 1960 vaérios grupos tentam elucidar os fatores determinantes no acimulo de
sacarose, apresentando resultados muitas vezes conflitantes. Na década de 60, a enzima invertase
acida solivel (SAI) era identificada como a principal responsavel na regulacdo do acimulo de
sacarose. Pesquisas mais recentes apontam outras enzimas, tais como a SS ou um balanco de
atividade entre diversas enzimas como responsiveis na regulacdo do acimulo de sacarose.
Nenhum desses estudos pode ser considerado conclusivo, uma vez que as comparagdes foram
feitas entre condi¢Ges ambientais divergentes, envolvendo diferentes germoplasmas e tecidos das
plantas. Baseado em resultados obtidos por andlise de niveis enzimaticos e quantidade de aguicar
em varias progénies de cana-de-agucar, concluiu-se que o contetido de sacarose esta fortemente
correlacionado com as atividades de SPS e SAI, propondo-se que o acimulo de sacarose s6 é
possivel quando a atividade de SPS excede a da SAI (BOTHA & BLACK, 2000). Porém, a
diminui¢do da atividade da SAI nem sempre é evidente durante o processo de acimulo de
sacarose tornando incerta a proposta do acimulo de sacarose ser causado pela sua redugdo
(EBRAHIM et al., 1999). Também sdo divergentes os resultados obtidos com a enzima SS que
também parece possuir atividade de sintese, apesar de sua principal atividade ser a de clivagem
de sacarose. Em um estudo feito entre gendtipos de uma populacdo F1 segregante, ZHU et al
(1997) e BOTHA & BLACK (2000) ndo encontraram correlacdo significativa entre a atividade
da enzima SS e o acimulo de sacarose, resultado distinto do observado em diversos estudos e
que relacionam positivamente o aumento de seus niveis com a taxa de acimulo de sacarose e de

maturacdo (LINGLE & IRVINE, 1994; LINGLE, 1997). WHITTHAKER & BOTHA (1999)

estudaram a atividade da enzima fosfofrutoquinase pirofosfatodependente (PFP), que catalisa a



conversdo de frutose 6-fosfato e pirofosfato para frutose 1,6- bifosfato e fosfato inorganico. Foi
observada uma correlacdo inversa com o conteido de sacarose em diversas variedades
comerciais de cana-de-agicar e também em uma populacdo F1 segregante. Em estudos mais
recentes, CASU e colaboradores (2003) obtiveram dados interessantes no perfil de expressdo
génica analisado por arranjos de DNA. Por exemplo, transcritos de enzimas envolvidas na
sintese e clivagem de sacarose, tais como SPS e SS, foram significativamente reprimidos em
tecidos de entren6 maduro, assim como transcritos para 3 enzimas regulatdrias, tais como
frutose-2,6-bifosfato, PFP e fosfoglicomutase. Todos esses dados nos levam a concluir o quéo
complexa € a regulacdo da sintese de carboidratos em cana-de-aguicar e que serd necessario um
aprofundamento ainda maior em estudos sobre o metabolismo de carbono se quisermos entender

como a cana controla seu nivel endégeno de sacarose.

1.2.1 Metabolismo de sacarose em cana-de-aciicar

A cana-de-agicar devido a sua capacidade de produzir e acumular sacarose é uma das
monocotiledoneas de maior importancia econdmica no mundo. O entrené maduro pode acumular
12 - 16% de seu peso fresco e cerca de 50% de seu peso seco em sacarose (BULL &
GLASZIOU, 1963, citado por CASU et al, 2003). Desta maneira, o aumento da concentracao de
sacarose em plantas de cana-de-agicar vem sendo objeto de estudo hd vérias décadas. Porém,
pouco se sabe sobre os determinantes fisioldgicos e genéticos responsdveis pelo seu acimulo.

O metabolismo de carboidratos nas folhas sofre profundas alteracdes durante o
desenvolvimento da planta. As folhas jovens sdo heterotréficas, pois dependem de carboidrato
importado de outras regides da planta. As folhas adultas, por outro lado, sdo autotréficas, ou seja,

elas produzem fotoassimilados e atuam como a maior fonte de transporte de agucar. Essa



conversdo de dreno para fonte acarreta em varias mudangas fisioldgicas na folha, que podem ser

responsaveis pela capacidade de acumular sacarose nos entrends, especialmente nos vacuolos.

1.3 Parede celular: aspectos gerais

A parede celular € uma estrutura muito dindmica e complexa e estd relacionada a diversos
processos, como dar forma e tamanho as células, conferir resisténcia mecénica aos tecidos,
controlar a expansdo celular, atuar sobre o transporte intercelular, participar da sinalizacdo e do
reconhecimento entre células, armazenar compostos de reserva e moléculas reguladoras e
sinalizadoras que controlam diversos processos fisioldgicos celulares, além de participar dos
mecanismos de protecdo contra microorganismos (DARVILL et al., 1992, ALDINGTON &
FRY, 1993).

A composicdo dos monossacarideos da parede é relativamente constante (FRY 1988;
BRETT & WALDRON, 1996). Eles sdao organizados em polissacarideos como a celulose, que é
o principal composto das paredes celulares de plantas superiores. A celulose é um polimero
linear constituido por unidades de glucose, unidas entre si por ligacdes glicosidicas do tipo [-
(1—4). As hemiceluloses sdao polimeros que interagem fortemente com a celulose. Dentre elas,
as mais comumente encontradas sao os mananos, na maioria das vezes em tecidos de reserva, e
xiloglucanos, em paredes celulares primdrias e também em tecidos de reserva. Os xiloglucanos
s@o polissacarideos de reserva ou de parede primdria (a parede que se forma logo apés a divisao
celular e ainda nao se diferenciou em outro tipo de parede como as de tecidos vasculares ou de
reserva), e assim como a celulose, apresentam cadeia principal composta de glucoses unidas
entre si por ligagdes do tipo B-(1—4), ramificada com liga¢des o-(1—6) por residuos de xilose,

ou ainda oligossacarideos que contém uma galactose ligada a xilose. Os xiloglucanos de parede
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primdria podem apresentar também residuos de fucose ligados a uma das galactoses. Porém, a
fucosilacao ndo ocorre no polissacarideo de reserva (BUCKERIDGE et al., 2000). O xiloglucano
apresenta ramificacoes em pontos especificos com a xilose a-(1—6), a qual se liga com a
galactose B-(1—-2), e algumas galactoses no caso da parede primdria estdao ligadas a fucose
através de ligacdes glicosidicas do tipo a-(1—6). As ramificacdes com xilose sdo regulares,
sendo que na maioria dos xiloglucanos uma a cada quatro ou cinco glucoses ndo apresenta
ramificacoes (BUCKERIDGE et al., 2008). Os mananos puros sdo polimeros constituidos por
manoses, unidos através de ligacdes glicosidicas do tipo B-(1—4). Os mananos podem ser
classificados como os galactomananos, que possuem ramificacdes de galactose, ligadas a cadeia
principal através de ligacdes glicosidicas do tipo a-(1—6), ou ainda os galactoglucomananos,
que possuem a cadeia principal formada por manoses intercaladas com glucose (geralmente duas
moléculas de glucose para uma de manose), ligadas através de ligacdes glicosidicas do tipo B -
(1—>4), e ramificagcdes de galactose com ligacdes glicosidicas do tipo a-(1—6). Os
glucuronoarabinoxilanos (GAX) sdo polimeros dcidos e possuem uma cadeia de xiloses unidas
por ligagdes do tipo B -(1—4), ramificados com arabinose e com dcido galacturdnico. Sdo
caracteristicos de monocotiledoneas e aparecem também na parede celular de tecido vascular
(xilema) (BUCKERIDGE el al, 2008). Outro grupo de polissacarideos da parede celular é o das
pectinas, que é constituido de polimeros menos fortemente ligados a parede que as hemiceluloses
e tém um cardter dcido. Além desses polissacarideos, a parede celular possui aproximadamente
10% de sua massa na forma de proteinas, que podem ter a funcdo estrutural (expansina, por
exemplo) ou enzimatica e estdo relacionadas com o metabolismo de polissacarideos.

CARPITA & GIBEAUT (1993) propuseram que no reino vegetal as paredes poderiam

ser divididas em Tipos I e II. A divisdo proposta nesse artigo foi baseada principalmente na
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composi¢do de hemiceluloses e na proporcao entre as matrizes. Na parede Tipo I o xiloglucano é
a principal hemicelulose e as propor¢cdoes de celulose, hemicelulose e pectinas seriam de
aproximadamente 30% cada, com cerca de 10% de proteinas. A parede do Tipo II seria a parede

caracteristica das Poaceae, que veremos a seguir.

1.3.1 Parede celular de Gramineas

Um modelo que diferencia a composi¢do quimica de parede celular de Dicotiledoneas e
Monocotiledoneas foi proposto hd mais de 20 anos (DARVILL et al., 1980). Talvez pela grande
importancia econdmica dos cereais, a maioria das monocotiledoneas estudadas foi de gramineas
(CARPITA, 1996). Segundo CARPITA & GIBEAUT (1993) gramineas e cereais apresentam
parede do tipo II (Figura 4). Nas gramineas os glucuronoarabinoxilanos (GAXs) contituem a
hemicelulose principal, apresentando ligacdes com dcidos ferdlicos que interagem com as
microfibrilas de celulose, formando o dominio celulose-hemicelulose da parede celular
(BUCKERIDGE et al., 2004). Esses polissacarideos sdo constituidos por uma cadeia carbonica
principal de residuos de xilose P -(1,4) com ramificagdes de arabinose através de ligacdes a-(1,2)
e/ou a- (1,3), e de acido glucurdnico através de ligacdo a- (1,6) (figura 5). Os GAXs, em
conjunto com a celulose e os B-glucanos, constituem o arcabouco das paredes celulares das
gramineas, formando parte do esqueleto da parede, o qual mantém a integridade do tecido
(FINCHER et al, 1986).

Aparentemente, os GAXs surgiram ao longo da evolu¢do em monocotileddoneas como
provavel substituto do xiloglucano na func¢do de alinhamento das microfibrilas de celulose
(BUCKERIDGE et al., 2004). Enquanto os GAXs correspondem a 70% do total da parede, as

pectinas nao ultrapassam 5%. Em funcdo disso, tem sido proposto que os GAXs compartilham
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com as pectinas a fun¢do de porosidade e também a manutencdo de um ambiente idnico na
parede celular (BUCKERIDGE et al., 2004), bem como a inibicdo intercelular de formacdo de

gelo, principalmente nas culturas de inverno (KINDEL et al., 1989).

| Microfibras |

| B-D Glucano |

i

| Compostos |

Ryl

| RG T com arabinose |

Figura 4 — Modelo de organizacio estrutural de paredes celulares encontradas em gramineas,
ilustrando seus principais componentes (CARPITA & GIBEAUT, 1993). GAX:
glucuronoarabinoxilano, RG - I: rammogalacturonano 1.
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Figura 5 — Glucuronoarabinoxilano presente em gramineas e na maioria das Comelinéides
(BUCHNAN et al., 2000).
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Outra caracteristica muito importante das gramineas, e de outras Poales (sensu
DAHLGREN, 1985), adquirida ao longo da evolucio, é a presenca de -glucanos, um polimero
linear formado por residuos de glucoses ligadas entre si por ligacdes B-(1,3) e  -(1,4).

Os B-glucanos sdo abundantes em paredes celulares de células endospérmicas de
sementes de gramineas, podendo compor 70% desses tecidos (FINCHER & STONE, 1986). Em
plantulas de milho, por exemplo, a quantidade PB-glucanos aumenta durante a expansdo dos
coledptiles e das folhas (CARPITA, 1984) e decresce quando o crescimento cessa (CARPITA &
KANABUS, 1998). Em células meristeméticas este polimero é raro, mas em paredes de células
em alongamento aparecem em grandes quantidades, coincidindo com a razdo méxima de
alongamento (KIM et al, 2000).

Na tabela 1 temos um resumo das principais caracteristicas da parede tipo I e do tipo II.

Tabela 1: Resumo de acordo com CARPITA & GIBEAUT (1993) das principais caracteristicas em
relacdo a composicao da parede celular do tipo I e I1.

Constitui¢ao PAREDE TIPO I (dicotileddneas) PAREDE TIPO II (monocotileddneas)

Principal hemicelulose Xiloglucano (até 30%) Glucoranoarabinoxilano (GAX), -

glucano (até 80%)

Celulose até 30% até 20%
Pectina até 30% até 5%
Proteinas até 10% até 8%

LIMA et al. (2001) encontraram 469 genes (ESTs expressos) relacionados a parede
celular em cana. O padrao de expressao foi consistente com a parede celular do tipo II. Em 2003,

SILVA reportou a composicao e estrutura dos mesmos tecidos utilizados para a realizacdo do

14




projeto EST (SUCEST-FAPESP) e demonstrou que a parede da cana € formada por
arabinoxilanos e -glucanos como principais hemiceluloses, mas contando também com pequena

proporcao de mananos e pectinas.

14 Germinacao de sementes in vitro

As primeiras técnicas de cultivo in vitro surgiram no inicio do século XX. Diversas
experiéncias foram realizadas em diferentes paises do mundo. Muitas fontes vegetais, diversos
meios de cultura e condi¢des ambientais foram testadas sem que houvesse uma definicdo de um
protocolo Unico para todas as espécies, fato este devido as diferentes necessidades de cada
planta, com relacdo a nutrientes, fotoperiodo, fisiologia, etc. (TORRES et al., 1998).

A propagacdo de muitas espécies, normalmente ocorre através de sementes (RIBAS et al.,
2005), e uma das maiores dificuldades nessas condi¢cdes no estabelecimento do cultivo in vitro
estd na obten¢do de tecidos livres de contaminagdo (BIANCHI et al., 2003), tendo em vista que
as sementes permanecem um bom periodo no campo, estando dessa forma mais susceptiveis aos
microorganismos (bactérias, fungos, entre outros). Em funcdo disso, sdo rotineiramente
contaminadas tanto interna como externamente por patdégenos que sdo dificeis de controlar,
sendo que a desinfestacdo e desinfec¢do podem causar danos aos tecidos ou mesmo levé-los a
morte (ANDRADE et al., 2000).

Segundo CID (2006) a assepsia é entendida como um conjunto de técnicas para tornar um
explante ou qualquer parte da planta livre de microorganismos. Para o autor, na obtencdo de
material vegetal livre de contaminantes € inevitdvel a utilizacdo de antissépticos, sejam estes
bacteriostéticos (inibem o crescimento de bactérias nas fases iniciais do cultivo) ou germicidas,

associada a uma manipulacdo correta dos explantes em ambiente axénico (livre de
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contaminantes). Existem diversas substancias que podem ser utilizadas para a assepsia do
material vegetal, dentre estas podemos citar: os antibidticos, alcodis (etanol), halogénicos
(hipoclorito de célcio e hipoclorito de s6dio), sais de metais pesados (cloreto de mercurio) e
fungicidas organicos (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998; CID, 2006). Os agentes
desinfestantes podem ser utilizados de maneira associada ou ndo, para uma maior eficiéncia do
protocolo de desinfestacdo. A concentracdo da solug¢do, a combinacdo dos principios ativos € o
tempo de exposicdo podem variar muito (MONTARROYOS, 2000; CHAVES et al, 2005),
fazendo-se necessdria, portanto, a definicdo de um protocolo eficiente de desinfestacdo de acordo

com a espécie e com a sensibilidade do tecido a ser desinfestado.

1.4.1 Constituicao do meio de cultura

De modo geral, o cultivo in vitro de plantas € influenciado pelo meio nutritivo, tipos e
condi¢des fisioldgicas do material vegetal, gendtipos, condi¢cdes de cultivo e pelos
fitorreguladores.

Os meios de cultivo podem variar sua composi¢do, mas em geral, possuem grande
quantidade de macro e micronutrientes em diferentes proporcdes, responsdveis pelo crescimento
da planta como um todo, carboidratos como fonte de carbono (sacarose, glucose, maltose),
devido a baixa capacidade fotossintética das plantas na propagacdo in vitro (COHEN, 1995),
vitaminas (tiamina, piridoxina e dcido ascorbico), além de inositol e sorbitol (DAMIAO FILHO,
1995; HU & FERREIRA, 1998). O pH da maioria dos meios de cultura € ajustado entre 5,5 e
6,0 (CALDAS & BUSO, 1998).

O meio de cultura, além de fornecer as substancias essenciais para o crescimento

(TORRES et al.,1998), também controla o padrio de desenvolvimento in vitro, devido as
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diferentes respostas do material vegetal frente as combinagdes hormonais e condicdes de
cultivo. Em geral, durante o desenvolvimento da cultura, vérios ensaios devem ser conduzidos
inicialmente no sentido de determinar as melhores condi¢des de cultivo (TIWARI et al., 2001;

VENKATAIAH et al., 2003).
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Parte I — Determinacao das condicoes 6timas de cultivo e avaliacao
do desenvolvimento de plantulas e do metabolismo de carboidratos

em cana-de-acicar

RESUMO

A Parte I desta tese teve foco na determinacdo das melhores condicdes para obter a maxima
germinacdo das sementes e também a obtencdo de plantulas de crescimento que poderiam ser
submetidos a tratamentos com giberelina As. As condicdes gerais de assepsia para a germinagao
de sementes e crescimento inicial da plantula foi obtida utilizando meio de cultura (Murashigue-
Skoog (MS). A presenca de sacarose no meio foi avaliada através da massa fresca, composi¢ao
e teores de carboidratos. A fim de encontrar o melhor tempo durante o dia para extrair e analisar
os hidratos de carbono, as plantas foram colhidas nos tempos 0, 6, 12 e 18 horas e submetidas a
extracdo dos agucares soluveis, amido e polissacarideos da parede celular. Os teores de amido
em plantulas foram préximas de zero, e foram desconsiderados. Da mesma forma, a sacarose nao
foi detectada nas raizes da cana, quando as plantas foram cultivadas no meio MS sem sacarose.
No entanto, a sacarose foi detectada nas raizes das plantulas cultivadas com sacarose, o que
sugere que este dissacarideo pode ser absorvido durante o crescimento das plantulas,
provavelmente através das raizes. A auséncia de sacarose em raizes pode ser explicada pelo fato
de que as raizes crescem muito pouco durante esta fase do ciclo de vida da cana. A sacarose nao
apresentou efeito significativo sobre nenhuma dessas varidveis durante os experimentos. Nesse
sentido, nao foi considerada a utilizacdo de sacarose nos experimentos seguintes. Outro objetivo

da primeira parte foi descobrir se os aguicares variam amplamente durante o dia e noite para que
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os experimentos com a adi¢do de hormodnios e inibidores pudessem ser melhor planejados.
Verificou-se que a maioria dos agicares t€ém um discreto pico 6 horas apds a germinacao,
especialmente quando a sacarose ndo € adicionada ao meio, mas essa variagdo nao foi
considerada suficientemente importante para interferir nos experimentos comparativos. Vale
salientar que a amplitude de variacdo de concentracdo de agicar em plantulas é menor na
presenca de sacarose, o que pode significar que o metabolismo de carboidratos parece ser
controlado pelos niveis endégenos de sacarose. Esta parte da tese, assim, definiu as condi¢des

basicas do meio e o tempo de coleta que foram utilizados nos experimentos realizados com a

aplicacdo de GAs.
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SUMARY

The Part I of this thesis had a focus on determining the best conditions to obtain maximal seed
germination and also to obtain growing seedlings that could be submitted to treatments with
gibberellin As. The general conditions to reach aseptic seed germination and early seedling
growth was obtained using Murashigue-Skoog (MS) medium. The presence of sucrose in the
medium was experimentally evaluated by following fresh mass and carbohydrate contents and
composition. In order to find the best time during the day to extract and analyze carbohydrates,
seedlings were harvested at 0, 6, 12 and 18 hours and subjected to extraction of soluble sugars,
starch and cell wall polysaccharides. The levels of starch in seedlings were near zero and we
decided to consider that no starch is present in seedlings at this stage. Likewise, sucrose was not
detected in sugarcane roots when seedlings were grown without sucrose. However, sucrose was
detected in roots of seedlings grown with sucrose, what suggests that this disaccharide can be
absorbed by the growing seedlings probably through the roots. The absence of sucrose in roots
might be explained by the fact that roots indeed growth very little during this phase of sugarcane
life cycle. Sucrose did not present significant effects on any of the variables followed during the
experiments. On this basis, it was deemed not to use sucrose in the following experiments.
Another objective of part I was to find out whether sugars would vary largely during day and
night so that further experiments could be better planned. It was found that most sugars have a
discrete peak at 6h after germination, especially when no sucrose is added to the medium, but
this variation was not considered significant enough to interfere in the experiments. It is
noteworthy that the amplitude of sugar concentration variation in seedlings is smaller in the
presence of sucrose, what might mean that carbohydrate metabolism seems to be controlled by

the endogenous levels of sucrose. This part of the thesis thus set up the basic conditions of
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medium and collection time that were used in the further experiments performed with the

application of GAs;.
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1. INTRODUCAO
1.1  Cultivo e desenvolvimento da cana-de-aciicar

Como a maioria das espécies de Poaceae, a cana-de-aclicar (Saccharum ssp) se
desenvolve formando touceiras (SEGALLA, 1964). Na prética, a cana-de-acucar € propagada
vegetativamente por seccdes do colmo, denominadas toletes, contendo uma ou mais gemas. O
processo de transi¢do da gema do estado de dorméncia para o crescimento ativo € um fendmeno
complexo, desencadeado por enzimas e regulado por hormoénios de crescimento (MALAVOLTA
& HAAG, 1964). A brotagdo da gema se inicia com o crescimento das raizes de fixacdo, que
ap6s o desenvolvimento das raizes verdadeiras, desintegram-se (PINTO, 1965). O sistema
radicular da cana-de-actcar pode atingir grandes profundidades, aumentando as possibilidades
de sobrevivéncia, mesmo em periodos de deficiéncia hidrica. O crescimento e a distribui¢do das
raizes variam acentuadamente com a idade da planta e podem variar também em fun¢do da
freqiiéncia de irrigacio (MACHADO, 1987). O colmo que se desenvolve a partir da gema €
denominado, inicialmente, de “materno” ou primdrio. Esta estrutura € composta por uma
sucessdo de entrends em diferentes estddios fisioldgicos (entrends maduros, em maturagcdo e
imaturos). Os entrends imaturos, que possuem crescimento intenso, estdo localizados na regido
do colmo com folhas verdes, sdo fibrosos, com alta concentracdo de hexoses e baixa
concentracdo de sacarose (PARANHOS, 1987). A medida que esses entrends se desenvolvem, a
taxa de crescimento diminui progressivamente e ocorre, em condi¢cdes favordveis, o
armazenamento de sacarose (MACHADO, 1987). As folhas sdo inseridas nos nés, ocupando
usualmente posi¢cdes alternadas no colmo. S@o constituidas de duas partes: bainha (parte que
sustenta e fixa a folha no colmo) e lamina, que apresenta comprimento e largura varidveis e

possui as margens serreadas (PINTO, 1965). No periodo inicial do desenvolvimento da cana, a
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maior parcela de fotoassimilados produzidos € destinada ao crescimento das folhas
(MACHADO, 1987).

Segundo VAN DILLEWIIN (1952), o crescimento e desenvolvimento da cana-de-acticar
dependem de fatores internos e externos, sendo estes iltimos especialmente elementos climéticos
como precipitacido, umidade do ar e temperatura.

Os ciclos de desenvolvimento da cultura estdao apresentados na Figura 6, onde o primeiro
ciclo representa a evolu¢do da cana em 12 meses, chamado de cana de ano ou de cana de 12
meses. O outro ciclo representa as canas que se desenvolvem em 18 meses, sendo chamadas de
cana de ano e meio ou de 18 meses (CASTRO, 1999). Apds o primeiro corte, o ciclo passa a ser
sempre de 12 meses para todas as variedades. A cana cultivada atualmente no Brasil constitui

diversas variedades obtidas através de melhoramento genético, que conferiu a planta maior

produtividade e resisténcia a doengas (FIGUEIREDO et al., 1995).

1.2 Plantulas como modelo de estudo
Os efeitos das giberelinas foram incialmente estudados em germinacdo de plantulas de
cereais. Esse modelo pioneiro de estudo foi extrapolado para diversas culturas da familia

Poaceae, nos diversos ramos da biologia.
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Figura 6. Ciclo evolutivo da cana de 12 e 18 meses, na regiao Centro-Sul do Brasil. fonte: ALFONSI et
al. (1987).

Em nosso trabalho, foi desenhado um modelo piloto para a implementacdo do cultivo in
vitro de plantulas de cana-de-acicar, que podera ser utilizado ndo s6 para os estudos de
metabolismo de carboidratos na presenca de GAj, mas também auxiliar na compreensdo de
aspectos importantes do controle do desenvolvimento em geral e do metabolismo dessa cultura
em particular.

Espécies da familia Poaceae tém um potencial econdmico gigantesco, uma vez que
culturas muito importantes, como 0s cereais, principalmente arroz, trigo, aveia, as forrageiras e a
cana-de-acucar, as coloca em posi¢ao de destaque na alimentagdo humana e dos animais, além, é
claro do potencial energético. Portanto, o conhecimento cientifico sobre a familia € essencial, e
aprimorar os modelos de estudo significa condicionar a compreensdo do funcionamento das
culturas que servem de alimento para toda a humanidade (KELLOG, 1998). O interesse
econdmico no cultivo de gramineas procede do bom desempenho fotossintético, e

consequentemente da producdo e acimulo de carboidratos, seja na forma de amido dos cereais,
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de sacarose da cana-de-agucar, fibras dietéticas a partir do endosperma de grdos de aveia, e

também produc¢do primadria para a alimentacdo dos herbivoros (CHAPMAN, 1996).
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2. OBJETIVOS

e Estabelecer os parametros para obter a germinagdo de sementes in vitro;

e Avaliar as condicdes de cultivo;

e Verificar as variagdes no metabolismo de carboidratos ao longo do dia.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Material vegetal e condicoes de cultivo

Foram utilizadas sementes de cana-de-acucar (Saccharum sp.) desenvolvidas e cedidas
pelo CTC (Centro de Tecnologia Canavieira, Piracicaba, SP). A cultivar € proveniente do
cruzamento CR88258.

A assepsia das sementes foi feita com 2 gotas de detergente tween 20 em 50 ml de dgua
por 12 minutos, posteriormente as mesmas foram tratadas em 50 ml de etanol 70 % por 2
minutos e por ultimo foram lavadas em 50 ml de hipoclorito de sédio comercial (concentragdo de
3%) por um periodo de 35 minutos. Para essas propor¢des sempre foi utilizado 1 g de semente,
com agitacdo moderada em todas as etapas. Finalmente as sementes foram enxaguadas de 4 a 5
vezes com dgua Milli-Q estéril no fluxo laminar.

A germinacdo das sementes € o desenvolvimento das plantulas foram realizados in vitro
em meio de cultura MS sélido (MURASHIGE & SKOOG, 1962) (figura 7A e B ), com
modificagcdes, em temperatura constante de 25° C e fotoperiodo de 12 horas. As plantulas foram

coletadas com 28 dias de tratamento.

Figura 7. Plantulas de cana-de-aciicar cultivadas in vitro em meio de cultura MS. Plintulas com 6 dias
de cultivo e em B com 30 dias.

34



3.2 Preparacao do Meio de Cultura
Foram preparados meios de cultura baseados em MURASHIGE & SKOOG (1962),

conforme descrito abaixo:
Solucdo de Macronutrientes: KNO3; 190 mg.L'l, NH4sNO; 165 mg.L'l, CaCl,.H,O 44 mg.L'l,
MgS0,4.7H,0 37 mg.L", KH,PO4 17 mg L™
Solucdo de Micronutrientes: MnSO4.4H,0 4.4 mg.L'l, 7/nS04.7H,0 1,7 mg.L'l, H;BO; 1,2
mg.L", KC1 0,16 mg.L", NaMnO4.2H,0 50 ug.L" , CuS04.5H,0 5 pg.L", CaCL.6H,0 5 pg.L”
1

Ap6s a adigdo dos macro e micronutrientes, acrescentou-se 27 mg.L-1 de Fe-EDTA, 100
mg.L'1 de mio-inositol, 0,1 mg.L'1 de tiamina, 2 g.L'1 de phytagel e sacarose foi removida no
meio SS (Meio MS Sem Sacrose). O pH foi ajustado para 5,8 com KOH e a esterilizacdo foi

realizada em autoclave a 120 °C por 15 minutos.

3.3 Tratamentos realizados

Para a padronizagcdo da metodologia de assepsia, foram testadas duas concentracdes de
etanol (70 e 80%), duas concentragdes de hipoclorito de sdédio comercial (Candida) 50 e 100% e
por ultimo trés tempos de exposicao ao hipoclorito (20, 35 e 60 minutos). As sementes foram
submetidas a dois tratamentos: Meio MS MURASHIGE & SKOOG (1962), que ja contém 20
mg.L"' de sacarose e meio SS, que é o mesmo meio MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962), no
entanto, sem adicdo de sacarose.

As plantulas foram divididas em 2 grupos: meio sem sacarose (SS) e com sacarose (MS),
e foram mantidas nessas condi¢des por 28 dias. As plantulas foram coletadas a cada 6 horas,

completando um ciclo de 24 horas de coleta. O fotoperiodo no qual as plantas estavam expostas
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foi de 12 horas (com luz das 7 horas as 19 horas). E em todos os experimentos foram separadas

a parte aérea do sistema radicular das plantulas.

3.4 Delineamento experimental e analises estatisticas

Os tratamentos foram dispostos em delineamento experimental inteiramente casualizado
com 3 frascos, cada qual representando uma repeticdo contendo aproximadamente 20 plantas.
Aos dados quantitativos obtidos, aplicou-se andlise de varidncia, Anova one-way, €, nos casos
significativos, comparou-se as médias pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade

(GOMES, 1990). Médias assinaladas com letras,diferem significativamente.

3.5 Quantificacao de carboidratos soliveis

Para a quantificacdo de carboidratos soluveis foi utilizado o material vegetal congelado
em nitrogénio liquido. Com o auxilio de cadinho e pistilo o material foi pulverizado e apds essa
etapa, liofilizado. Em seguida, 20 mg do pé obtido de cada uma das amostras foram submetidos
a extracdo com 2 mL de etanol 80% (v:v) durante 20 minutos a 80 °C por 5 vezes, para a
completa extragdo dos agucares soldveis. Todo sobrenadante obtido foi misturado e reduzido a 1
ml em speed vac, posteriormente uma aliquota de 20 ul foi utilizada para quantificacdo de
acucares soliveis totais utilizando o método colorimétrico fenol-sulfiurico (DUBOIS et al.,
1956), foi utilizado glucose 1 mg.ml'1 como padrdo.
3.6  Quantificacao dos aciicares redutores

A quantificagdo dos agucares redutores foi realizada pelo método colorimétrico
SOMOGY-NELSON (SOMOGY, 1945). Foi utilizada uma aliquota proveniente da mesma

~ . Lo . 2 . 1 ~
extracao dos acucares soluiveis e nesse caso também foi usada glucose (1 mg ml-") como padréo.
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3.7  Extracao e analise dos monossacarideos neutros da parede celular

Para a andlise de monossacarideos neutros da parede celular, o pellet proveniente da
extragdo dos agucares soluveis foi lavado diversas vezes com dgua Milli-Q (até a retirada total do
residuo de etanol) e seco em liofilizador. Posteriormente, foram submetidas a hidrélise 4cida.
Um mg de material seco foi transferido para um tubo conico. Em seguida, foram adicionados
100 ul de écido sulfiirico 72%, e mantido em banho a 30° C por 45 minutos. Apds este periodo
de pré-hidrolise, foram acrescidos ao tubo 1,7 ml de dgua destilada e o material foi autoclavado
por 1 hora a 120 °C. Em seguida o material foi neutralizado com hidréxido de sédio 50% (p/v) e
centrifugado (9.000 x g por 5 minutos) por ultimo foi submetido a coluna de troca idnica
(Dowex®) para retirada de sais.

Os monossacarideos presentes foram analisados por cromatografia de troca i0nica de alta
performance (High Performance Anion Exchange Chromatography-HPAEC) AS 500 (Dionex-
Sunnyvale, CA) com coluna CARBOPAC PA1 associada a detec¢do por pulso amperométrico
(PAD). Para os monossacarideos o programa utilizado foi uma elui¢do isocratica de dgua Milli-Q
(0,9 ml.min-1) durante 30 minutos, seguida de recuperacdo da coluna com NaOH 0,5 M por 15
minutos, tendo como padrdo: fucose (Fuc), arabinose (Ara), rhamnose (Ram), galactose (Gal),

Glucose (Glu), xilose (Xil) e manose (Man) 0,1 mM.

3.8 Quantificacao de amido

A partir da extracdo dos acuicares soliveis totais, o pellet foi lavado 3 vezes com dgua
Milli-Q e liofilizado para secagem, depois foram reservados 10 mg desse material e foi
utilizado o método enzimatico para dosagem de amido (AMARAL et al., 2007). As etapas para

quantificacdo de amido estdao resumidas na figura 8.
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Material Fresco

maceracdo em N, liquido ~ —>liofilizar —100 mg

(5x) extragao em etanol 80% (80°C/20 min )

g
precipitado

lavar o precipitado com dgua Milli-Q (3x)

v

liofilizar (10 mg) sobrenadante (reduzir em speed vac)

(2X) incubar 500 pl a-amilase filtrar
(75 °C/30 min) }\A ac. sol. totais (20 ul)
(2X) incubar 500 pl amiloglucosidase actucar redutor (25 ul)
(50 °C/30 min)
100 pl de 4cido perclérico 0,8 M
centrifugacao (9.000 x g/ 5 min)
20 pl do sobrenadante + 300 ul de GODPOD

(Temp. ambiente/ 15 min)

Espectrofotometro (490 nm)

1 mg
Pré-hidrélise (100 pl dc. Sulfurico 72%) - 30 °C/45 min
Precipitado (1,7 ml de d4gua milliq) - 120 °C/60 min (autoclave)
LNeutralizar, passar na coluna Dowex
HPAE

(coluna PAT - eluente: dgua)

Figura 8 . Esquema das principais etapas da extrac¢iao de agiicares soliveis e monossacarideos
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4. RESULTADOS

4.1

Assepsia das sementes

Para avaliacdo das condi¢des de assepsia durante a germinacdo e desenvolvimento das

plantulas foram feitas combinagdes associadas de agentes desinfestantes visando as melhores

respostas em relacdo a germinagdo das sementes e os indices de contaminagdo principalmente,

por fungos no meio de cultura. Tratamentos realizados:

1)

2)

3)

4)

Duas gotas de detergente tween 20 por 12 minutos, seguido de 2 minutos em etanol 70%
e por ultimo 20 minutos no hipoclorito de sddio comercial (Candida) na concentracdo de
50%.

Duas gotas de detergente tween O 20 por 12 minutos, seguido de 2 minutos em etanol
70% e por ultimo 35 minutos no hipoclorito de sédio comercial (Candida) na
concentracdo de 50%.

Duas gotas de detergente tween 20 por 12 minutos, seguido de 2 minutos em etanol 70%
e por ultimo 35 minutos no hipoclorito de sddio comercial (Candida) na concentracdo de
100%.

Duas gotas de detergente tween O 20 por 12 minutos, seguido de 2 minutos em etanol
70% e por ultimo 60 minutos no hipoclorito de sédio comercial (Candida) na

concentracdo de 100%.

No tratamento 1, onde o tempo de exposi¢cdo ao hipoclorito foi relativamente curto, e

concentracdo foi de 50% todo material foi contaminado por fungos. No tratamento 4, em que a

exposicao ao hipoclorito demorou 60 minutos, nenhuma semente germinou, mostrando assim

alta toxicidade aos embrides. Entre os tratamentos 2 e 3, o tratamento 3 apresentou uma taxa de
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germinacdo 20% menor que o tratamento 2, no entanto ficou 70% livre de contaminacdo por

agentes externos (fungos), enquanto que o tratamento 2 foi contaminado em 50%.

4.2 Efeito da composicao do meio de cultura, horario de coleta do material vegetal e as
metodologias para analises dos carboidratos.

Na figura 9A, na parte aérea das plantulas submetidas ao tratamento (SS), onde a
sacarose ndo foi acrescentada ao meio de cultura, percebemos que as 6 horas ocorreu um pico de
acucar em relagdo aos demais hordrios. No meio MS (onde ha presenca de sacarose no meio de
cultura) ao longo do dia ndo houve variagdes significativas nos teores dos acucares soluveis
totais.

Na figura 9B, que se refere aos teores de acucares redutores na parte aérea das plantulas
submetidas aos tratamentos SS e MS, podemos observar praticamente a mesma situacdo relatada
em relacdo as variacOes dos agucares soluveis totais, inclusive no tratamento SS, também
ocorreu um pico de sintese de actcares redutores.

A sacarose é um tipo de agucar soldvel nao-redutor, com isso, fazendo a subtracdo dos
acucares redutores dos soluveis totais encontramos o valor correspondente ao teor de sacarose na
amostra. Na tabela 2 sdo mostrados os teores de sacarose na parte aérea das plantulas de cana-de-
acticar. No tratamento sem sacarose, o teor deste agicar na parte aérea de plantulas de cana
apresentou um pico as 6 h e depois decresceu linearmente durante o dia. J4 no tratamento em que
as plantulas foram cultivadas em meio contendo sacarose, o pico ocorreu as 12 h. Além disso, o

nivel maximo atingido as 12 h foi o dobro no tratamento com sacarose.
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Figura 9: A. Teores de aciicares soliveis totais ; B. Teores de acicares redutores na
parte aérea de plantulas de cana-de-aciicar com 28 dias de tratamento em meio MS (ha
presenca de sacarose) e no meio SS (sem sacarose) ao longo de 24 horas de coleta. A analise
estatistica utilizada foi Anova one-way (n=mix de 20 plantas; 3 repeticoes). Médias
assinaladas com letras diferentes diferem significativamente pelo teste de Tukey (P < 5%).

Tabela 2. Concentracao de Sacarose na parte aérea de plantulas de cana-de-acticar em
diferentes horarios de coleta em meio de cultura contendo sacarose (MS) e sem adicao de
sacarose (SS). A andlise estatistica utilizada foi Anova one-way (n=mix de 20 plantas; 3
repeticoes). Médias assinaladas com letras diferentes diferem significativamente pelo teste
de Tukey (P <5%).

Teor de Sacarose (mg.g"'FW)

Horario de coleta Meio Sem Sacarose (SS) Meio Com Sacarose (MS)

Oh 1941 +1cd 29,29+03b
6h 2934+1Db 27,778 £0,5 be
12h 24,59 £0,5 be 4498 £0,5a
18 h 20,06 +0,5d 29,86 = 3 be
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Com relacdo as dosagens dos carboidratos realizadas nas raizes, os dados serviram de
parametros para a alteracdo na metodologia nos experimentos posteriores, j4 que os teores de
acucares redutores foram maiores que os dos acticares soldveis totais, sugerindo dessa forma,
que os valores encontrados para sacarose no sistema radicular seria negativo. Isto provavelmente
foi ocasionado pela grande quantidade de compostos redutores, como aminodcidos, por exemplo,

presentes no referido tecido.

A anélise dos monossacarideos na fracao total da parede celular de plantulas de cana-de-
acticar (figura 10) mostra em ambos os tratamentos (MS e SS) tanto na raiz quanto na parte
aérea resultaram em uma predominancia dos polissacarideos de xilose, arabinose e glucose. A
glucose pode ser proveniente da solubilizacdo do B-glucano, e a grande quantidade de xilose e
arabinose seria justificada pela formag¢do do arabinoxilano. Os resultados mostram, na parte
aérea apenas, um efeito discreto da sacarose (meio MS) que induziu a uma pequena diminui¢ao
na propor¢do de manose com concomitante aumento proporcional de xilose e arabinose (embora

nao tenha acontecido de forma significativa).
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Figura 10. Composicao dos monossacarideos neutros da fracao total da parede celular da
parte aérea e do sistema radicular plantulas de cana-de-acicar com 28 dias de tratamento
em meio sem sacarose e meio MS (contendo sacarose. A analise estatistica utilizada foi
Anova one-way (n=mix de 20 plantas; 3 repeticoes).
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diferentes diferem significativamente pelo teste de Tukey (P <5%).
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5.DISCUSSAO

Sabe-se que um dos maiores desafios no estabelecimento in vitro das espécies agricolas,
estd na obten¢do de tecidos livres de contaminagdo (BIANCHI et al., 2003), tendo em vista que
eles permanecem um bom periodo no campo, estando mais susceptiveis aos microorganismos
(bactérias, fungos, entre outros). E em funcdo disso, sdo rotineiramente contaminados tanto
interna como externamente por patdégenos que sdo dificeis de controlar, sendo que a
desinfestacdo e desinfeccio podem causar danos aos tecidos ou mesmo levd-los a morte
(ANDRADE et al., 2000). A qualidade sanitdria das sementes € fator essencial para a instalacio
de qualquer cultivo, a qual pode determinar a qualidade das plantulas delas originadas (SANTOS
et al., 2001; GALLOTTI, 2002).

No presente trabalho, a assepsia foi fundamental na reducdo da incidéncia dos fungos
associados as sementes. Os fungos sdo apodrecedores de sementes, causam redug¢do na
germinagdo e vigor pela deterioracdo e morte dos embrides, sua presenca estd associada a
condi¢Oes inadequadas de armazenamento, como alta umidade e temperaturas elevadas
(MACHADO, 1988). Quando a a¢do do hipoclorito de sédio reduz sua incidéncia, indica que os
mesmos se encontram localizados na superficie externa das sementes (MUNIZ et al, 2007),
principalmente no tegumento e pericarpo (COUTINHO et al, 2000). A tolerancia dos embrides
aos agentes quimicos para desinfestacdo se deve muitas vezes a composicao e ao tipo de semente
de cada espécie (SABA et al, 2002; CHAVES et al. 2005). Por essa razdo, € necessaria uma
avaliacdo preliminar para formulacdo de um protocolo de desinfeccdo. Sabe-se no entanto, que
quanto maior o tempo de exposi¢cdo ao etanol e hipoclorito, menor € a contaminacdo por
microorganismos (NIETSCHE et al, 2006; SOFIATTI et al, 2008), assim como a germinacao das

sementes, dados também vistos em nossos experimentos.
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No presente trabalho, foi constatado que o hipoclorito é altamente nocivo aos embrides
de cana-de-acucar. Além disso, o longo tempo de exposicao sdo determinantes na viabilidade os
embrides de cana-de-agicar foi utilizado hipoclorito comercial (concentracdo de 3%) por 35
minutos.

O meio de cultura constitui um dos fatores fundamentais no processo de produgdo de
plantulas, permitindo um melhor aproveitamento do potencial produtivo das espécies
(GALOTTI, 2002). O tipo de substrato interfere diretamente na capacidade de germinacdo de
sementes e na qualidade das plantulas produzidas, pela capacidade de retencao de dgua, absorcao
de luz e microrganismos presentes (CARVALHO & NAKAGAWA, 2000). De acordo com
MINAMI & PUCHALA (2000), as caracteristicas fisicas e quimicas do substrato favorece o
desenvolvimento das plantulas. No entanto, boas condi¢des encontradas no meio de cultura pelos
embrides, também pode favorecer a proliferacio de contaminantes exdgenos ao meio,
PICOLOTTO et al. (2004). Nossos dados mostraram que no meio SS (sem sacarose) os niveis
de contaminacdo fingica foram mais baixos quando comparados com o meio MS (contendo
sacarose). Varios autores (PASCAL et AL, 2002; NICOLOSO et al, 2003; RODRIGUES et al,
2006) relatam também que a sacarose presente no meio de cultura favorece acimulo de
biomassa, influenciando dessa maneira o crescimento das plantulas. Em nossos experimentos, a
presenca de sacarose no meio mostrou uma pequena oscilacdo (ndo significativa) nos teores de
todos os carboidratos estudados ao longo do dia, o que ndo reflete uma situagcdo enfrentada pelas
plantas.

Na grande maioria das plantas parte dos fotoassimilados s@o acumulados como amido,

sendo a planta de cana-de-acticar uma das excec¢des. Nossos dados mostraram que mesmo em
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fase de plantulas esse processo também ndo ocorreu, ja que as dosagens de amido realizadas
foram desconsideradas por apresentarem valores muito proximos a zero.

A presenca de sacarose afeta a producdo de metabdlitos secunddrios de grande
importancia nos processos metabdlicos e na composi¢do da parede celular (PASQUAL, 2001;
KAGIKI et al., 2004 ), no entanto estudos comprovaram que essas alteracdes podem ndo ocorrer
em condi¢des de cultivo in vitro, j4 que a variabilidade da parede celular, parece estar
principalmente associada com a protecdo contra perda de dgua por transpiracdo. Nossos dados
mostraram que ndo houve mudancas significativas na composicao da parede celular das plantulas
nos tratamentos MS e SS.

Os resultados apresentados permitiram definir o melhor tratamento de assepsia para obter
plantulas de cana-de-agicar em desenvolvimento por pelo menos 30 dias. Esta parte do trabalho
foi fundamental, pois os niveis de contaminacdo sem qualquer tratamento simplesmente
impedem o cultivo de plantulas, assim como determinar o hordrio de coleta para ndo termos

grandes variagdes em func¢do de alteragdes naturais ocorridas no metabolismo das plantas.
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6. CONCLUSOES

A assepsia das sementes com hipoclorito de sédio e etanol de forma associada reduziu a
incidéncia de fungos nas sementes de cana-de-agucar (foi determinado exposicao de 2
minutos ao etanol 70% e 35 minutos em hipoclorito comercial 100%).

A presenca de sacarose no meio de cultura, afetou a resposta das plantulas em relagdo ao
acimulo de acucares soldveis totais, redutores e de sacarose, além de favorecer a
propagacao de microorganismos.

Na andlise dos monossacarideos neutros da fracao total da parede celular da parte aérea
das plantulas, os principais polimeros encontrados foram o arabinoxilano e o B-glucano, e
que os tratamentos realizados (meio contendo ou ndo sacarose), ndo interferiram de
maneira significativa nessa composicao.

As 6 horas ocorreu um pico de AST, AR e sacarose nas plantulas cultivadas sem sacorese
e por essa razao as plantulas ndo foram coletadas préximas a esse horario.

Nao foi detectado amido nos tecidos das plantulas.
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Parte 11 — Efeito do GA; sobre o metabolismo de carboidratos e de
genes possivelmente relacionados com esse processo em plantulas de

cana-de-acdcar cultivadas in vitro

RESUMO

A importancia sécio-econdmica da cana-de-acucar despertou grande interesse na obtencdo de
dados para um melhor entendimento dos processos fisiologicos e bioquimicos que ocorrem nessa
cultura. Durante o desenvolvimento da planta de cana-de-aguicar ocorre o acimulo de sacarose
durante a maturacdo dos entrends. E o grande interesse em se estudar plantas de cana-de-acticar
se dd exatamente pelo acimulo dessa sacarose, que pode ser utilizada na indudstria sucro-
alcooleira, através da producdo direta de acicar comercial ou ainda como biocombustivel, na
forma de etanol. A genética clédssica busca o desenvolvimento dessa caracteristica,
principalmente através do aumento da biomassa realizada pela fixacdo de carbono, no entanto, ha
um limitado aumento do conteddo de sacarose. A cana-de-actcar passou a ser o modelo de
estudo do Projeto SUCEST (Sugarcane EST), desenvolvido em rede por vérios laboratérios do
Estado de Sao Paulo com apoio financeiro da FAPESP. O projeto EST da cana-de-actcar no

Brasil, o SUCEST (http://sucest-fun.org) disponibilizou um conjunto basico e fundamental de

dados para um maior entendimento dos processos fisioldgicos e bioquimicos da cana-de-agucar e
contém milhares de genes expressos em seus diferentes 6rgaos, como raiz, colmo, folhas, flores e
sementes. Através de estudos dos genes envolvidos nestas vias conservadas estd sendo possivel

fazer inferéncias sobre diferentes aspectos do metabolismo da cana-de-acticar. O esclarecimento
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do modo de a¢do de cada produto génico dentro das vias metabdlicas revela potenciais alvos para
o melhoramento dirigido das variedades de cana-de-agicar. A giberelina é um fitormdnio
vegetal, largamente utilizado na forma sintética na agricultura e desempenha uma variedade de
funcdes fisioldgicas em plantas, seus efeitos bioldgicos foram amplamente explorados no sentido
de beneficiar a agricultura. O GAj3 produzido industrialmente tem sido aplicado para estimular o
crescimento da cana-de-acucar, para auxiliar a germinacdo de cevada, na producdo de frutas e
verduras, entre outras. As giberelinas sdo extremamente ativas na inducdo do alongamento do
caule. Estudos mostram que a aplicacdo de GAs provoca aumento no tamanho da célula e no
nimero de células, indicando que as GAg atuam tanto no alongamento da célula como na divisao
celular, o que potencializar um aumento na produtividade de sacarose. Ja o paclobutrazol (PBZ)
atua inibindo a biossintese de giberelinas. Ele bloqueia a biossintese de GA, pois interfere nos
trés primeiros passos da rota de oxidagdo do caureno, impedindo a formacgdo do &cido
entcaurendico, e por isso funciona como um controle negativo dos mecanismos de agdo das
giberelinas. Tanto a presenca do PBZ quanto da GA3; induzem alteracdes da expressdo de genes
especificos e a ativacdo de vias de sinalizacdo que agem cooperativamente na tentativa de aliviar
o efeito do estresse na tentativa de estabelecer o retorno a homeostasia celular. Para nossos
estudos foram selecionados genes que pudessem apresentar relacio com metabolismo de
carboidratos, com respostas hormonais, com metabolismo de dcidos nucleicos, com a fotssintese,
com o desenvolvimento, com divisdo celular, com metabolismo de proteinas, além de diversos
fatores de transcricdo que possam estar envolvidos nesses processos,baseados em resultados do
metabolismo de carboidratos encontrados nas andlises bioquimicas das plantulas, assim como
nos cortes anatdomicos. OS dados mostraram que vdrios genes de diversas vias metabdlicas

foram alterados na presenca tanto no tratamento utilizando o paclobutrazol quanto o GAj.
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SUMARY

The economic social importance of the sugarcane aroused great interest in obtaining data for
a better understanding of the physiological and biochemical processes that occur in this
culture. During the sugarcane development the plant accumulates sucrose during internodes
maturation. And the great interest in studying sugarcane just happens by the sucrose
accumulation, which can be used in the ethanol industry through the direct production of
commercial sugar or as biofuel in the ethanol form. Classical genetics seeks to develop this
feature, mainly by increasing the biomass held by sequestration, however, there is a limited
increase in sucrose content. The sugarcane became the model for study of the SUCEST
(Sugarcane EST) Project, developed by several network laboratories of the State of Sao
Paulo with the FAPESP (Fundacdao de Apoio a Pesquisa de Sdao Paulo) support. The
sugarcane EST project in Brazil, the sugarcane expressed sequence tag (http://sucest-
fun.org) provided a core set of importante data for a better understanding of the
physiological and biochemical processes of sugarcane and contains thousands of genes
expressed in their different organs such as roots, stems, leaves, flowers and seeds. Through
genes studies involved in these pathways is preserved and you can make inferences about
different aspects of the sugarcane metabolism. Elucidation of the action mode of each gene
product in the metabolic pathways reveals potential targets for directed improvement of
sugarcane varieties. The gibberellin is a phytohormone widely used in synthetic form in
agriculture and plays a variety of physiological functions in the plants, their biological
effects have been widely exploited to benefit agriculture. The GAj3 produced industrially has
been applied to stimulate the sugarcane growth, to assist the germination of barley, the
production of fruits and vegetables, among others. The gibberellins are extremely active in
inducing the stem elongation. Studies show that the application of GAs causes an increase in
cell size and cell number, indicating that GAs act both in cell elongation and cell division,
which leverage an increase in sucrose yield. Since the PBZ acts by inhibiting the
gibberellins biosynthesis. It blocks the GA biosynthesis, because it interferes in the first
three steps of the kaurene oxidation patway and therefore acts as a negative control
mechanisms of action of gibberellins. Both the presence of paclobutrazol and GAjz induced
changes in gene expression and activation of specific signaling pathways that act

cooperatively in trying to alleviate the effect of stress in trying to establish a return to
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cellular homeostasis. For our studies we selected genes that could present relationship with
carbohydrate metabolism, hormonal responses, with the metabolism of nucleic acids, with
photosynthesis with the development, with cell division, with protein metabolism, and
several transcription factors that may be involved in these processes, based on results of the
metabolism of carbohydrates found in the biochemical analysis of the seedlings, as well as
in anatomical cuts. The data showed that several genes in several metabolic pathways were

altered in the presence of both paclobutrazol and GAs.
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1. INTRODUCAO

1.1 Transporte e armazenamento da sacarose no tecido vegetal

A transferéncia da sacarose, das células do mesofilo para o floema, envolve a passagem
através do plasmalema e da parede celular, envolvendo um “transportador de sacarose” que atua
em associacdo com o transporte de potdssio, dependente de energia metabdlica. O carregamento
de sacarose para as células companheiras do floema é realizado por um sistema de co-transporte
com fons hidrogénio, os quais induzem a formagao do gradiente eletroquimico necessario para a
geracdo de energia no sistema ATPase da membrana. Este mecanismo funciona eficientemente
sob condig¢des de baixas concentragdes de sacarose na parede celular, ocorrendo o transporte para
o floema contra um gradiente de concentracdo. De acordo com KURSANOV (1984), citado por
MAGALHAES (1987), sempre que a concentracio de sacarose no apoplasto atinge niveis
incompativeis com o funcionamento dos transportadores de sacarose, a enzima invertase acida,
presente na parede celular é ativada, hidrolisando a sacarose com a conseqiiente produciao de
hexoses (DREIER et al, 1998; ROITSCH & GONZALEZ, 2004; ZHANG et al. 2007). Estas
hexoses sdo transportadas de volta as células do mesofilo, sendo novamente convertidas a
sacarose. A reciclagem da sacarose, entre o apoplasto e o simplasto, mantém a concentracao
deste acucar na parede celular, visando o eficiente funcionamento dos transportadores de
sacarose. Uma vez dentro das células companheiras, a transferéncia da sacarose para os tubos do
floema € feita, de maneira preferencial, através dos plasmodesmos, a favor de um gradiente de
concentracdo. Todo este processo até aqui descrito, ocorre na chamada “fonte”, ou seja o local
de producdo de carboidratos, de onde serdo translocados para os locais de consumo ou
armazenamento, os chamados “drenos” (KUIPER, 1993; PATRICK 1997; ZHANG et al, 2007).

ApOs a entrada da sacarose nos elementos de tubo crivado do floema da fonte, por este sistema
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vascular ela serd transportada até o tecido dreno. Este movimento ocorre por diferentes
mecanismos, passivos e ativos. Os mecanismos ativos exigem energia metabdlica, estando
principalmente localizados nas zonas das placas crivadas. O grande fluxo do floema, no entanto,
¢ formado por um gradiente de pressdo de turgor entre as células do floema fonte e as do floema
dreno, possuindo as do floema fonte maior pressdo que as do floema dreno. Essa diferenca de
pressdo estabelece-se, pelo continuo carregamento do floema na fonte e descontinuo
descarregamento do floema no dreno. O carregamento do floema fonte aumenta a sua
concentracdo de sacarose, diminuindo o potencial osmoético de suas células, provocando a
entrada de dgua e o aumento da turgescéncia; o aumento da pressdo sobre o plasmalema causa
deformacao reversivel de proteinas carregadoras de sacarose, o que impediria o enchimento total
dos vasos (MAGALHAES, 1987; ROLLAND et al, 2006). A sacarose se movimenta no floema
por fluxo de massa, até atingir a célula dreno, onde sofre descarregamento ativo para o interior

do vactiolo de uma célula do parénquima no colmo (Figura 11).

FLOEMA

o™
\ Parede Calula W
celular

companheing Tubo crivado

Sacsarose
Vacuolo

Celula de
produgao
(fonie)

\

Vacuolo
Sacarose

CELULA DE ARMAZENAMENTO
1 DRENO)

Figura 11. Mecanismos de controle das relacoes fonte-dreno para o transporte de sacarose na planta
(Magalhaes, 1987).
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Ao sair do floema, a sacarose sofre iniimeras transformacdes, antes de ser armazenada no
vacuolo. Essas transformagdes iniciam-se nos espacgos externos do tecido parenquimatoso, onde
a sacarose € transformada em glicose e frutose, pela acdo da invertase. Essas hexoses penetrardo
no citoplasma das células do parénquima do colmo, fora do vacuolo, por um processo de difusdo.
No citoplasma, as reacdes sao mais complexas, devido ao fato das hexoses serem muito reativas
e sofrerem processos rdapidos de interconversdo e fosforilacdo (WEBER et al, 1995;
KINGSTON-SMITH et al, 1999). Ao contrario da entrada das hexoses no citoplasma, para
penetrar no vacuolo a sacarose tem que ser ativada (sacarose-P), e a quebra da ligacao fosfato
fornece energia para a sacarose entrar no vacuolo, onde é acumulada. Como a concentracio de
sacarose € elevada no espaco interno (vactolo), a absor¢do passiva ndo se processa, nao entrando
sacarose (MAGALHAES, 1987; ROLLAND et al, 2006).

Segundo CASAGRANDE (1991), o mecanismo de actimulo de sacarose € o mesmo,
tanto em tecidos imaturos como em adultos, ocorrendo: a) hidrdlise da sacarose, como um pré-
requisito € limitante da primeira etapa; b) formacdo e interconversdo de hexoses fosfatos; c)
formacdo de moléculas andlogas a sacarose (talvez, sacarose-P) e d) acimulo de parte da
sacarose no vacuolo (COPELAND, 1990; LEE & STURM, 1996). Nos tecidos imaturos, onde
predomina a rdpida expansdo celular, a sacarose acumulada é rapidamente hidrolizada pela
invertase dcida vacuolar, e as hexoses resultantes movem-se rapidamente para o citoplasma,
onde sdo utilizadas no crescimento e desenvolvimento celular (respiracdo, sintese de moléculas
organicas, etc.) (KOCH & ZENG, 2002; BATE et al. 2004; SCHWEINICHEN & BUTTNER,
2005). Plantas adultas, em fase de maturagcdo, ocorre aumento da acdo da invertase neutra ou
alcalina (com atividade mdxima em pH 7,0), havendo correlag@o entre o nivel de atividade desta

enzima e a concentracdo de hexoses. A atividade quase nula da invertase acida vacuolar, indica
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que estd ocorrendo acimulo efetivo de sacarose. Logo, durante a maturagcdo, hd declinio na
atividade da invertase dcida dos espacos intercelulares (apoplasto), baixa atividade de invertase
acida do citoplasma e atividade quase nula de invertase 4cida vacuolar. No caso dos tecidos em
crescimento, a invertase dcida do apoplasto € secretada durante a formacao das células, na regido
meristemdtica. A quantidade de sacarose acumulada depende da quantidade de invertase dcida
secretada no apoplasto das células do tecido parenquimético, pois nesta fase nenhuma destas
enzimas € secretada. Nas células adultas ou maduras, o que encontramos nas paredes celulares
(apoplasto) seriam invertases dcidas insoliveis. Em func¢do do exposto, percebe-se ser a
maturagdo uma consequéncia de uma cinética de invertases, sendo importante entender a troca de
invertases 4cidas por invertases alcalinas ou neutras. Neste caso, a funcdo de hidrolisar a
sacarose em hexoses passaria a ser gradativamente efetuada pela invertase alcalina, indicando
maturidade e a preparacdo do tecido para o acimulo de sacarose (JI et al, 2005). Dessa maneira,
as enzimas invertases dirigem os carboidratos para o crescimento da planta ou para o acimulo
dos mesmos nos vacuolos, onde o aumento da sua concentracdo vai proporcionar o
amadurecimento ou maturacdo dos colmos, a qual ocorre quando a cultura apresentar a melhor
produtividade qualitativa e quantitativa de acticares (SONNEWALD et al, 1997; STURM &

TANG, 1999.

1.2  Cana-de-acucar e caracteristicas de interesse

Os cultivares modernos de cana-de-agicar possuem a capacidade de estocar de 12-17%
de actcares totais em relacdo ao seu peso fresco, das quais 90% € sacarose e 10% glicose ou
frutose (WHEALS et al., 2001). Durante o desenvolvimento da planta ocorre o acimulo de

sacarose durante a maturacdo dos entrends (ZHU et al, 1996; WHITTAKER & BOTHA, 1997.
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Esse acumulo de sacarose € um do principais objetivos dos cruzamentos e a genética cldssica
contribuiu para o desenvolvimento dessa caracteristica, principalmente através do aumento da
biomassa realizada pela fixacdo de carbono, mas com um limitado aumento do conteido de
sacarose (JACKSON, 2005). Um fator limitante do aumento do conteido de sacarose pode ser
devido a um estreito pool de genes usados nos programas de cruzamentos, ou devido a um limite
fisiolégico de desenvolvimento da planta (JACKSON, 2005). No entanto, mecanismos
moleculares associados a produg¢do de sacarose, ao seu transporte € acimulo nos entrenos,
poderd permitir um aumento na produgcdo de sacarose além dos limites atuais, tanto por

cruzamento como por manipulacdo molecular (CASU et al., 2005; MOORE, 2005).

1.3 A cana-de-acucar e o Projeto Sucest

Com o surgimento dos estudos de gendmica, a descoberta de genes de interesse tornou-se
um processo mais rapido e eficaz na geracdo de informagdes tteis ao melhoramento genético
(GRIVET & ARRUDA, 2001). Com isso vérios projetos, denominados Projeto Genoma EST
(Expressed Sequence Tag), se tornaram uma valiosa ferramenta para a descoberta de genes que
sdo expressos em tecidos especificos, em fases distintas do desenvolvimento do organismo e em
resposta a condicdes adversas de cultivo da planta. Os ESTs identificados podem revelar
informacdes sobre centenas ou mesmo milhares de genes de um organismo em uma condicao
temporal e espacial unica, além de permitir a identificacdo de diferentes isoformas de transcritos
(ANDREWS et al., 2000) e auxiliar o mapeamento genético (SCHULER, 1997; WU et al.,
2002). No projeto SUCEST (Sugarcane EST), desenvolvido em rede por varios laboratdrios do
Estado de Sao Paulo com apoio financeiro da FAPESP, foram disponibilizados um conjunto
basico e fundamental de dados para um maior entendimento dos processos fisiologicos e

bioquimicos da cana-de-agucar e contém milhares de genes expressos em seus diferentes 6rgaos,
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como raiz, colmo, folhas, flores e sementes. O banco de dados GeneBank para cana-de-acticar
lista mais de 262.000 seqiiéncias ESTs e 15.500 genes unicos de 26 bibliotecas de DNA
construidas a partir de 11 tecidos em diferentes estdgios de desenvolvimento (VETTORE et al.,
2001). Os ESTs foram organizados em 43.141 clusters, dos quais 38% ndo apresentam
similaridade com seqiiéncias de bancos de dados publicos. Aproximadamente 53% dos clusters
sdo formados por ESTs expressos de forma coordenada, em diferentes tecidos, enquanto que
47% sao formados por ESTs tecido-especificos. VETTORE e colaboradores (2001) reagruparam
esses 43 mil clusters, reportaram 22% de redundancia e identificaram 33.620 genes tnicos. A
anotacdo dessas 43 mil seqiiéncias mostrou que 50% delas estdo associadas ao metabolismo de
proteinas, transducdo de sinais, bioenergética e respostas ao estresse. Os clusters dos ESTs
obtidos correspondem aos SAS (Sugarcane Assembled Sequence), que representam genes de
cana-de-acucar classificados em diferentes categorias funcionais segundo critérios do Gene
Ontology (www.geneoontology.org).

Os SASs representando componentes de vias de sinalizacdo foram agrupados e
organizados para formar o catdlogo SUCAST (Sugarcane Signal Transduction — SOUZA et al,
2001). Em Arabidopsis thaliana existem mais de 5 mil genes catalogados para vias de
transducdo de sinal e portanto, pode-se estimar que em cana-de-agicar exista também um
nimero de genes dessa ordem. Durante a formacdo deste catilogo foram encontrados 477
receptores, 510 proteinas quinase, 107 fosfatases, 75 GTPases, 17 proteinas G, 114 proteinas de
metabolismo de célcio e inositol e mais de 600 fatores de transcri¢do, relacionados em diversos
aspectos como transducdo de sinal, transcricdo, desenvolvimento, ciclo celular, resposta a

estresse e a patdgenos (SOUZA et al., 2001).
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Através de estudos dos genes envolvidos nestas vias conservadas estd sendo possivel
fazer inferéncias sobre diferentes aspectos do metabolismo da cana-de-agucar, tais como o0s
mecanismos de sinalizacdo em resposta ao ataque de patégenos e a diferentes condigdes
ambientais. O esclarecimento do modo de ag¢do de cada produto gé€nico dentro das vias
metabolicas revela potenciais alvos para o melhoramento dirigido das variedades de cana-de-
acucar.

O passo seguinte a identificacdo dos genes ou SAS das vias de transdugdo de sinal é a
verificacdo do padrio de expressdo destes genes, para que se possa inferir sua fun¢do nos
diferentes tecidos, estidgios de desenvolvimento e em resposta a determinadas condig¢des

ambientais em cana-de-agucar.

1.4 Fitormonios

O desenvolvimento vegetal € regulado pela interacdo de fatores ambientais e endégenos
(p-ex. fitormdnios). Os fitormoOnios sdo substincias organicas que ocorrem naturalmente nas
plantas e influenciam o processo fisiol6gico sob baixas concentra¢des. Existem pelo menos seis
classes hormonais com forte impacto no desenvolvimento, € que interagem entre si: auxinas
(AUX), Citocicinas (CK), giberelinas (GA), é&cido abscisico (ABA), etileno (ET) e
brassinoesterdides (BR), onde sdo gerados uma complexa rede de interacdes ambiente-

hormonios-desenvolvimento.

1.4.1 Giberelinas
YABUTA & SUMIKI (1960) isolaram as primeiras giberelinas e em 1959 a estrutura planar

da molécula ja era conhecida (CROSS et al, 1959; CROSS, 1960). Sdo conhecidas mais de 100
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giberelinas j4 identificadas (http://www.plant-hormones.info/gibberellin nomenclature.htm),
apenas uma pequena quantidade delas s@o ativas (MacMILLAM, 2002). Vdrias giberelinas que
nao sdo bioativas estdo presentes nas plantas e servem como precursores para as formas bioativas
ou servem como derivados metabdlicos. Dentre as giberelinas ativas, as mais conhecidas sao:
GA|, GAs, GA4, GA7, GA9 (YAMAGUCHI, 2008).

As giberelinas sdo biossintetizadas a partir do geranil-geranil difosfato (GGDP), um
precursor comum dos diterpendides (figura 12). Trés classes de enzimas sd3o necessdrias para a
biossintese de giberelinas bioativas a partir do GGDP em plantas: terpenos sintases (TPSs),
citrocromo P450 monooxigenase (P450s), e a 2-oxoglutarato dependente de dioxigenase
(20DDs) (figura 13) (YAMAGUCHLI, 2008).

Duas TPSs, ent-copalil difosfato sintase (CPS) e ent-caureno sintase (KS), estdo
envolvidas com a conversdo do GGDP a ent-kaureno (figura 12). Tanto a CPS quanto a KS
estdo localizadas nos plastideos (AACH et Al, 1997; SUN & KAMIRA, 94, 97; HELLIWELL et
al, 2001). O ent-kaureno € convertido em GAj, pela P450 e ent-caureno oxidase (KO)
(desingnada como CYP T01A, de acordo com a nomenclatura

(http://drnelson.utmem.edu/CytochromeP450.html) (NELSON et al, 2004), que catalisa a

oxidagdo seqiiencial no carbono 19 para formar o acido ent-caurendico, que é subsequentemente
convertido em GA;, por outra P450, 4cido ent-caurendico oxidase (KAO) (NELSON et al,
2004). A KO esta localizada no plastideo, enquanto que a KAO esta no reticulo endoplasmético
(HELLIWELL et al, 2001) (Figura 13).

GA; é convertida em GA4 (GA ativa), através da oxidacdo do C-20 e C-3 pela GA ;-
oxidase (GAjy 0x) e GA 3-oxidase (GAj3 ox), respectivamente (figura 12). GA 20ox, catalisa a

oxidagdo seqiiencial do C-20, incluindo a perda de um carbono, na forma de CO2, formando
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lactona. O GA 200x € responsavel pela producdo de GAs com 19 carbonos, usando GA C-20
como substratos. Algumas enzimas GA 3ox possuem uma pequena atividade catalitica para
sintetizar GA3 e GA4 a partir de GA 9 via GAs (SPRAY et al, 1996; APPLEFORD et al, 2001;
ITOH et al, 2001) (figura 12). GA, também € um substrato para a GA3 ox para a formacao da
GAs3, que € precursora da GA;.

A desativacdo da GAs € importante para uma efetiva regulacdo da concentracdo de GAs
bioativas nas plantas. As GAs sdo metabolicamente desativadas em diversas partes da sua via de
sintese. No entanto, a melhor reacdo de desativagdo esta caracterizada na figura 12, que €
catalisada pela reacdo 20DDs, GA 2-oxidase. Inicialmente a GA-20x usa as GA de 19 carbonos
como substrato, incluindo também GAs bioativas e seus precursores imediatos (YAMAGUCHLI,

2008).

1.4.1.1 Aplicabilidade das giberelinas

Os importantes efeitos bioldgicos das giberelinas foram amplamente explorados no
sentido de beneficiar a agricultura. O GAj produzido industrialmente tem sido largamente
aplicado na agricultura, exercendo uma variedade de fungdes fisiolégicas (OZGA & DENNIS

2003; ZHANG et al. 2005). Elas sdo extremamente ativas na indu¢io do alongamento do caule.
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Figura 12. Via de biossintese das giberelinas a partir do GGDP e sua desativacio pela GA,-oxidase.
Estao em destaque as principais enzimas envolvidas no processo, e também as modificacdes quimicas
decorrentes da acio enzimatica. A inibicdo pelo PBZ ocorre na enzima KO, impedindo a formacio do
acido ent-caurenodico (YAMAGUCHI, 2008).
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Figura 13. Localizacido de algumas enzimas que participam do metabolismo das GAs.TPS, terpeno
sintase; CPS,ent-copalil difosfato sintase; KS, ent-caureno sintase; P450, citocromo P450
monooxigenase; KO, ent-caureno oxidase; KAO, acido ent-caurendico; ER, reticulo
endoplasmatico; GGDP, geranilgeranil difosfato; 20DD,2-oxoglutarato—dependente de
dioxigenase; GA2ox, GA3ox, GA16, 170x, GA200x, GA oxidases. (YAMAGUCHI, 2008).

‘ER

Estudos mostram que a aplicagao de GAs provoca aumento no tamanho da célula e no
numero de células, indicando que as GAs atuam tanto no alongamento da célula como na divisdo
celular (YANG et al, 1996) . De modo similar as auxinas, as GAs parecem induzir o
alongamento celular alterando as propriedades da parede celular. Porém, diferente das auxinas,
as GAs aumentam a extensibilidade da parede celular sem causar acidificagdo. De maneira
geral, elas atuam em diversos fendmenos fisiolégicos, no entanto, o g€nero ou a espécie,
somados a outros fatores podem determinar o efeito especifico na resposta. Os processos
fisiolégicos envolvidos pelas giberelinas sdo germinacdo de sementes, mobilizacdo de reservas
armazenadas no endosperma durante o desenvolvimento de plantulas (ARTECA, 1996;
BEWLEY, 1997; HIGASHI et al, 2002), crescimento da parte aérea, florescimento,

desenvolvimento de flores, frutificacio (HIGASHI et al, 2002).
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1.5  Paclobutrazol

O paclobutrazol (PBZ) é um composto sintético aromatico que contém 3
atomos de nitrogénio (MELO et al, 2006). Na agricultura possui propriedades
reguladoras do crescimento vegetal, pois apresenta efeitos inibitérios sobre o crescimento e
desenvolvimento de plantas. O paclobutrazol [(2RS,3RS)-1-(4-clorofenil)-4, 4-dimetil-2-(1,2,4-
triazol)-3-pentanol] € um dos produtos mais efetivos em retardar o crescimento de plantas

(FLETCHER et al., 2000) (figura 14).
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Figura 14. Representacio da estrutura quimica do paclobutrazol. Fonte: U.S. Environmental
Protection Agency (2007).

O PBZ atua inibindo a biossintese das giberelinas, pois interfere nos trés primeiros passos
da rota de oxidacdo do caureno, impedindo a formacdo de ent-caurenol, ent-caurenal e acido
entcaurendico. Essas reagdes sdo catalisadas pela enzima caureno oxidase, que € inibida pela
acdo do PBZ (GRAEBE, 1987; RADEMACHER, 1997). Quando aplicados em condigdes
adequadas (geralmente € aplicado no substrato, e € transportado pelo xilema, pois segundo
GROSSI [2005] nao mostrou efeito quando aplicado diretamente nas folhas), os retardantes de
crescimento afetam uma série de caracteristicas nas plantas, como o alongamento dos ramos e,
conseqiientemente, a altura das plantas. Essa reducdo no alongamento normalmente ocorre sem
que haja reducdo no nimero de entrends dos ramos (BEROVA & ZLATEV, 2000). Também sao
observadas redugdes na drea foliar e aumento dos teores de clorofila, da espessura das folhas e
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do crescimento do sistema radicular. Os efeitos morfolégicos s@o acompanhados por alteracdes
no desenvolvimento e fisiologia das plantas, reduzindo o consumo de dgua, atrasando o processo
de senescéncia e aumentando a resisténcia a estresses ambientais (FLETCHER et al., 2000).
Reducdo no nimero de brotagdes e no comprimento dos ramos, em razdo do encurtamento dos
entrends dos citros, causados pela aplicagdo de PBZ, foram observados por DELGADO et al.
(1995); OKUDA et al. (1996) e MATAA et al. (1998). Em tangelo ‘Minneola’, que é uma
variedade do género Citrus, tratado com PBZ, durante a primavera, em aplicagcdes foliares e no
solo, houve reducdo no alongamento da brotacdo de verdo; entretanto, ocorreu reducdo
significativa no tamanho dos frutos, resultando em menor produtividade (GREENBERG et al.,
1993). Diminuicdo no crescimento das plantas devido a aplicacio de PBZ ocorre tanto em
plantas adultas quanto em plantulas durante a fase de viveiro, assim como maior
desenvolvimento do sistema radicular em algumas espécies (PASIAN & BENNETT, 2005).
Entretanto, modificacdes nas caracteristicas de crescimento das plantas nem sempre ocorrem.
IWAHORI & TOMINAGA (1986) ndo observaram alteracdes no comprimento e nimero de
brotos de cunquate ‘Meiwa’ (Lima 4cida, género Citrus) em plantas tratadas com PBZ.
DELGADO et al. (1995) também ndo notaram reducdo no comprimento da brotagcdo de plantas
podadas de Lima da Pérsia (género Citrus), logo apds a aplicacdo do PBZ. OKUDA et al. (1996)
observaram reducdo no nimero de folhas nas brotacdes de Citrus reticulata, provavelmente em
vista da redu¢c@o no comprimento dos brotos. No mesmo trabalho, DELGADO et al. (1995)
constataram aumento nos teores de clorofila da folhas (Lima da Pérsia); todavia, esse aumento
ndo se reflete na producao total de fotoassimilados pelas plantas, em conseqiiéncia de redu¢do na

area foliar (DAVIS et al., 1988).
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1.6  Fatores reguladores da transcricao génica

A eficiéncia dos mecanismos moleculares e bioquimicos que controlam fendmenos
bioldgicos tais como diferenciacdo, controle celular, desenvolvimento e resposta a estimulos
ambientais estd estritamente relacionada com a fina regulacdo da expressdo génica. Esta
regulacdo assegura que uma determinada proteina seja produzida em sua exata quantidade, no
momento e no local apropriado para que sua funcio biolégica no desenvolvimento do organismo
sejam cumpridos (NAAR et al, 2001).

As plantas estdo constantemente submetidas a condicdes adversas do meio ambiente que
restringem profundamente o desenvolvimento, crescimento e produtividade. Em respostas a estes
estresses, as células vegetais desenvolveram um conjunto complexo de mecanismos de defesa
que operam para aumentar a tolerdncia contra estas condi¢des restritivas e sdo criticos para
garantir a sobrevivéncia das plantas em geral. Essas alteracdes englobam a indu¢do da expressao
de genes especificos e a ativagdo de vias de sinalizagdo que agem cooperativamente na tentativa
de aliviar o efeito deletério do estresse e estabelecer o retorno a homeostasia celular. Em
condi¢des de campo, € provavel que diversas condi¢cdes de estresses atuem simultaneamente
limitando o crescimento e a produtividade, sendo que a identificacdo de vias de sinalizacdo de
resposta em células afetadas por diferentes estresses, bem como das interagdes entres estas vias,
constitui um dos interesses majoritdrios de pesquisas na drea de interagdes das células vegetais
com o0 meio ambiente. O nosso conhecimento sobre integracdo de vias de sinalizacdo de
respostas a diferentes estresses fisioldgicos tem aumentado consideravelmente na ultima década
com as andlises de expressdo génica de alcance gendmico em plantas submetidas a diversas
condig¢des de estresses (HOUDE et al., 2006, PAPINI-TERZI et al., 2005 e ROCHA et al., 2007)

e a habilidade de regular a expressdo de genes em plantas superiores, através de métodos
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exodgenos, apresenta vantagens considerdveis, tanto para a ci€ncia bdsica quanto para a ciéncia

aplicada na agricultura (GATZ, 1997).

1.7 Genes alvo

As metodologias tradicionalmente empregadas em ensaios de expressdo génica (Northern
blot, RT-PCR) permitem avaliar um niimero muito pequeno de genes (TANIGUCHI et al, 2001).
Nos ultimos anos foram desenvolvidas algumas novas tecnologias que permitem a andlise
simultanea de um grande nimero de genes, como, por exemplo, os microarranjos de DNA,
oligonucleotideos e proteinas (SCHENA et al, 1995, 1998; LUEKING et al, 1999; BLOHN &
GUISEPPI-ELEI, 2001). Os arranjos de DNA (DNA microarrays, DNA chips ou biochips)
surgiram como uma alternativa promissora para monitorar a atividade do genoma de forma mais
completa e integrada. A tecnologia de microarranjos de DNA permite a andlise de milhares de
genes em um Unico experimento, utilizando-se quantidades pequenas de RNA, possibilitando a
conducdo de experimentos quantitativos em larga escala (EPSTEIN & BUTOW, 2000;
SCHAFFER et al, 2000).

Foram selecionados entdo, a partir do experimento de microarray em condi¢des de
estresse hidrico realizado sob a responsabilidade do grupo da Dra. Glaucia Souza (IQ-USP),
genes (SAS) responsivos (ROCHA et al, 2007; PAPINI-TERZI et al, 2009) que possam
apresentar qualquer relacdo com metabolismo de carboidratos, com respostas hormonais, com
metabolismo de acidos nucléicleicos, com a fotossintese, com o desenvolvimento, com divisao
celular, com metabolismo de proteinas, além de diversos fatores de transcri¢do que possam estar
envolvidos nesses processos, a partir de observagdes feitas no fendtipo das plantulas previamente

analisadas bioquimica e anatomicamente. Também foram desenhados primers para avaliacio de

71



genes envolvidos com a sintese e com sinalizacdo de GA. Uma breve descricao das fungdes e das

caracteristicas estdo disponiveis no anexo 6.
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2. OBJETIVOS
° Avaliar a influéncia e compreender o mecanismo de a¢do do GAj3 no acimulo de
sacarose nas plantulas de cana-de-agucar;
° Compreender o mecanismo de sinalizacdo a partir da resposta gerada pelo GAj

em potenciais genes-alvos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1  Material Vegetal e Condicoes de Cultivo

Foram utilizadas sementes de cana-de-acucar (Saccharum sp.) desenvolvidas e cedidas
pelo CTC (Centro de Tecnologia Canavieira, Piracicaba, SP). A cultivar é proveniente do
cruzamento CR88258.

A assepsia das sementes foi feita com 2 gotas de detergente tween e 50 ml de 4gua por
12 minutos, posteriormente as mesmas foram tratadas com etanol 70% por 2 minutos e por
ultimo foram lavadas com 50 ml de hipoclorito de sédio (comercial) 100 % por 35 minutos. Para
estas propor¢des sempre foi utilizado 1g de semente, com agitacdo moderada em todas as etapas.
Finalmente as sementes foram enxaguadas de 4 a 5 vezes com dgua Milli-Q estéril no fluxo
laminar.

A germinacdo das sementes € o desenvolvimento das plantulas foram realizados in vitro
em meio de cultura MS sélido (MURASHIGE & SKOOG, 1962), com modificagcdes, em
temperatura constante de 25° C e fotoperiodo de 12 horas. As plantulas foram coletadas em
diversas idades a partir de 1 dia de inoculagdo no meio de cultura até 28 dias de tratamento. O

fotoperiodo foi das 7:00 as 19:00 h.

3.2  Preparacao do Meio de Cultura

Foram preparados meios de cultura baseados em MURASHIGE & SKOOG (1962),
conforme descrito abaixo:
Solucdo de Macronutrientes: KNO3; 190 mg.L'l, NH4sNO; 165 mg.L'l, CaCl,.H,O 44 mg.L'l,

MgS0,.7H,0 37 mg.L"!, KH,PO4 17 mg.L™.
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Solucdo de Micronutrientes: MnSO4.4H,0 4.4 mg.L'l, 7/nS04.7H,0 1,7 mg.L'l, H;BO; 1,2
mg.L", KC1 0,16 mg.L", NaMnO4.2H,0 50 ug.L" , CuS04.5H,0 5 pg.L", CaCL.6H,0 5 pg.L”
1

Ap6s a adigdo dos macro e micronutrientes, acrescentou-se 27 mg.L-1 de Fe-EDTA, 100
mg.L"' de mio-inositol, 0,1 mg.L'1 de tiamina e 2 g.L'1 de phytagel. Nao houve, no entanto, o
acréscimo de sacarose na constituicdo do meio. O pH foi ajustado para 5,8 com KOH e a
esterilizagdo foi realizada em autoclave a 120 °C por 15 minutos. Apds o resfriamento parcial do
meio foi adicionado o 4cido giberélico (GA3) e também o paclobutrazol (PBZ) ambos filtrados

em filtro Millipore de 0,22 wm.

3.3 Tratamentos realizados

Apés a assepsia as sementes foram submetidas aos tratamentos: controle (meio
Murashige & Skoog [1962], meio MS na presenga de GAs, que inicialmente foram 3
concentracdes: 0,5 mg.L™', 5 mg. L' e 20 mg.L" e finalmente foi adicionado PBZ ao meio MS
na concentracdio 0,05 mgL’. Para os cortes histolégicos, as plantulas foram coletadas
diariamente até 7 dias e depois em intervalos de 7 dias até 28 dias de tratamento (exceto as
plantulas submetidas ao PBZ (que s6 foi feito corte aos 7 dias de tratamento), no entanto, para
essa avaliacdo s6 foram utilizadas plantulas submetidas a concentracdo de 0,5 mg.L ™' de GA; . J4
para as andlises bioquimicas foram utilizadas plantulas com intervalos de 7 dias até 28 dias de
tratamento e finalmente para as andlises moleculares foram utilizadas apenas as plantulas
coletadas aos 21 dias de tratamento. Em todos os casos, o sistema radicular foi separado da parte

aérea e nao foi utilizado para as andlises.
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3.4  Parametros avaliados

Foram avaliados os seguintes parametros: desenvolvimento morfolégico e anatdmico,
teores de agucares soldveis totais, andlise dos monossacarideos da fracao total da parede celular e
o nivel diferencial de expressdo génica da parte aérea das plantulas. Os procedimentos foram
realizados nas plantas controle (crescidas em meio MS) e nas plantulas submetidas ao GA3 na
concentracdo de 0,5 m.L"'.  As plantulas tratadas com PBZ tiveram seu desenvolvimento
bastante comprometido e houve limitacao de biomassa para realizacdo de todos os experimentos,

sendo assim ndo foi possivel avaliar todos os parametros.

3.5 Delineamento experimental e analises estatisticas

Os tratamentos foram dispostos em delineamento experimental inteiramente casualizados
com no minimo 6 frascos, cada qual representando uma repeti¢ao contendo entre 20 e 30 plantas.
Aos dados quantitativos obtidos, aplicou-se andlise de varidncia e, nos casos significativos,

comparou-se as médias pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade (GOMES, 1990).

3.6  Preparaciao do material vegetal para microscopia éptica (MO)

As amostras foram fixadas a temperatura ambiente no viacuo em solucdo de
KARNOVSKY (1965) por 24 horas, desidratado em série etilica crescente (JOHANSEN, 1940)
até a deposicao do material em etanol 95%, as amostras permaneceram em cada concentracdo de
etanol por 6 horas.

O estudo anatomico foi realizado a partir de cortes histologicos longitudinais e

transversais obtidos a partir de micrétomo rotativo em espessuras que variaram entre 5 € 8 pm.

Para obtencdo dos cortes em micrétomo rotativo, o material foi incluido em historresina

76



(KRAUS & ARDUIM, 1997), que seguiu o procedimento indicado pelo fabricante (LEICA). Os
cortes foram corados com azul de toluidina 0,05% (p/v) e posteriormente a montagem realizou-
se com entelllan. As andlises e fotomicrografias em campo claro foram feitas no MO Leica
DMR.

A medicao das células foi realizada a partir do sofware TPS DIG version 2

3.7  Analises Morfologicas

Para as andlises morfoldgicas, apds a verificagdo do tamanho e peso, as plantulas foram
foram fixadas para posterior confec¢ao dos cortes histolégicos. Esse procedimento foi realizado
diariamente até 7 dias e apds esse periodo em intervalos de 7 dias até completarem 28 dias de

tratamento.

3.8  Anailises Bioquimicas
3.8.1 Extracao e analises dos acticares soluveis totais

As plantulas tiveram a parte aérea separada do sistema radicular e foram coletadas entre 7
e 11 horas. Apds a lavagem com dgua milli-q, foi adicionado nitrogénio liquido e o material foi
pulverizado com auxilio de cadinho e pistilo. O p6é j& em microtubos foi colocado em
liofilizador para secagem. Ap0s essa etapa foi pesado 10 mg para extragdo dos agucares soliveis
totais, ao qual se adicionou 2 ml de etanol 80% a 80°C por 20 minutos com agitacdo esporadica
(McCREADY et al, 1950). Em seguida o material foi centrifugado (9.000 x g por 2 minutos) e
o sobrenadante reservado. Ao todo foram realizadas 5 extracdes. O nimero de extracdes foi
determinado apds avaliacdo inicial em que foram dosados os teores de acticares pelo método

colorimétrico fenol-sulfirico (DUBOIS, 1956) e foi confirmado que na extragdo subseqiiente
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nao havia mais detec¢do de agucar (resultados ndo mostrados), utilizando como padriao glucose
100 mg.ml”. Todo o sobrenadante foi misturado e totalmente seco em speed vac, onde
finalmente foi ressuspendido em 1 ml de 4gua milli-q, centrifugado (9.000 x g por 5 minutos) e
filtrado para andlise de agucares soluveis totais em HPLC.

Os acgtcares soluveis presentes foram analisados por cromatografia de troca i0nica de
alta performance (High Performance Anion Exchange Chromatography-HPAEC) AS 500
(Dionex-Sunnyvale, CA) com coluna CARBOPAC PA1l associada a detec¢do por pulso
amperométrico (PAD). Para os acticares soliveis o programa utilizado foi uma elui¢do isocratica
de NaOH 100 mM (1 ml.min™) durante 20 minutos, seguida de recuperacio da coluna com
NaOH 200 mM por 5 minutos, com padrdes de glicose (Glc), frutose (Fru) e sacarose (Sac) 5
mM (STANCATO et al, 2001).

O ajuste do método e a exploracdo dos cromatogramas foram realizados com auxilio do
programa PeakNet Work Station e/ou Chromelion (Dionex). Os picos correspondentes a cada
um dos agucares glucose, frutose e sacarose, (Glc, Fru e Sac) foram identificados com base no

tempo de deteccdo dos padrdes e tiveram suas dreas convertidas em concentragoes (figura 15).
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Figura 15. Perfil de eluicio de aciicares soliiveis totais em coluna cromatografica Carbopac PA1 por
HPAEC
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3.8.2 Extracao e analise dos monossacarideos neutros da parede celular

Para a andlise de monossacarideos neutros da parede celular, o pellet proveniente da
extracdo dos agucares soluveis foi lavado diversas vezes com dgua milli-q (até a retirada total do
residuo de etanol) e seco em liofilizador. Posteriormente foram submetidas a hidrélise 4cida.
1 mg de material seco foi transferido para um tubo conico. Em seguida, foram adicionados 100
ul de 4cido sulfurico 72 %, e mantido em banho a 30°C por 45 minutos. Ap0s este periodo de
pré-hidrodlise, foram acrescidos ao tubo 1,7 ml de dgua destilada e o material foi autoclavado por
1 hora a 120 °C. Em seguida o material foi neutralizado com hidréxido de sédio 50% (p/v) ,
centrifugado (9.000 x g por 5 minutos) e submetido a coluna de troca idnica (Dowex®) para
retirada de sais.

Os monossacarideos presentes foram analisados por cromatografia de troca idnica de alta
performance (High Performance Anion Exchange Chromatography-HPAEC) AS 500 (Dionex-
Sunnyvale, CA) com coluna CARBOPAC PA1 associada a detec¢do por pulso amperométrico
(PAD). Para os monossacarideos o programa utilizado foi uma eluicao isocrética de 4gua milli-q
(0,9 ml.min-1) durante 30 minutos, seguida de recuperacdo da coluna com NaOH 500mM por
15 minutos, com padrdes de fucose (Fuc), arabinose (Ara), rhamnose (Ram), galactose (Gal),

Glucose (Glu), xilose (Xil) e manose (Man) 0,1 mM (figura 16).
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Figura 16. Perfil de eluicio de monossacarideos neutros em coluna cromatografica Carbopac PA1
por HPAEC.
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Resumo das etapas de extragcdo dos agucares soluveis totais € monossacarideos (figura 17)

Material Fresco

maceracdo em Nj liquido — liofilizar —16»m g

l

(5x) extracdo em etanol 80% (80°C/20 min )
centrifugacdo (9.000 x g/2 min)

(lavar o precipitado com dgua milli-q)

sobrenadante

precipitado —>liofilizar (1 mg) secar em speed vac

pré-hidrdlise (30°C/45 min) ressuspender em dgua milli-q (1 ml)

Hidrélise (120 °C/1 h) centrifugacao (9.000 x g/ 5 min)

centrifugacdo (9.000 x g/ 5 min) filtrar

Coluna Dowex HPAEC (coluna PA1- eluente: NaOH 100mM)

HPAEC (coluna PA1 - eluente: dgua)

Figura 17. Esquema das principais etapas da extracio de acticares soliiveis e monossacarideos
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3.9  Analises Moleculares: Todos os experimentos foram realizados no laboratoério de
Transducio de Sinal, da Dra. Glaiicia Mendes Souza (IQ-USP).
3.9.1 Extracao e analise do RNA total

O RNA total da parte aérea das plantulas de cana-de-actcar foi extraido, a partir de 100
mg de tecido, utilizando do reagente RNA Concert® (Invitrogen, USA), de acordo com
procedimento recomendado pelo fabricante. Apds macerar as amostras em nitrogénio liquido
com auxilio de cadinho e pistilo (previamente resfriados), adicionou-se 500 ul do reagente RNA
Concert® (Invitrogen, USA), seguido de homogeneizacdo por 15 segundos, incubacdo a
temperatura ambiente por 5 minutos e centrifugadas a 12.000 x g por 2 minutos a temperatura
ambiente. A fase aquosa foi recolhida em um novo tubo, precipitada com NaOH (5SM) e
cloroférmio e centrifugadas a 12.000 x g durante 4 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi colocado
em um novo tubo e precipitado em dlcool isopropilico e centrifugado a 12.000 x g por 4 minutos
a 4 °C. Os pellets de RNA foram ressuspendidos em 100 pl. de dgua DEPC (dietil-
pirocarbonato 0,01%), agitados gentilmente e estocados a -80 °C. Sua quantificacao foi obtida
mediante a leitura de uma aliquota de 1 pL. de RNA em NanoDrop (Phamarcia). A integridade
do RNA foi verificada através de eletroforese em gel 1% de agarose (Invitrogen) contendo 16%
de formaldeido (Merck) como agente denaturante (Sambrook et al., 1989) e 10% de tampao
MOPS 10x (MOPS 0,2 M, acetato de s6dio 20 mM, EDTA 10 mM, pH 7). A eletroforese foi
corrida em tampao MOPS 1x a 90 V. Para a andlise por eletroforese em gel de agarose, as
amostras de RNA (1 pL), foram adicionados 2 pl. de 4gua DEPC e 3 pL de tampdo de amostra
(formamida 64,4%, MOPS 1,3 x, formaldeido 2,8%, azul de bromofenol 0,35%, 50 pg/mL de
brometo de etideo). Apds a corrida, o gel foi fotodocumentado com o sistema ImageMaster VDS

(Pharmacia Biotech) e as amostras analisadas quanto a quantidade e integridade.
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3.9.2 Purificacao do RNA Total
Para a purificacdo do RNA total, utilizou-se 0 RNAeasy Mini Protocol for RNA

Clean up (Qiagen), e foram seguidas as instru¢des do fabricante. Foi utilizado um total de 100 pg
de RNA e dgua DEPC em volume suficiente para completar o volume da reacdo para 100 pL.
Neste mesmo tubo foram adicionados 350 pLL de tampao RLT (previamente preparado com Beta-
mercaptoetanol-10 pL/mL tampdo). Posteriormente, a0 mesmo tubo foram adicionados 250 pL.
de etanol 100%. Todo o conteddo (700 pL) foi entdo aplicado em uma mini coluna de
purificacdo ligada a um tubo coletor. Centrifugou-se a amostra por 15 segundos a 12.000 x g e o
liquido coletado foi descartado. 500 pl. de tampdao RPE foram adicionados a mini coluna e,
novamente, as amostras foram centrifugadas por 15 segundos a 12.000 x g e o liquido coletado
descartado. Adicionou-se entdo, 500 pL de tampdao RPE a mini coluna, centrifugou-se por 2
minutos a 12.000 x g e descartou-se, mais uma vez o liquido coletado. Mais uma centrifugacao
de 1 minuto foi necesséria para se retirar o excesso do tampao. Em um novo tubo coletor foi feita
a eluicdo, adicionando-se, 30 pL de dgua DEPC e centrifugando-se a 12.000 x g por 1 minuto;
esse processo foi repetido, acumulando-se um volume total de 60 plL. contendo o RNA
purificado. O RNA foi entdo novamente quantificado e sua integridade novamente visualizada

em um novo gel de agarose.

3.9.3 Extracao e purificacao do RNA total do material biol6gico

Foram feitas, no total, trés extracoes de RNA a partir de trés experimentos distintos
(tréplica bioldgica). Consideramos cada experimento, um pool de plantulas com
aproximadamente 50 individuos controle (ndo tratadas), tratadas com PBZ 0,05 mg.L'1 e GA50,5

mg.L"' submetidas a essas condi¢des por 21 dias, conforme descrito anteriormente. As amostras
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de RNA totais obtidas antes e depois do protocolo de purificacdo a partir de plantulas de cana-
de-agcicar com idade de 21 dias, submetidas aos tratamentos com GAj3 0,5 mg.L'l, PBZ e o

controle podem ser visualizadas na figura abaixo (figura 18).

GA PBZ C GA PBZ C_
RNA purificado RNA nio-purificado

Figura 18. Exemplos de analise dos RNAs totais de plantulas de cana-de-aciicar cultivadas in vitro por
21 dias em meio MS (controle), na presenca de GA; 0,5 mg.L'e PBZ 0,05 mg.L"'.  As trés primeiras
bandas correndem aos RNAs apés o processo de purificacio e as trés ultimas correspondem as bandas
dos RNAs antes de passarem pelo processo de purificacdo. GA corresponde ao RNA das plantulas
tratadas com GA; 0,5 mg.L"', PBZ corresponde as plantulas tratadas com PBZ 0,05mg.L"' e C
corresponde as plantulas controle. Gel denaturante de agarose/fomaldeido 1% mostrando a
integridade do RNA extraido, assim como apds o processo de purificacio dos RNA totais.

3.9.4 Reacoes de transcricao reversa para PCR em tempo real

5 ng de RNA (1-8 puL de RNA) total foram tratados com 3 pl. da enzima DNase I
Amplification Grade (Invitrogen, USA). Na rea¢ao ainda foi adicionado 1 pLL de DNase reaction
buffer 10x e quantidade suficiente de dgua para completar 10 pL. A reacdo foi incubada em
temperatura ambiente por 15 minutos exatos e a ela foi adicionado 1 pl. de EDTA 25 mM para
finaliza-la, incubando-se a 65 °C por 10 minutos na temperatura ambiente, inativando-se assim a
DNAse. Uma aliquota de 7,5 pl. do RNA tratado foi utilizada para a reagdo de transcricdo
reversa usando-se o kit First-Strand cDNA Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen, USA) e

seguidas as instrucdes do fabricante. Cada reagcdo de transcri¢ao reversa de 20 pLL contém, além
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do RNA tratado com DNase, 2 pLL de tampao de transcricao reversa 10x (Tris-Hcl 200 mM pH
8,4, KC1 500 mM), 1 pL de dATP, dGTP, dCTP e dTTP (10 mM), 50 ng de primers hexameros
randomicos, 0,25 pg de primer oligo (dT) , 2 pL. de MgCl2 25mM, 2 uL. DTT 0,1 M, 40 U de
RNase OUT, 50 U de SuperScript Il Reverse Transcriptase e dgua DEPC em quantidade
suficiente para 20 pL. Todos esses reagentes

sdo fornecidos pelo Kit citado acima. O RNA, hexdmeros randdomicos, dNTPs e oligo (dT) foram
misturados primeiro, incubados a 70 °C por 5 minutos e colocados em gelo. Posteriormente, os
demais componentes, exceto a enzima SuperScript Il Reverse Transcriptase, foram adicionados
a reacdo e a mistura foi aquecida a 25 °C por 10 minutos e depois, a 42 °C por 2 minutos. A
enzima foi, entdo, adicionada a cada tubo e a reagdo foi incubada a 42 °C por 90 minutos,
seguido por 72 °C a 10 minutos e imediatamente resfriada em gelo. Uma reacdo idéntica, mas
sem a transcriptase reversa foi feita em paralelo para confirmar a auséncia de DNA gendmico
nas reacdes de PCR em tempo real (No Amplification Control, NAC). O produto de cDNA foi
tratado com 2U de RNaseH (Life Technologies) por 30 minutos a 37 °C e, posteriormente,

armazenado a 20 °C.

3.9.5 Reacoes de PCR em tempo real (QRT-PCR)

As reacdes de PCR em tempo real foram realizadas utilizando-se o SYBR Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems) em um equipamento GeneAmp 7300 Sequence Detection
System (Applied Biosystem). As reacdes de PCR em tempo real foram realizadas utilizando-se
de 0,6 pL do cDNA sintetizado diluido 1:10, primer R (reverse) 600 nM, primer F (foward) 600
nM, 6,0 uLL de SYBR Green PCR MasteR Mix e d4gua DEPC para um volume final de 12 pL. O

ciclo para as reacdoes de PCR em tempo real foram: 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos e
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40 ciclos de desnaturacao a 95°C por 15 segundos, seguido de anelamento e extensdo a 60°C por
I minuto. A especificidade dos produtos amplificados foi analisada pelas curvas de dissociacao
geradas pelo equipamento. Foram utilizados controles negativos sem adicio de cDNA
sintetizado para confirmar a auséncia de qualquer tipo de contaminante no meio reacional (No
Template Control, NTC), bem como controles negativos contendo, ao invés de cDNA, o produto

da reacdo de NAC (No Amplification Control), diluido 1:5.

3.9.6 Validacao dos dados de expressao génica

Todos os genes selecionados passaram por um rigoroso processo de validacdo através do
célculo da eficiéncia da reagdo individual (E(%)=10(-1/Slope) — 1), e para a validacdo dos dados
de expressdo génica, foi considerada a razdo entre a quantidade relativa de determinado gene e o
gene de referéncia (normalizador) foi determinada utilizando-se o método de 2 “AACT (LIVAK &
SCHIMITTGEN, 2001) com modificagdes. O nivel de expressdo normalizado foi calculado

2 AT Sendo 2¢T = CT, alvo — CT, referéncia, para cada experimento. O CT é

como L =
definido como o nimero de ciclos em que a fluorescéncia na fase exponencial do PCR serd
convertida em dados de expressdo génica. O gene normalizador utilizado foi o UB (SAS
SCCCLR1048F12.g). Para a avaliagdo da significancia estatistica das razdes de expressao
determinadas, um modelo log-normal foi assumido e a probabilidade P da razdo de expressdo

entre amostra experimental e controle ser maior do que um e a probabilidade P dessa razdo ser

menor do que um. Os genes foram considerados diferencialmente expressos quando P > 0, 80.
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3.9.7 Desenho dos primers

Os primers especificos foram desenhados usando o programa Primer Express 2.0
Software (Applied Biosystems). Os limites estipulados de temperatura de anelamento e tamanho
do amplicon para selecdo dos primers foram de 58 a 60 °C e de 100 a 150 pb, respectivamente.
O par de primers selecionados para cada gene foi testado para: estabilidade, TM, contetdo de

base CG (%), e interacdes entre homodimeros e heterodimeros, através do programa Gene

Runner, acessado em http://www.generunner.com. Os pares de primers para cada gene estdo
apresentados nos anexos 1 e 5. Os genes similares, pertencentes a uma mesma familia ou classe
funcional foram alinhados para comparagdo de sequéncias através do programa ClustalW 1,8
(BCM  Search  Launcher: Multiple  Sequence  Alignments),  disponivel em

http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/multi-align.html.

3.9.8 Normalizadores

Um importante aspecto para as reagdes de qRT-PCR € o estabelecimento de qual gene
deve ser usado como normalizador (referéncia interna). Certos fatores precisam ser controlados
ao se trabalhar com a quantificacdo de expressdao génica em tempo real, dentre elas, podemos
citar a quantidade de material inicial, anelamento dos primers, eficiéncia enzimdtica e as
diferencas entre os diversos tecidos estudados quanto a atividade transcricional como um todo.
Para isso, fez-se uma reacdo de qRT-PCR, na qual foram utilizados RNAs provenientes de
amostras controle e tratadas (GA3; e PBZ) e analisou-se o comportamento de doze possiveis
genes normalizadores de funcdes bdsicas: gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GADPH),
poliubiquitina (PUB), ubiquitina (UB, UBQI10), enzima conjugadora de ubiquitina (UBE2),

tubulina (TUB), actina (Act, Act 2, Act 11), dominio de fator de elongacdao Tu GTP (eEF 1a),
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proteina ribossomal 60S (60S), proteina ribossomal 25S (25S RNA), os quais sdo expressos em
varios tecidos ou 6rgdos de cana-de-acucar e encontrados em diversas bibliotecas de EST do
projeto genoma de cana-de-agucar, o SUCEST. Os SAS e os respectivos primers estdo
disponiveis no anexo 1.

Para verificar a especificidade dos genes, foi feita uma busca no algoritmo BLAST contra
do banco de dados do SUCEST e as sequéncias que tiveram o maior grau de similaridade (e-
value = zero) foram alinhados no ClustalW (anexo 2, 3 e 4) (conforme etapas descritas no
material e métodos desse capitulo) e finalmente foram desenhados os primers (gene express
2.0), alguns primers ja estavam disponiveis no lab. da Dra. Glaucia Souza (IQ-USP). A figura
19 mostra a variacdo da expressdo dos 6 melhores genes GAPDH, UBE2, UB e 60S em

resposta ao cultivo das plantulas controle e (GA3 0,5 mg.L'1 e PBZ 0,05mg.L™).
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Figura 19. Variacao de resposta dos genes eEF 1o, ATP, 60S, UBQ10, Act 11 e UB ao cultivo in vitro
em meio MS, GA; 0,5 mg.L"' e PBZ 0,05 mg.L". No eixo das abscissas temos os 3 experimentos

distintos testados: C (experimento controle); P (experimento tratado com paclobutrazol); GA;

(experimento tratado com GA;0,5 mg.L™"). No eixo das ordenadas temos o valor CT obtido para cada

um dos normalizadores utilizados em resposta aos diversos tratamentos.
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Como podemos visualizar na figura 20, nenhum dos genes apresentou uma expressao
estdvel em todas as condicdes (tratamentos), portanto eles ndo podem ser considerados
normalizadores perfeitos, no entanto foi escolhida a ubiquitina (UB) de cana-de-agicar e o
dominio de fator de elongacdo Tu GTP (eEF la), j4 que foram os genes que apresentaram a
expressao menos varidvel nos tratamentos realizados.

Adicionalmente, apds as reacdes de PCR em tempo real, sdo geradas para cada uma das
reacdes, curvas de dissociacdo, sendo que a especificidade do produto de PCR gerado é
averiguada pela existéncia de um unico pico nas curvas obtidas, sugerindo a existéncia de um

unico produto de amplificagdo (figura 20).

Dissociation Curve
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Figura 20. Curva de dissociacao do gene da Ubiquitina (UB), mostrando apenas um pico de
amplificacido, o que sugere especificidade.

3.9.9 Catalogo SUCAST
O catdlogo SUCAST pode ser encontrado nos trabalhos de SOUZA et al., 2001 e
PAPINI-TERZI et al., 2005. Partindo-se das seqiiéncias geradas pelo Projeto SUCEST

(VETTORE et al.,, 2001) foram catalogados os SAS de cana-de-aciicar possivelmente
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relacionados com transducdo de sinais por similaridade com outras seqiiéncias ja categorizadas e
utilizando-se a ferramenta BLAST (ALTSCHUL et al., 1997). Para isso, seqiiéncias de outros
organismos relacionados a componentes de transducdo de sinais, como receptores, adaptadores,
proteinas G, pequenas GTPases, membros do sistema de duplo-componente, proteinas quinases,
proteinas fosfatases e elementos da maquinaria de ubiquitinacdo foram selecionados para as
buscas por BLAST contra o banco SUCEST. Aproximadamente 1500 SAS codificando para
proteinas de transdugdo de sinais foram catalogadas no SUCAST (ww.sucest-fun.org). Uma

breve descri¢do dos genes-alvos para nosso trabalho encontra-se no anexo 6.
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4. Resultados
4.1 Influéncia do GA; no metabolismo de carboidratos e na particao de

carbono em plantulas de cana-de-acucar.

Em relagdo os teores de agucares soliveis totais (AST) e redutores (AR), podemos
observar na tabela 3, que ja aos 7 dias de tratamento, quando comparamos plantas controles e
plantas tratadas com GAj3 ocorreu um aumento significativo de AST nas tratadas. Observamos
também que plantulas tratadas com GA3 5 ¢ GA; 20 mg.L"' ndo diferem estatisticamente entre si
(exceto aos 28 dias) no acumulo desses acucares, inclusive aos 7 dias de tratamento e aos 21
dias, o tratamento GAj3 5, tem valores absolutos maiores que o tratamento com 20 mg.L'l.
Quando avaliamos separadamente cada tratamento ao longo dos 28 dias, os AST aumentam
gradativamente nesse periodo, mas de forma ténue, havendo um aumento expressivo nesses
teores no intervalo de tempo entre 7 e 28 dias dos tratamentos GAsz 0,5 e GAj3 20 mg.L’l,
mostrando dessa forma que a medida em que as plantulas se desenvolvem (aumentam os dias de
tratamento), ocorre o acimulo desses carboidratos. Em relacdo aos AR, quando sd@o comparados
as plantulas controles com os tratamentos contendo GAj os dados mostram que aos 7 dias de
tratamento, ocorreu um acentuado aumento nesses teores em relagdo ao controle e as diferentes
concentracdes de GAs, no entanto as plantulas tratadas com GA3 5 e GAj3 20 mg.L'1 nao diferem
estatisticamente entre si, 0 mesmo visto nos dados de AST. Aos 14 dias observamos valores
bem préximos aos vistos no inicio do tratamento, com uma discreta reducao dos teores de AR
nas plantulas tratadas com GA3, ja aos 21 dias ocorreu uma diminui¢do nos teores de AR, sendo
drastica nas plantulas controles. E finalmente aos 28 dias observamos uma recuperacdo nesses

teores semelhante aos niveis vistos aos 7 dias de tratamento (exceto em GAj3 5 mg.L’l).
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Tabela 3. Teores de aciicares soliiveis totais e redutores da parte aérea de plantulas de
cana-de-acicar cultivadas in vifro submetidas a diferentes concentracoes de GAz. A
analise estatistica foi feita de forma global dentro do mesmo tipo de acicar (letra
mindscula para analise dos aciicares soliveis totais e letra maidsculas para analises dos
acicares redutores). A analise estatistica utilizada foi Anova one-way (n=mix de 50
plantas; 3 repeticoes). Médias assinaladas com letras diferentes diferem significativamente
pelo teste de Tukey (P < 5%).

TEORES DE ACUCARES SOLUVEIS TOTAIS (mg.g'FW) (AST)

Tempo de coleta 7 14 21 28 (dias)
Controle 92,14+ 0,69 g 106,37 £7,0 fg 98,24 +459 g 9142+046¢g
GA;0,5mgL" 124,51 £ 1,0 ef 132,775 £ 1,2 de 141,58 £ 1,0 de 150,70 £ 0,7 cd
GA; 5 mg.L" 17721+ 1,15b 179+1,0b 182,15+ 1,15b 184,20+ 0,79 b
GA0mgl” 17273+348be 181,33+149b __17337£426bc 210452104
TEORES DE ACfJCARES REDUTORES (mg.g'FW) (AR)
Tempodecoleta 7 @@ eeeeeevenrens SRR 2 e B I
Controle 82,61 +0,9 EF 90,90 + 6,28 DEF 61,6 £327G 83,61 + 1,82 EF
GA; 0,5 mg.L-1 110,55 + 1,19 BCD 102,22 £ 1,78 CDE 9435 +246 DEF 104,50 +£0,5 CD
GA; 5 mg.L-1 136,56 £ 1,59 A 127,07 £ 2,07 AB 119,48 £ 0,67 ABC 80,16 + 49 FG
GA; 20 mg.L-1 133,57 £2,15A 127,90 £ 9,56 AB 108,69 +2 BCD 136,71 £ 0,64 A

Na figura 21 observamos que em todos os tratamentos, ocorreu um aumento no teor de
sacarose até os 21 dias de tratamento. Nas plantulas controle entre 21 e 28 dias de tratamento
ocorreu um decréscimo nesse acimulo, a reduc¢do foi bastante expressiva, retomando os valores
vistos aos 7 dias de tratamento. Quando avaliamos os tratamentos GA3 0,5 e GA320 e mg.L'l,
vimos que os teores se sacarose aumentaram significativamente até 21 dias, apds esse periodo,
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as concentragdes se mantiveram praticamente estdveis. No tratamento GA3 5 mg.L'1 observamos
que durante os 28 dias de tratamento a sacarose continuou sendo acumulada de forma expressiva.
Quando avaliamos os diferentes tratamentos ao longo do tempo, vimos que a partir dos 7 dias de
tratamento os indices de sacarose do controle sdo sempre inferiores aos das plantulas tratadas
com GAj;, entre as as plantulas tratadas com GAj, os teores de sacarose na concentragdo 0,5
mg.L"!, foi sempre inferior aos demais tratamentos com GAj;, j4 quando comparamos os
tratamentos GA3z 5 ¢ GA3 20 mg.L", fica evidente aos 28 dias de tratmento que a concentragio
20 mg.L"' ndo faz mais um efeito somatério nessas plantulas, j4 que o tratamento 5 mg.L'l,
apresentou uma continuidade quanto ao acimulo de sacarose, sugerindo uma saturacio causada

pelo excesso de GAj utilizado nas plantulas.

Sacarose
120 4 —A—Controle - - GA,05mg.L”
-%- GA5mg.L"-@--GA20 mg.L"
x
100 - A

mg.g'FW

7 14 21 28
Tempo de tratamento (dias)

Figura 21. Teores de sacarose da parte aérea de plantulas de cana-de-acicar cultivadas in
vitro submetidas a diferentes concentracoes de GAj3 ao longo de 28 dias de tratamento. A
estatistica foi feita de forma global. Os dados de sacarose foram obtidos a partir da
subtracao dos AST e dos aciicares redutores da tabela anterior. A andlise estatistica
utilizada foi Anova one-way (n=mix de 20 plantas; 3 repeticoes). Médias assinaladas com
letras diferentes diferem significativamente pelo teste de Tukey (P < 5%).
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A relacdo fonte:dreno das plantas pode ser estimada através de medidas da razdo entre os
niveis de sacarose e de monossacarideos (frutose e glucose) encontrada nos tecidos. Assume-se
que quanto maior o valor absoluto dessa razdo (e maior que um), maior é a tendéncia de um
funcionamento do tecido vegetal como fonte, ou seja, sua taxa fotossintética seria maior que sua
taxa respiratoria. Este tipo de andlise é mostrado na figura 22, onde pode-se observar que em
todos os tratamentos, a medida em que as plantulas se desenvolvem, maior € essa razdo. No caso
de plantulas tratadas com GAj3; independentemente da concentracdo a razao
sacarose:monossacarideos aumentou, significativamente mais do que no controle sem o

hormonio.
Relagao fonte:dreno da parte aérea

2.4 -
—A—Controle == GA,0,5mg.L"

2.1- — % -GA5mg.L"—e—GA 20 mg.L" %

-

1.8
1.5 5
1.2
0.9+

0.6

Sacarose.monossacarideos

0.3

0.0

7 14 21 28
Tempo de tratamento (dias)

Figura 22. Razao entre sacarose/monossacarideos(frutose e glucose) em plantulas de cana-
de-aciicar cultivadas in vitro em meio MS submetidas a diferentes concentracoes de GA;. A
analise estatistica foi feita de forma global. A analise estatistica utilizada foi Anova one-
way (n=mix de 20 plantas; 3 repeticoes). Médias assinaladas com letras diferentes diferem
significativamente pelo teste de Tukey (P <5%).
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4.2 Influéncia de diferentes concentracoes de GA3 de PBZ na incorporaciao de massa fresca
e particao de carbono em plantulas de cana-de-acicar em relacio ao tempo de tratamento.

Foram avaliados o desenvolvimento morfoldgico e a incorporagdo de massa fresca em
plantulas cultivadas in vitro em diferentes concentracdes de GAj3 (0,5 mg.L'l, 5 mgL"' e 20
mg.L™"), na presenca de PBZ (0,05 mg.L™") e nas plantulas controles, em diferentes intervalos de
tempo (7,14, 21 e 28 dias). De acordo com a tabela 3, que mostra a diferenca na incorporagdo de
massa fresca, plantulas tratadas com PBZ 0,05 mgL' tiveram um ganho de massa
comprometido em relag@o a todos os tratamentos com GAj3 ao longo de todos os dias (7, 14, 21 e
28), e também em relagcdo ao controle a partir de 21 dias de tratamento. Quando observamos as
plantulas tratadas com GAj3 0,5 mg.L'l, vimos que quando comparadas ao controle ocorre uma
tendéncia de aumento na massa fresca em valores absolutos, mas isso s6 se torna significativo a
partir de 21 dias de tratamento. Quando comparamos os tratamentos GA; 5 mg.L'e GAz 20
mg.L"' vimos que no segundo tratamento parece ndo haver uma resposta efetiva em relacdo
incorporacido de massa fresca, pois os valores sdo semelhantes ao do tratamento GA3 5 mg.L"
em todos os dias. De maneira geral, podemos dizer que aos 21 dias de tratamento, em todas as
concentracoes de GAj; utilizadas, assim como considerando também o PBZ e o controle, a
incorporagdo de massa fresca foi diferenciada, sugerindo que com essa idade a planta responde
melhor as condi¢Oes experimentais esperadas.

Observando ainda os dados da tabela 4, em relacdo ao comprimento da parte aérea, vimos
que as plantulas tratadas com PBZ 0,05 mgL" tiverem seu crescimento da parte aérea
totalmente comprometido, e em relacdo ao GAs, de forma geral quanto maior a concentragdo de

GA;3, maior o comprimento da plantula ao longo do tempo.
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Tabela 4. Alometria de plintulas de cana-de-acicar coletadas em diferentes intervalos
de tempo, cultivadas in vitro em meio MS, na presenca de PBZ 0,05mg.L" e
diferentes concentracoes de GAs. A andlise estatistica utilizada foi Anova one-way
entre os diferentes parametros: letra miniscula para as analises realizadas na massa
fresca e maidsculas para o comprimento da parte aérea. n=mix de 20 plantas; 3
repeticoes. Médias assinaladas com letras diferentes diferem significativamente pelo

teste de Tukey (P <5%).
MASSA FRESCA (mg)

Tempo de coleta 7 14 21 28
(dias)
Controle 3,45+0,05 kl 5,75 £ 0,25 ijkl 10 £ 0,02 fg 17,5+0,5 cd
Paclobutrazol 2,1+£0,021 4 +0,02kl 6 + 0,01 hijkl 11 £0,02 efg
GA;0,5mg.L" 4,7 + 0,05 jkl 7 £ 0,02 ghijk 13,5+£0,5 de 18,5+ 1,5 be
GA; 5mgL"’ 6,9 £ 0,1 ghijk 9 + 0,01 ghi 23,5+0,5a 255+25a
GA;20 mg.L"' 8,1 £ 0,05 ghij 9 + 0,02 ghi 15+ 0,02 cde 22+1,0ab

COMPRIMENTO TOTAL DA PARTE AEREA (cm)
Tempo de coleta 7 14 21 28
(dias)
Controle 1,5+0,02K 2+0,01]) 4+0F 5,75+£0,05D
Paclobutrazol 0,3+0,01 M 1+0,01 L 2+0,02]J 3+0,01 H
GA; 0,5 mg.L-1 25+0,011 45+0,02E 5,75+£0,25D 7,25+0,25B
GA; 5 mg.L-1 3,5+0,02G 45+0,02E 6,5+0,5C 7,65+0,15B
GA; 20 mg.L-1 3,5+0,02G 6,5+0,01 C 9,0+£0,02 A 9,1+£0,02 A

Na figura 23 podemos observar a diferenga no crescimento entre o tratamento controle e as

plantulas tratadas com PBZ 0,05 mg.L'1 (A), e na figura (B) vemos a diferenca entre as plantulas
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controle e as tratadas com diferentes concentracoes de GAs;. Em ambos os casos foram

fotografadas plantulas com 7 dias de tratamento.

Controle

Figura 23. Plantulas de cana-de-aciicar cultivadas in vitro. (A) diferenca entre pliantulas controle e
tratadas com PBZ 0,05 mg.L" e (B) mostra a diferenca no alongamento de épicotilos das plantulas
controle e as tratadas com diferentes concentracoes de GA;. 0,5 = plantulas tratada com GA; 0,5 mg.L”
!s 5 = plantulas tratada com GA; 5 mg.L" e 20= plantulas tratada com GA; 20 mg.L"’

Na figura 24 temos uma sec¢do de cortes histoldgicos longitudinais das plantulas
controles, tratadas com GAsz e PBZ. Podemos notar que comparando as plantulas com 7 dias de
tratamento, em A (controle), B (PBZ), C e D (GA3), notamos que a principal diferenca entre eles,
ocorre no alongamento (na base do meristema, na regido meristemdtica, nos primoérdios foliares)
e no nimero de divisdes celulares (principalmente no meristema) e formacao de vaciolos. Em
E, F, G e H, temos um corte com maior aumento visualizando principalmente as divisoes
mitdticas e formacao de vacuolos. Em I, J, K e L, temos plantulas controle e tratadas com GAj

0,5 mg.L'1 com 14 dias de tratamento, respectivamente. J e L, detalhes do MA e PF no controle

(com divisdo celular e formacao de vactolos) e em L, detalhes do alogamento celular.
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Figura 24.1 Seccio de cortes histolégicos longitudinais das plantulas controle, tratadas com GA; 0,5 mg. L' e PBZ com 7 dias de tratamento. As
setas mostram as estruturas citadas na legeda. A e B, temos: meristema apical (MA) e primordios foliares (PF) (5x), em plintulas controle e com

PBZ, respectivamente. Em C, temos regiao basal do epicétilo (abaixo do MA) e em D, temos: meristema apical do caule (MAC) e

primordios foliares (PF) de plantulas tratadas com GAj; com 7 dias de tratamento (5x).
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Figura 24.2 Seccio de cortes histologicos longitudinais das plantulas controle, com PBZ e com GA;0,5 mg.L"" e PBZ com 7 dias de trat'aento.
E, F. temos: detalhes do MA e PF. G. Detalhes do alogamento celular do epicotilo e H. Detalhes do MA e PF com céulas em divisido e formacao
de vaciiolos. Os circulos mostram o processo de divisdo celular e formacao de vaciolo, em plantulas controle, com PBZ e GAj;, respectivamente
(20x).
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24.3 Seccio de cortes histologicos longitudinais das plantulas controle e tratadas com GA; 0,5
mg. L' com 14 dias de tratamento. I. MA e PF de plantula controle, observar a reduzida
quantidade de células na regido basal (5x); J. detalhes do MAC e PF com regido
contendo numerosos vacuiolos (20x). K,L. regiao intercalar do meristema apical tratadas
com GAj; (5x e 20x, respectivamente).
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Na tabela 5 podemos observar a média do tamanho das células a partir dos cortes
histolégicos em plantulas controle, tratadas com GA; 0,5 mg.L" e PBZ com 7 dias de
tratamento. A analise estatistica utilizada foi Anova one-way entre os diferentes
parametros: letra mindscula para as analises realizadas no comprimento e maiisculas
para a largura. n=mix de 20 plantas; 3 repeticoes. Médias assinaladas com letras
diferentes diferem significativamente pelo teste de Tukey (P <5%).

Tabela 5. Média do comprimento e largura de células das plantulas com 7 dias de
tratamento.

Medidas das células (um)

Tratamento comprimento largura
Controle 8,6Db 5,1B
PBZ 6,5 ¢ 7,7 A
GA;3 0,5 mg.L" 233a 4,0C

Foi avaliada a particdo entre raiz e parte aérea (figura 25) das plantulas submetidas a
todos os tratamentos ao longo dos 28 dias e os dados sdo apresentados em percentagem (%), o
grafico s6 mostra os valores correspondentes a parte aérea. Podemos observar que as plantulas
tratadas com PBZ 0,05 mg.L'1 tiveram um investimento muito maior no desenvolvimento do
sistema radicular do que na parte aérea que s6 chegou a 40%. Nas plantulas controles, vimos
que a propor¢do da parte aérea variou pouco ao longo do tempo se mantendo em valores
proximos a 50%, e por dltimo podemos dizer que quanto maior a concentracdo do GAj, maior
€ o crescimento da parte aérea, embora essas diferencas ndo sejam significativas entre as
concentracoes de GAj3,

Foi observado que o alongamento da parte aérea apresentou uma regido diretamente

afetada apds a aplicagdo de GAj3, que foi categorizada como uma regido estiolada, o epicétilo.
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E essa regido se apresentou mais ou menos alongada de acordo com o tratamento realizado, e
no caso da aplica¢do de PBZ 0,05 mg.L™", o seu surgimento foi totalmente reprimido ao longo

dos 28 dias de tratamento (figura 26).
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Figura 25. Relaciio da proporcio de RAIZ:PARTE AEREA (%) de plantulas de cana-
de-aciicar cultivadas in vitro submetidas ao PBZ 0,05mg.L" e diferentes concentracdes
de GAj; coletadas em diferentes intervalos de tempo. A analise estatistica utilizada foi
Anova one-way (n=mix de 20 plantas; 3 repeticoes). Meédias assinaladas com letras

diferentes diferem significativamente pelo teste de Tukey (P <5%).
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Figura 26. Crescimento do epicétilo de plantulas de cana-de-aciicar cultivadas in vitro

submetidas ao PBZ 0,05 mg.L"' e diferentes concentracoes de GAj; coletadas em
diferentes intervalos de tempo. A analise estatistica utilizada foi Anova one-way ( n=mix
de 20 plantas; 3 repeticoes). Médias assinaladas com letras diferentes diferem
significativamente pelo teste de Tukey (P <5%).
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Observando a figura 27 e anexo 7, de acordo com a composicao de monossacarideos
da parede celular das plantulas (cap. 1), de maneira geral a andlise da parte aérea resultou em
uma predominancia dos polissacarideos compostos por xilose, arabinose, glucose e galactose
provavelmente origindrio de pectinas. A glucose pode ser proveniente da solubilizacdo do f-
glucano, e a grande quantidade de xilose e arabinose seria justificada pela formacdo do
arabinoxilano. A galactose, juntamente com uma fracdo da arabinose, possivelmente vem de
pectinas. Quando olhamos detalhadamente os tratamentos, vimos que a utilizacdo do GAs,
assim como o PBZ 0,05 mg.L", pareceram nio interferir na composicio da parede celular
dessas plantulas uma vez que os teores dos polissacarideos se mantiveram muito semelhantes
aos das plantulas controle.

Ainda que ndo se tenha observado diferencas na composicdo dos monossacarideos de
parede celular com os tratamentos com GAj3 e com o PBZ, uma observacao importante foi que
ha um aumento gradativo de xilose e arabinose em detrimento da glucose ao longo dos 21 dias
de experimento. Esta observacdo sugere que ha deposicdo diferencial de uma das
hemiceluloses (arabinoxilano) durante o desenvolvimento inicial das plantulas de cana-de-

actcar, ndo sendo este mecanismo afetado pelo metabolismo de giberelinas.
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Figura 27. Composicao dos monossacarideos neutros da fracio total da parede celular da
parte aérea de plantulas de cana-de-acicar cultivadas in vifro na presenca de PBZ
0,05mg.L'1 e diferentes concentracées de GAj; em diferentes dias de coleta. A analise
estatistica foi feita de forma global entre os mesmos monossacarideos. Meédias
assinaladas com letras diferentes diferem significativamente pelo teste de Tukey (P <
5%). As letras maidsculas e mindsculas foram utilizadas para ajudar a diferenciar o
tipo de aciicar no qual foi feita a analise estatistica.
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4.3 Influéncia do GA3 0,5 mg.L™" e do PBZ na expressio génica de plantulas de cana-de-
acucar apos 21 dias de tratamento.

Da tabela 6A até a 6G, sdo apresentados os resultados de expressdo diferencial sob
tratamento com GAj3 e com paclobutrazol de genes agrupados segundo categorias as quais
estes foram classificados de acordo com o banco SUCEST. Nas tabelas sdo mostrados também
os respectivos SAS e nimero de acesso pelo Gene Bank de cada gene. As tabelas ilustram nas
ultimas duas colunas os valores de expressdo gé€nica obtidos a partir da metodologia de
LIVAK & SCHMITTGEN (2001), descrito no Material e Métodos, que foram transformados
em LOG de 2. Consideramos (+) como os genes que foram induzidos e (-) como os que foram
reprimidos. Para um breve descricdo das fungdes e caracteristicas dos genes estudados, ver
anexo 6.

Na tabela 6A, observamos em ambos os tratamentos a indu¢do de genes envolvidos
com a biossintese (1) e a via de transducdo de sinal (3) das AUX; somente no tratamento com
GAs, foi induzido um gene que codifica a proteina DELLA (4); j4 no tratamento com PBZ
foram induzidos genes da via de transdugdo de sinal do ABA (2), do 4cido jasmonico (7), e da
biossintese do etileno (17).

Todos os demais genes foram reprimidos em ambos os

tratamentos.

Tabela 6A. Genes relacionados com a biossintese hormonal e via de transducao de sinais

SAS/Gene Bank GA ExpressaI())BZ
Categoria Sub-categoria 1 Sub-categoria 2 3

SCEQRT1028HO06.g Nitrilase

NM 001112112.1 Biossintese hormonal AUX (E.C.3.5.5.1) +3 +5

SCSFRT2068D12.g Resposta a | ASR (Absicic stress

NM 001154231.1 Resposta a estresse estresse ripening) -0,5 +04

SCCCRZ1001G10.g Relacdo com | AUX (proteina

NM 001157154.1 TF Aux/ATA IAA16) +1 +0,3

SCEQLR1050D04.g Envolvida no

DQ062091 TF da famila GRAS desenvolvimento Similar ao GAI + 0,5 -14

AUX 1 (promotor

SCSGST3121C06.g Adaptador de cresc. AUX-

NM 001111676.1 desenvolvimento transcricional independente) -13 -1,2

SCEZHR1047G06.g

NP_001105582.1 Biossintese hormonal Auxina Nitrilase (E.C.5.5.1) -0,7 -1,3
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7 | SCCCRTI1001EOl.g Lipoxygenase (E.C.

NM 001111533.1 Biossintese hormonal Ac.jasménico 1.13.11.12) -2 + 0,7
8 | SCRLLR1038HO1.g Monooxygenase

NM 001157971.1 Biossintese hormonal Ac.abscisico (E.C.14.13) - 1,6 -0,3
9 | SCBGLR1002A01.g Ester carboxilico

NP_001055520.1 Receptor de GA (GID1) | GA (E.C.3.1.1) -0.9 -0,8
10 Proteina

SCMCCL6053A05.¢g SCARECROW

XM_002456575 TF GRAS (SCR) -24 -1,5
11 dominio: Cyclin-

SCVPFL3044C07.g Regulador positivo de | F-box protein | like F-box

NM_001155936.1 GA (SLY1) GID2 -1,5 -1,6
12 | SCCCRZ2003D01.g Transdugdo de sinal

NP_001044771.1 Sinalizador de GA XERICO (RING-H?2 finger) -1 -1,3
13 20G-Fe(II)

superfamilia

SCSFRT2070A10.g oxygenase

NP_001151167.1 Biossintese hormonal GA20-oxidase (E.C.1.14.11-) -2,3 -1,7
14 | SCSGLR1025A04.g giberelina 20-

XP_002463483.1 Biossintese hormonal GA20-oxidase oxidase -5 -1,8
15 | SCBGLR1002A09.g TF responsivo a estresse Protein responsiva -24 -1,2

XM_002460092.1 de seca Etileno ao etileno
16 | SCJFRT1005C11.g ACC oxidase

XP_002467643.1 Biossintese hormonal Etileno (E.C.1.14.17.4) -24 -4,1
17 | SCQGAM2028D11.g ACC synthase

XM _002454974.1 Biossintese hormonal Etileno (E.C.44.1.14) -55 +1,2
18 2-Oxoglutarate-

dependent
SCCCCL2001D09.b dioxygenase((EC:1.
XM_002446116.1 Biossintese hormonal Etileno 14.11.2) 0,7 -5

Na tabela 6b, observamos em ambos os tratamentos ocorreu a induc¢do de gene (22),

que esta envolvido com a formagdo de meristema apical, crescimento e senescéncia. Apenas

no tratamento com GAj houve a indugdo do gene (19) que esta envolvido em processos como

proliferagao celular e diferenciagcdo, além do alongamento celular e germinagdo. Todos dos

outros fatores de transcri¢do (FT) foram reprimidos tanto no tratamento com GAj3; quanto com

PBZ.
Tabela 6B. Fatores de transcricao
SAS/Acesso Expressio
Gene Bank Categoria Sub-categoria 1 | Sub-categoria 2 GA; PBZ
SCCCRZ1001HO05.g HLH (helix- +0,3 0
19 | NM 001156600.1 TF loop-helix) TF bHLH
SCRURT2010A10.g | TF -3,2 -09
20 | XM_002440514.1 MYB TF myb
SCEPLB1042D02.g | TF NAM (no apical -0,6 -0,9
21 | XM 002444531.1 meristem) Proteina NAC?2
22 | SCCCLR2003E10.g | TF NAM (no apical | FT NAC/ Proteina +1 +18
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XM_002466172.1 meristem) GRAB?2 (Geminivirus Rep
A-binding)
TF Protein homedtica floral
SCQGLR1085G10.g APETALALI
XM 002460944.1 (AP1)/Agamous-like
23 MADS protein MADS box (AGL7) -1 -1
SCSBFL1039F08.g TF NAM (no apical | YZ1 (CBS domain-
24 | XM 002455969.1 meristem) containing protein) -38 -4
SCBFAD1046D01.g | TF HLH (helix-
25 | XM 002448267.1 loop-helix) bl-1 -4,2 -23
SCAGLR1021G10.g | TF
26 | XM 002463907.1 homeobox Homedominio KNOTTED1 -1 -23
SCCCLRI1CO4F11.g | TF
27 | XM 002442153.1 WRKY zinc finger TF WRKY1 -6,5 -3,2

Na tabela 6C, podemos observar que o gene (28), que estd relacionado com o processo

de senescéncia foi induzido em ambos os tratamento e somente no tratamento com GAj3 o gene

(29) que tem relacdo com o metabolismo de 4cidos nucléicos foi induzido.

foram reprimidos em ambos os tratamentos.

Tabela 6C. Genes relacionados com o ciclo celular

Os demais genes

SAS/Acesso do Gene Expressio
Bank Categoria Sub-categoria 1 Sub-categoria 2 GA; PBZ
SCQGLV1016A04.g | Metabolismo de Catabolismo de proteina nuclease I +0,2 +0,12
28 | NM 001130119.1 dcidos nucléicos DNA (EC 3.1.30.1)
Regulacao de + 0,55 -0,1
SCEZLB1007F08.g Metabolismo de transcri¢do, DNA-
29 | XM_002456921 acidos nucléicos dependent Histone H2B.4
DNA-damage- -3,8 -2,8
Resposta a estresse repair/protein
SCSFLR2009F02.g tolerante DRT102
30 | NM_001049807.1 Reparo de DNA (EC5.4.2.3)
SCILRT1016G06.g Ribonuclease -1,8 -2,5
31 | XM 002445504.1 Resposta a estresse wound-induced T2(EC:3.1.27.1)
SCJLHR1028C12.g Metabolismo de -1,2 -22
32 | XM _002462758.1 DNA histona Histona H4

A tabela 6D, mostra os genes envolvidos com o metabolismo da parede celular, e é
possivel verificar que os genes (34, 35), que estdo envolvidos com a expansao da parede foram

induzidos tanto no tratamento com GAj; como no tratamento com PBZ. No tratamento com
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GA3, o gene (37) também foi discretamente induzido e estd relacionado com a extensdo da

parede celular. O gene (33), que tem relacdo com deposi¢do de lignina sé foi induzido no

tratamento com PBZ. Todos os outros genes foram reprimidos.

Tabela 6D. Genes relacionados com a parede celular

SAS/Acesso do Gene Expressio
Bank Categoria Sub-categoria 1 Sub-categoria 2 GA; PBZ

33 | SCEQRTI1024E12.g Metabolismo de -0,2 +1,3
NM_001158010.1 carboidratos Parede celular PAL (E.C4.3.1.5)
SCBFLR1039B05.g Metabolismo de XET (EC:2.4.1.207)

34 | XM 002437473.1 carboidratos Parede celular +1 +2,2

XTHs (EC

SCBFLR1046C09.g Metabolismo de 2.4.1.207 e/ou

35 | NP _001105166.1 carboidratos Parede celular E.C.3.2.1.151) +1 +0,7
SCAGLR1064F05.g Metabolismo de glicosiltransferase(E

36 | XM 002466092.1 carboidratos cellulose synthase 7 | .C.2.4.1.12) -0,2 +23
SCILLR1033E07.g

37 | XM_002467457.1 Parede celular beta-expansin 8 Proteina estrutural +0,1 - 0,12
SCCCRZ2002G07.g Metabolismo de | Provavel celulose (glicosiltransferase)

38 | NM_001111487.1 carboidratos sintase 7[Z.mays] E.C.24.1.12 -2,1 -04
SCCCLR2C02A05.g | Proteina da

39 | NP_001105040.1 parede celular alpha expansinl Proteina estrutural -2,1 -0,3
SCQGRT1040G03.g Proteina da Precursor da alpha-

40 | XM_002451877.1 parede celular expansin 11 Proteina estrutural -9.2 -10,5
SCJFLR1013H10.g UDP-6-

41 | XM 002468250.1 Parede celular desidrogenase EC:1.1.1.22 -1,5 - 0,92

Na tabela 6E, podemos observar a indug¢do de diversos genes envolvidos com a
fotossintese (42, 43, 44), com a fixa¢do de carbono (45, 46) em ambos os tratamentos. O
tratamento com PBZ também induziu os gens (48, 49). Os demais genes foram reprimidos em
ambos os tratamentos.

Tabela 6E. Genes relacionados com a fotossintese

Expressao
SAS Categoria Sub-categoria 1 Sub-categoria 2 GA; PBZ
Metabolismo de | chlorophyla a/b Complexo LHC +0,5 +1,6
SCSBST3096E08.g carboidratos binding protein (light-harvesting
42 | XM _002460811.1 (CAB) complex)
Metabolismo de Complexo LHC +0,8 +3
SCJFLR1074A11.g carboidratos clorofila a/b binding (light-harvesting
43 | XM 002460577.1 proteina (CAB) complex)
SCRULR1020D09.g Metabolismo de | Ciclo do citrato (TCA + 0,85 +2
44 | XM 002438476.1 carboidratos cycle) e C4 PEPC (E.C4.1.1.31)
45 | SCVPRT2075C09.g | Metabolismo de | Fixacio de carbono Piruvato,ortofosfato +0,5 +12
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NP_001105738.1 carboidratos dikinase EC 2.7.9.1
Metabolismo de Triose phosphate +2,4 +0,2
SCCCRZ1001B08.g carboidratos isomerase citosélica
46 | XM_002455155.1 Fixacgdo de carbono (EC5.3.1.1)
Metabolismo de | chlorophyla a/b Ccomplexo LHC +0,2 -0,7
SCACLR2007B05.g carboidratos binding protein (light-harvesting
47 | XM 002447267.1 (CAB) complex)
Metabolismo de Aconitate hydratase -0,4 +1,3
SCCCCL3001A05.g carboidratos Ciclo do citrato (TCA | citoplasmatica EC
48 | XM _002445129.1 cycle) 4.2.13
SCEQLB1063G04.g Fotossintese -0,2 +0,6
49 | NM_001157959.1 Anidrase carbOnica E.C.4.2.1.1
Photosystem I -2,2 -1,8
reaction centre
SCACLR1129Al1l1.g subunit N, chloroplast
50 | NM_001072866.1 fotossintese precursor (PSI-N) Water stress repressed
sp|P27787|FER1_MA -04 -0,72
IZE Ferredoxin I,
chloroplast precursor
(Fd I) pir||T03286
Ferredoxin-1, ferredoxin [2Fe-2S] -
SCSBSD2029H02.g chloroplastic; maize
51 | XM 002443659.1 bioenergética Ferredoxin I; Fd I; gb|AAA33459.1]

De acordo com a tabela 6F, podemos verificar que vérios genes da via glicolitica (52, 53),
quinases (55, 56, 58, 59) foram responsivos aos tratamentos com GAj3; e PBZ, ainda podemos
observar que o gene (65), que tem fun¢do relacionada com fixacdo de carbono foi induzido
tanto na presenca de GA; quanto de PBZ. Ja o gene (64) s6 foi induzido na presenca de PBZ.
O restante dos genes foi reprmido tanto no tratamento com GA3z quanto como PBZ.

Tabela 6F. Genes relacionados com o metabolismo de carboidratos

Expressao
SAS Categoria Sub-categoria 1 Sub-categoria 2 GA; PBZ
Metabolismo de Fructose-bisphosphate +0,8 + 0,55
SCRULR1020D11.g carboidratos aldolase
52 | XM 002442848.1 glicdlise (EC:4.1.2.13)
Metabolismo de Beta-D- +0,8 +2.21
SCAGLR1021F11.g carboidratos precursor 2 da beta- glucosidase (EC
53 | XM_002462524.1 glucoesidase 3.2.1.21)
SCCCLB1004E10.g Metabolismo de | Metabolismo de beta-D-Glucosidase +1 -3,6
54 | XM_002441984.1 carboidratos amido e sacarose EC 3.2.1.21
SCCCHR1003D05.g MAPK/MAPKK/MA -0,5 + 0,59
55 | XM_002437483.1 Proteina quinase | PKKK caneMAPK-3
SCCCLRI1CO05B07.g similar to CIPK-like +1 +1
56 | XM _002465307.1 Proteina quinase | SNF-like kinases protein 1
SCCCLB1003E11.g Serine/Threonine -0,5 -1,2
57 | NP_001136496.1 Proteina quinase | protein kinases caneREK-1
SCSGHR1070F12.g Serine/Threonine +2 + 1,75
58 | XM 002442656.1 Proteina quinase | protein kinases CIPKO3
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SCJFRZ2032G01.g Serine/Threonine +1,8 + 0,65
59 | XM _002456241.1 Proteina quinase | protein kinases KAl
SCCCRTI1C06D06.g | Metabolismo de Frutofuranosidase -4
60 | NM 001111899.1 carboidratos cell-wall invertase 1 (3.2.1.26) -6,3
SCACSBI1117F03.g Metabolismo de glicosiltransferase -5
61 | XM _002465116.1 carboidratos sucrose synthase 1 (EC:2.4.1.13) - 6,6
SCCCLR1001A05.g Metabolismo de glicosiltransferase -0,74
62 | NM_001063582.1 carboidratos sucrose synthase (EC:2.4.1.13) - 1,55
SCEQAM1036A06.g | Metabolismo de | sacarose phosphate (EC:2.4.1.14)
63 | XM_002458946.1 carboidratos synthase -6,1 -3,2
Metabolismo de Trehalose-6- -1,8 + 0,64
SCCCCL4003E08.g carboidratos Metabolism de phosphate synthase
64 | XM_002445441.1 trealose (EC:24.1.15)
Metabolismo de Fructose- +0,13 + 0,64
carboidratos bisphosphatase
SCJLLR2020E06.g Hexosediphosphatase
65 | NM_001157634.1 Fixacgdo de carbono EC3.1.3.11
SCSBSB1057E03.g Metabolism de Beta-glucosidase, -6 -2,55
66 | NM 001049691.1 carboidratos putative 3.2.1.23
caneOsmotic stress- - 1,26 -1,33
SCCCST1006B11.g Serine/threonine- activated protein
67 | XM 002453922.1 Proteina quinase | protein kinase SAPK4 | kinase-2
caneOsmotic stress- -1,1 -2,34
SCEPRZ1009C10.g Serine/threonine- activated protein
68 | XM 002441114.1 Proteina quinase | protein kinase SAPK4 | kinase-1
canePKABA1-3 -0,7 -0,9
(abscisic acid-
SCRFLR1034G06.g Serine/threonine- inducible protein
69 | XM_002460996.1 Proteina quinase | protein kinase SAPK2 | kinase )
canePKABAI1-1 -0,7 -0,8
(abscisic acid-
SCACLR2007G02.g Serine/threonine- inducible protein
70 | XM_002460996.1 Proteina quinase | protein kinase SAPK2 | kinase )
caneOsmotic stress- -33 -3.6
SCCCST1004A07.g Serine/threonine- activated protein
71 | XM _002441114.1 Proteina quinase | protein kinase SAPK4 | kinase-7
-24 -1,5
SCCCCL3120C09.g rLeceptor Ser/Thr
72 | XM_002445743.1 Receptor kinase caneRLK LysM-1
-7 -4
SCBGFL5080E07.g receptor Ser/Thr
73 | XM 002456792.1 Receptor kinase caneBRI1-6

metabolismo de carboidratos. O gene (74, 76, 78), foram induzidos no tratamento com GAj e
com PBZ, e estdo envolvidos com o transporte de proteinas, controle osmotico e processo de
fosforilacdo, respectivamente. O tratamento com PBZ induziu também os genes (79 e 87),

que tem relacdo com estresse e transporte de carboidratos. Os outros genes foram reprimidos

Na tabela 6G, temos uma maior variedade de genes que podem estar envolvidos com o

em ambos 0s tratamentos.
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Tabela 6G. Genes relacionados com diversas funcoes que influenciam o metabolismo de

carboidratos
Expressao
SAS Categoria Sub-categoria 1 Sub-categoria 2 GA; PBZ
similar to Heat shock +0,6 +1,3
SCCCRZ1002G01.g Metabolismo glucose-regulated | cognate 70 kDa protein
74 XM _002442308.1 de carboidratos | protein 2
plasma +1 -1
SCEQRT2100B02.g membrane
75 XM_002452438.1 Aquaporina intrinsic protein2 MIP
Tonoplast +0,3 + 0,24
SCCCRZI1001F02.g intrinsic
76 XM 002465814.1 Aquaporina protein TIP1-1
SCQGLR1085F11.g +0,3 -3
77 X15290.1 Estressse drought-induced deidrina
Proteina +0,8 + 1
SCQGLR1085B04.g fosfatase subunidade
78 NM 001155214.1 Ser/tre catalitica PP2A-2
SCAGLR1043E04.g -2 +2,1
79 XP_002468237.1 estresse cytochrome P450 | (oxide synthase)
SCBGLR1023D05.g superdéxido Zinc finger protein -1,8 - 1,65
80 XM_002445052.1 patogenicidade | dismutase (SOD) (LSD1)
SCCCRZ2001C01.g Resposta ao -1,9 - 10,7
81 XM_002452622.1 estresse Tioredoxina Thioredoxin hl protein
SCRFLR2037F09.g metabolsimo
82 NP_001105712.1 de calcio calreticulin CRT?2 Calreticulin 2 -1,9 - 1,65
SCEZAM1080E11.g Metabolismo Ramificacdo de Glicosiltransferase
83 XM 002437832.1 de carboidratos | hemicelulose (E.C.2.4.1.91) -59 -6,7
Regulador 1 pseudo-
SCEPLB1042B08.g Desenvolvimen | Desenvolvimento | resposta PRR1(A. -32 - 1,55
84 XM_002452417.1 to thaliana)
Proteina com dupla
SCEZHR1088E02.g proteina especifidade fosfatases -0,8 +1
85 XM 002450177.1 fosfatase Tirosina fosfatase | (DSPP) EC3.1.3.16
SCEPRZ1010E06.g Protein serine/threonine -1,4 -2,1
86 XM 002441401.1 fosfatase PPM family PP2C-like
Major facilitator Transporte de
SCCCCL5004B03.g superfamily monossacarideos 4 -04 +0.,3
87 XM_002465591.1 Transporte (MES) [Oryza sativa (japonica

110




5. DISCUSSAO

5.1 Influéncia do GA3z no metabolismo de carboidratos e na particao de carbono em
plantulas de cana-de-acicar.

O GAj; vem sendo utilizado na agricultura ha muitas décadas e diversos autores relatam
o acumulo de agucares soldveis e sacarose, principalmente em 6rgaos fonte e nos frutos na sua
presenca. Em cana-de-acucar, desde 1956 sdo citados o efeito benéfico do GA3 no actiimulo
de sacarose e retardamento do florescimento (MOORE et al,1986; CARVALHO, 1995;
BANINASAB & MOBLI, 2008). Nossos dados mostraram claramente uma influéncia do
GA; no acumulo de AST (tabela 3) e sacarose (figura 21). Porém, a partir de uma
determinada concentracdo de GA; (20 mg.L™") a planta ndo responde aumentando ainda mais
suas concentracdes de acucares, sendo estes teores (AST, AR e sacarose) semelhantes a
concentracdo de 5 mg.L"'. Em alguns casos, geralmente a partir de 21 dias (dados que podem
ser observados com relacdo aos AST e AR, na tabela 3), e aos 28 dias com bastante relevancia,
nos dados de sacarose, as plantulas respondem melhor ao tratamento com 5 mg.L™" ao invés do
tratamento 20 mg.L"'. Estes resultados sugerem que no decorrer do tempo, houve uma
saturagdo dessa concentragdo na planta, causando provavelmente uma inibicao dos processos
metabodlicos devido a alta concentragdo de GA as quais as plantas foram expostas. Esse efeito
do GA jé foi observado em outras plantas e em diversos tecidos vegetais (PINHEIRO et al,
2005; TANIMOTO, 2005).

Nas plantas, os tecidos podem funcionar como fontes ou como drenos de
fotoassimilados. Geralmente folhas desenvolvidas funcionam como fontes, e os tecidos dreno,
tém a capacidade de atrair fotossintetizados (KUIPER, 1993; PATRICK, 1997; ZHANG et al,
2007). E conhecido que os mais diversos sinais do desenvolvimento da planta, como por

exemplo a presenca de hormonios, entre eles as giberelinas, podem contribuir com a sintese de
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carboidratos, alterando diretamente a relacdo fonte:dreno de um tecido. As giberelinas afetam
a sintese de carboidratos, aumentando seus teores, principalmente nas folhas, que funcionam
como um tecido fonte. Elas influenciam diretamente o transporte de fotoassimilados entre
tecidos fonte e tecidos dreno, participam do controle de enzimas importantes no metabolismo
de carboidratos (como as invertases) e influenciam o status de carboidratos em diversas
espécies vegetais (CANO-MEDRANO & DARNELL, 1997; YIM et al, 1997).

Em nossos estudos, de forma geral, nas plantulas tratadas com diferentes
concentracoes de GAs, quanto maior a concentracdo de GA3, maiores foram os teores de AST,
AR e sacarose (exceto na concentracao 20 mg.L'l), mostrando uma real interferéncia do
hormdnio nesse aspecto. E sabido que o actimulo de hexoses acontece em virtude da agio de
enzimas da parede celular (invertases), que convertem sacarose em frutose e glucose
(ROISTSCH & GONZALEZ, 2004; ZHANG et al, 2007). Quando ocorre acimulo de
hexoses, € esperado que os teores de sacarose diminuam, em virtude da sua hidrélise nesse
processo ou devido ao transporte da sacarose para armazenamento nos vacuiolos dos tecidos
dreno (KAUR et al, 2000; ZHANG et al, 2007). Nossos dados também mostraram que
ocorreu aumento nos teores de sacarose, o que pode ser devido ao modelo experimental usado,
onde toda a parte aérea foi considerada como um tnica amostra. As folhas, que sdo potenciais
tecidos fonte e o epicétilo, que serd diferenciado em colmo, é um potencial tecido dreno e o
local onde a sacarose estaria sendo armazenada. Acredita-se que o GAj3 esteja contribuindo
com o transporte de sacarose da folha para a regido do epicétilo e permitindo o seu acimulo,
uma vez que o acimulo de sacarose pode ocorrer na regido tanto no dreno quanto nas folhas.
Nao podemos esquecer de considerar que ocorreu uma reducdo no nimero de transcritos da
invertase da parede celular, mostrando dessa forma, que na circunstincia estudada ha de fato

condi¢Oes que propiciaram o acimulo de sacarose, pois quando ha pouca acdo das invertase da
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parede, had o acimulo de sacarose, em virtude ndo ocorrer a hidrélise da molécula em hexoses.
Esse acimulo também € corroborado quando observamos muitos dos genes envolvidos com a
fotossintese e fixacdo de carbono que foram induzidos, favorecendo mais uma vez o acimulo
de sacarose, que nos caso das plantulas tratadas com GA3, pode ser explicado em virtude da
demanda de energia necessdria ao suprimento para o crescimento celular, por exemplo.

Os fitormodnios tém um importante papel no transporte e alocacdo de fotoassimilados
(PHILLIPS, 1975; PATRICK, 1976; GIFFORD & EVANS, 1981) e de acordo com
BIALECKA & KEPCZYNSKI (2007), as GAs atuam diretamente nesse processo por
favorecer o actiimulo de diversos carboidratos.

Os reguladores do crescimento de plantas estariam envolvidos com a regulacdo da
for¢ca do dreno, particionamento de carboidratos e descarregamento do floema (ZHANG et al,
2001, 2004; PENG et al, 2003; ZHANG et al, 2005). Essa afirmac¢do pode ser embasada com
o0s nossos dados, pois em plantulas de cana-de-acucar, a partir de 21 dias de tratamento (Figura
22) em todas as concentragdes de GAj3 exdgeno (0,5, 5 e 20 mg.L'l) a relac@o entre fonte e
dreno da parte aérea da plantula mudou, de forma que a razdo entre sacarose e
monossacarideos (glucose e frutose) ficam préximas a um, o que significa dizer que nesse
momento as plantulas utilizam para o seu desenvolvimento menos fotoassimilados do que
produziram, permitindo o acumulo de carboidratos, havendo nesse caso alteracdo no processo
de fotomorfogénese da planta. O mesmo s6 ocorreu nas plantulas controle proximo aos 28
dias de tratamento, sugerindo assim que a GAj3 atuou acelerando esse processo, modificando
entdo o particionamento de carboidratos nessas plantulas, causando mais uma vez variagcdo do
processo de fotomorfogénese. A fotomorgénese ¢ um processo fisioldgico que durante o ciclo
de vida do vegetal, confere enormes vantagens no estabelecimento e na sobrevivéncia da

planta, proporcionando diversas respostas, tais como germinacdo de sementes, inibi¢cdo do
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alongamento caulinar, sintese de clorofila e antocianinas, expansdo foliar, floracdo e
tuberizacdo, estdo envolvidas diretamente com a duracdo e a qualidade da luz (KENDRICK
& KRONENBERG, 1994)

Vimos também que a expressao de genes envolvidos com a biossintese e transducdo de

sinal de varios hormonios foram alterados na presenca tanto de GAz como do PBZ.

Respostas das plantulas tratadas com GAj; e PBZ a alguns genes da via de transducao de
sinal e biossintese hormonal.

Em nossos estudos os genes 1 (relacionado com a biossintese) € 3 (via de transdugdo
de sinal) de AUX tiveram o ndmero de transcritos aumentado em relacdo ao controle, nos
tratamentos com GA; e PBZ. Sabemos que a auxina, é regulada pelas GAs e também
desempenham um papel crucial em diversos aspectos de crescimento e desenvolvimento das
plantas (SALMON et al, 2007), como o tropismo, a dominancia apical, o desenvolvimento da
raiz (WOODWARD & BARTEL, 2005). Esse horm6nio também € responsivo a estimulos de
carboidratos, principalmente glucose (MOORE et al, 2003), logo, varios estudos tém
demonstrado, que sob estimulo de GAs, as auxinas respondem positivamente,
consequentemente aumentando seu nimero de transcritos. No caso das plantulas tratadas com
PBZ, podemos observar em nossos resultados (tabela 6A), que o gene relacionado com a
biossintese da AUX (1), aumentou em quase 2x sua expressdo em relacdo ao tratamento com
GAs, e que no entanto o PBZ € um inibidor da biossintese de todas as GAs, o que nos sugere
que a planta de alguma forma busca uma via alternativa para suprir a caréncia de GA, e a
auxina pode estar envolvida nesse processo, j4 que ¢ um hormodnio que possuiu algumas

fungdes semelhantes as das GAs e isso poderia ajudar a planta a manter sua homeostase,
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muito embora REBERS et al (1994), tenha relatado que auxinas foram inibidas pela acdo do
PBZ.

Quando avaliamos a resposta de GA e ABA, sabemos que eles ndo s6 inibem
mutuamente a biossintese um do outro, mas também promovem o catabolismo um do outro
(ZENTELLA et al, 2007). GA e ABA apresentam papeis antagbnicos, com GA promovendo
e ABA inibindo a germinacdo, crescimento da plantula e iniciacdo floral (GAZZARRINI &
McCOURT, 2003; RAZEM et al, 2006; ZENTELLA et al, 2007). De acordo com o
tratamento em que as plantulas foram submetidas ao GAj, os dados mostraram exatamente
essa resposta no gene que participa da via de biossintese do ABA (8), ou seja, o nimero de
transcritos foi diminuido, na presenca de GA3, no entanto no tratamento com PBZ onde ndo
houve acdo do GA, seria de se esperar a resposta contraria, j4 que GA ndo estaria presente,
porém a planta tentando minimizar o efeito dessa auséncia de GA pode desencadear outras
respostas ainda desconhecidas, ou mesmo ndo permitir um efeito um efeito somatério entre
ABA e PBZ, pois isso poderia inviabilizar a sobrevivéncia das plantulas. Dessa forma, os
genes relacionados com a biossintese de ABA também foram reprimidos.

Niveis de transcritos de GA 20-oxidase sao regulados negativamente pela presenga de
GA (ou pelo sinal de GA) (PHILLIPS et al, 1995; XU ET al, 1995; TAIZ & ZEIGER, 2004).
Nas plantulas tratadas com GAj3, ocorreu uma diminui¢do na expressdo de genes GA20
oxidase (13 e 14), mostrando consisténcia com a literatura, jd que foi fornecido GA exdgeno
para as plantulas e a resposta esperada seria a diminui¢@o dos niveis dessa enzima, em virtude
da existéncia do suprimento de GA para a planta, ndo havendo necessidade da formacdo de
GAs bioativas. Ja a deficiéncia de GA causada pelo tratamento com PBZ deveria ter induzido
a resposta desses genes nas plantulas. No entanto, o mecanismo de controle das GAs é muito

sensivel e a sua auséncia em funcdo do efeito do PBZ pode levar a planta a ndo codificar a
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referida proteina, ja que esse mecanismo certamente percebe a necessidade da sintese em
funcdo da presenca de GAs ndo-ativas, para entdo serem ativadas pela GA 20-oxidase.

Na cascata de sinalizacdo das giberelinas, t€ém sido identificados receptores e varios
componentes tanto positivos quanto negativos (SUN & GUBLER, 2004; HARTWECK &
OLSZEWSKI, 2006), sdo eles agrupados em: proteinas DELLA, receptores de GA e
proteinas F-box.

a) GAI — GA-insensitive (4), faz parte da subfamilia das proteinas DELLA, que
sdo consideradas repressoras da sinalizacdo de GA porque atuam imediatamente reprimindo o
receptor de GA para modular todos os aspectos do crescimento e desenvolvimento induzido
pelo GA em plantas (THOMAS & SUN, 2004; GRIFFITHS et al, 2006; NAKAJIMA et al,
2006), ou seja, GA induz crescimento vegetativo, que sdo reprimidos pelo GAI (DILL &
SUN, 2001; KING et al, 2001). A maioria das proteinas DELLA, sdo rapidamente degradadas
na presenca de GA ( ITOH et al, 2002; SUN & GUBLER, 2004; THOMAS & SUN, 2006), e
embora acredite-se que GAI seja um regulador negativo do GA, FLECK & HARBERD
(2002) sugerem que GAI ndo é degradado na presenca de GA exdgeno, e que ele por
conseqiiéncia ndo seria um regulador negativo de GA ao contrdrio de muitos estudos
realizados (KING et al, 2001; RICHARDS et al, 2001; ITOH et al, 2002). Nossos dados
também mostraram que GAI ndo se trata de um regulador negativo de GA, ja que o gene nao
teve sua expressao reprimida na presenca de GAs, ao contrério, foi induzida. Acreditamos no
caso das plantulas tratadas com GAjz que a inducdo do GAI (que pertence ao grupo de
DELLA) pode ser uma tentativa da planta manter sua homeostase, pois se a expressao de
DELLA nao for aumentada para o controle do suprimento de GAj3 exdgeno, isso poderia
causar um colapso total na planta, por que ela ndo teria nenhum mecanismo para tentar

controlar o efeito da continua presenca do GA3 exdgeno. Nas plantulas tratadas com PBZ a
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expressdo do gene foi reprimida, o que poderia ser justificado pela pouca necessidade de sua
atuacdo, ja que a planta nao esta sintetizando GA e apresenta exatamente o fendtipo contririo
ao das plantulas tratadas com GAj3, fungcdo também desempenhada pelas proteinas DELLA.
Proteinas que pertencem ao dominio GRAS (10) (GAIL, RGA, SCARECROW- SCR), também
pertencem a subfamilia da proteina DELLA. Na presenca de GA essas proteinas sdo
rapidamente degradadas pelo complexo ubiquitina-proteosomo, justificando a repressdo destas
nas plantulas tratadas com GAj3. Ja no tratamento com PBZ, como ocorre uma auséncia total
de GA e a planta ja apresenta seu fen6tipo contrario a presenca de GA, a expressao desse gene
também foi diminuida, pois se DELLA ainda atuasse nessas condi¢des promovendo um efeito
sinergistico com PBZ, a planta poderia entrar em colapso.

b) GIDI (9): € um receptor de GA soluvel. GIDI1 parece estar envolvido com a
interacdo com as proteinas DELLA (GRIFFITHS et al, 2006; WILLIGE et al, 2007),
mudando a conformagdo das proteinas DELLA, facilitando a ac¢do das proteinas F-box (SLY1)
(GRIFFITHS et al, 2006), resultando numa répida degradacdo de DELLA, através da via
ubiquitina-proteosomo. No tratamento realizado com GAj, foi observado um aumento na
expressdo da proteina GAI, que faz parte de grupo de proteinas DELLA, e a diminui¢do no
nimero de transcritos desse receptor (GID1), onde se sabe que DELLA atua na degradacio
dos receptores de GA, assim podemos sugerir que GAI atuou na diminui¢do no ndmero de
transcritos de GID1. Outra questdo a ser considerada, € que GID1 tem uma alta afinidade por
GA4 (UEGUCHI-TANAKA et al, 2007), e embora GA4 enddgeno esteja presente em cana-
de-agucar, seus niveis podem ser diminuidos devido a alta disponibilidade de GA3 fornecido
pelo tratamento exdgeno, sendo assim a sinalizagdo através do GID1 poderia ter sido

prejudicada, justificando a diminui¢do na sua expressdao génica. Quanto ao tratamento com
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PBZ, que é um composto que nio tem receptor na cadeia de transdug@o de sinal de GA, nesse
caso, € totalmente esperado que o receptor GID1 diminua a quantidade de transcritos.

c) A ubiquitina E3 ligase faz parte do complexo SCF, da qual faz parte a proteina
F-box SLY1 (11) (McGINNIS et al, 2003; SASAKI et al, 2003), que sdo reguladores positivos
da sinalizacdo de GA. Parece que GA promove interacdo dos receptores GID1 com as
proteinas DELLA (GRIFFITHS et al, 2006; NAKAJIMA et al, 2006; WILLIGE et al, 2007).
Por sua vez isso pode causar mudanga na conformacg@o na proteina DELLA, que facilita a
acdo da proteina F-box (GRIFFITHS et al, 2006), resultando numa rdpida degradacdo de
DELLA através da via de ubiquitinagcdo do proteossomo 26S (ZENTELLA et al, 2007).
Acredita-se que SLY1 tem objetivo de degradar GAI induzido por GA, uma vez que elas sdo
repressoras da sinalizacdo de GA. Nossos dados mostraram a diminui¢do da expressdao do gene
SLY1 em ambos os tratamentos. Seria esperado que o gene fosse induzido no tratamento com
GAs, ja que esse gene € um regulador positivo de GA, ou seja, na presenca de GA ele também
esta presente, no entanto, como a expressdao do gene GAI (um tipo de proteina DELLA) foi
aumentado, fica claro compreender a repressdo de SLY, ja que ele e DELLA possuem papeis
contrdrios. O tratamento com PBZ ndo respondeu aumentando o seu nimero de transcritos em
nenhum dos genes da via de transduc¢do de sinal das GAs, sugerindo que o efeito do inibidor
nessa via pode estar comprometido, em virtude da sua baixa especificidade com os receptores
e interacdo com os demais componentes.

O é4cido jasmonico (7) € um hormodnio que afeta uma série de processos fisiologicos em
plantas (Koda, 1992), o que inclui a indu¢@o de genes que codificam polipeptideos especificos
de folhas (Wiedhase et al, 1987), fenilalanina amoénia-liase (PAL) (Gundlach et al, 1992) e
também atuam na degradacdo da membrana celular durante a senescéncia (Siedow, 1991).

GA3 é conhecida por restringir a oxidacdo de &cidos graxos poli-insaturados (WOOD &

118



PLEG, 1974), que pode levar a peroxidacdo dos lipidios, que € mediada pela enzima
codificada por esse gene (PEARY & PRINCE, 1990). A diminuicdo da atividade dessa
enzima e de seus transcritos na peroxidagdo lipidica estd sendo relacionada com uma maior
estabilidade da membrana, ocorrendo ainda o retardamento do processo de senescéncia
(SINGH et al, 2008), o que em de cana-de-acticar, de fato se refere ao efeito de GA3;. De
acordo com PAPINI-TERZI et al, (2009), esse gene foi mais fortemente expresso em entrends
imaturos em cana, € em nosso caso, nas plantulas tratadas com PBZ, o que poderia ser
justificado pela necessidade na manuten¢do dos processos de desenvolvimento do colmo, pois
também ocorreu a indugdo do gene que codifica a enzima PAL (na tabela de parede celular
5D), que tem uma direta relacdo com LOX, e ambas estariam atuando nesses processos.
Também pudemos verificar que GAj influencia a peroxidacdo lipidica, uma vez que a
expressdao do gene de LOX em plantulas tratadas com esse hormonio também foi reprimida,
verificando a tabela referente aos genes da parede celular (tabela 6D), a expressdo de PAL nas
plantulas tratadas com GAj3; também foi reprimida (efeito da LOX).

Nossos dados mostraram que todos os genes avaliados, que estdo relacionados com
etileno (tabela 6A) foram reprimidos, o que € esperado, uma vez que as plantulas ndo foram
envolvidas com nenhuma resposta direta aos efeitos do etileno. J& no tratamento realizado
com PBZ, apenas gene (17), foi induzido. Nao podemos desconsiderar esse resultado, pois um
aumento na expressdo do gene que codifica a ACC sintase, pode sem duvida refletir na
inducdo da sintese do etileno posteriormente. Varios dados mostram um retardamento no
crescimento das plantulas tratadas com PBZ, mas seu efeito no desenvolvimento pode esta
sendo inverso. O gene que codifica a LOX e agora da ACC sintase, foram induzidos em

resposta ao processo de senescéncia.
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5.2 Influéncia do GAj de PBZ 0,05mg.L" na incorporacao e particio de massa fresca
em plantulas de cana-de-acticar em relacdo ao tempo de tratamento.

Nossos dados (tabela 3) mostram uma forte relacdo entre concentracdo de GAs e
aumento na massa fresca, que pode ser devido a interferéncia do hormdnio no actimulo de
agua, ja que é conhecido que uma das principais influéncias do GAs na germinagdo se da
através do favorecimento na absorcao de dgua. Na fase estudada esse fator pode ser explicado
principalmente pelo acimulo de carboidratos, que desencadeia respostas semelhantes. Assim,
entdo podemos dizer que quanto maior foi o acimulo de carboidratos, maior foi o ganho de
massa fresca nas plantulas. Com relacdo a particdo entre raiz e parte aérea, sabemos que um
conhecido efeito das GAs € a sua acdo no alongamento celular. Também foi constatado que
GA; exdgeno atua de forma efetiva na expansdo celular (OZGA & DENNIS, 2003; ZHANG
et al, 2005), por estarem diretamente relacionadas com enzimas da parede celular, como a
XTH e expansinas. De acordo com HAYASHI & TANABE (1991), GA também interfere na
composi¢ao da parede celular, embora tenhamos visto em nossos dados (figura 27 e anexo 7)
que ndo houve grandes variacdes em sua constituicdo, pois, como j4 foi dito antes, a funcio da
parede celular em cultura in vitro se torna praticamente restrita a protecdo contra perda de

agua.

Respostas das plantulas tratadas com GAj; e PBZ a alguns genes envolvidos com a parede
celular.

Vimos que o gene da biossintese do dcido jasmonico, LOX, (7), pode atuar na inducao
de transcritos de PAL (33), e que o tratamento realizado com PBZ induziu o gene de LOX,
consequentemente, induzindo PAL. Na presenca de GAj3, tivemos uma diminui¢do no ndmero

de esses transcritos. O fato das plantulas tratadas com PBZ induzirem PAL, pode ser devido a
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expansdo radial das células, o que também demandaria alteracOes na biossintese da parede
celular. Ja no tratamento com GAj3, embora estejam ocorrendo modificacdes na parede celular,
esse gene ndo foi responsivo, muito provavelmente numa tentativa da planta minimizar os
efeitos da extensdo celular desencadeada pela GAs, que ocorre em func¢do dos genes da XET e
expansinas.

A atividade da XET/XTH (34 e 35) € associada a multiplos processos relacionados ao
crescimento, rdpida expansao celular (UOZU et al, 2000; BUSATO et al, 2001; ISHIMARU
& KOBAYASHI, 2002). Relatos em diferentes espécies vegetais t€m mostrado que a enzima
participa do processo de transglicosilagdo do xiloglucano em diferentes fases do
desenvolvimento (TALBOTT & RAY, 1992). As XET tém sido diferencialmente reguladas
em varios estdgios de desenvolvimento e por diversos estimulos ambientais (XU et al, 1996;
SCHUNMANN et al, 1997; UOZU et al, 2000). Na presenca de AUX e GA, elas t€ém
aumentado sua expressao (SCHUNMANN et al, 1997; JAN et al, 2004, CUI et al, 2005). O
tratamento com GA induz o alongamento do caule e das folhas em diversas espécies de
plantas, aumentando a atividade da XET (SCHUNMANN et al, 1997; BURSTIN, 2000;
UOZU et al, 2000), e a presenca de GA3 exdgeno tem demonstrado o mesmo efeito
(YOKOYAMA & NISHITANI, 2001; CUI et al, 2005; HUERTA et al, 2008). O mesmo
efeito foi visto em nossos dados, pois o tratamento com GA3; exdgeno em plantulas de cana-
de-agicar aumentou o nimero de transcritos para XET, em nossos dados também foi visto o
aumento de transcritos relacionados com AUX, o que também favorece o aumento na
expressdo de XET. Ja em relagdo ao tratamento com PBZ, podemos sugerir algumas
possibilidades para o aumento da expressao dos genes relacionados a XET: 1) as plantulas
tratadas com PBZ também tiveram o nimero de transcritos relacionados com AUX

aumentados, e como a XET também € responsiva a AUX, isso justificaria o aumento também
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na expressao da XET; ii) as plantulas tratadas com PBZ apresentam um expansao radial, o que
seria a principal justificativa na alteracdo positiva na expressao dos genes relacionados com a
XET, j4 que a enzima atua na expansao celular.

Estudos indicam que os varios membros da familia da celulose sintase (36 e 38) em
diferentes espécies sdo diferencialmente expressos em vérios tipos de tecidos e na formacao da
parede primdria e/ou secunddria da célula (RICHMOND, 2000; RICHMOND &
SOMERVILLE, 2000). Por exemplo, a proteina CesAl (RSW1) € responsavel pela biossintese
da parede celular primdria em toda a planta, enquanto a proteina CesA7 (IRX3) participa
apenas na biossintese da parede celular secundédria no caule. O gene cuja expressdo se
encontrou induzida tanto no tratamento com GAj3 e no PBZ foi o IRX3 (Irregulgar Xylem 3)
que quando silenciado gera alteragdes no xilema em Arabidopsis. Portanto, é possivel que
esteja relacionado diretamente com a sintese e deposi¢do de celulose nos vasos do xilema
durante o desenvolvimento. Podemos observar na (figura 27 e anexo 7), que nas plantulas
tratadas com PBZ mostram maiores teores de xilose na sua constituicao e que justificaria a
acao do referido aumento no nimero de transcritos desse gene.

As expansinas (37, 39 e 40) tém a habilidade de promover a extensdo da parede
celular em um curto espago de tempo (McQUEEN-MASON et al, 1992; COSGROVE, 1999).
Elas permitem o deslizamento das microfibrilas através de um mecanismo nio usual, ndo
hidrolitico, que interrompe a adesdo nao covalente dos polissacarideos da matriz (McQUEEN-
MASON & COSGROVE, 1994). Essas proteinas sdo consideradas reguladoras primdrias no
crescimento celular da planta (DARLEY et al, 2001). Varios autores relataram a expressao e
atividade de expansinas em tecidos em crescimento (ZENONI et al, 2004). Foi observado em
milho, que a a-expansina 1 e P-expansina 8 tiveram sua expressdo aumentada em 6rgaos

jovens e plantas imaturas, no entanto, em plantas de milho as o sdo mais expressas no sistema
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radicular (WU et al, 2001a). Vérios hormonios sdo relatados por modificar o nivel de
transcritos de genes de expansinas em outros sistemas, por exemplo: auxinas aumentam niveis
de expansinas em hipocétilos de tomate (CADERAS et al, 2000; CATALA et al, 2000),
giberelinas estimulam a expressdo transcritos de expansinas em entrends de arroz (CHO &
KENDE, 1997), e etileno causa o acimulo de transcritos de expansinas em folhas de Rumex
palustris ¢ Rumex acetosa (VRIEZEN et al, 2000) e ainda no amadurecimento de frutos de
tomate (ROSE et al, 1997). Nossos dados mostram um discreto aumento no nimero de
transcritos na beta-expansina (37) no tratamento com GAjz, e uma dréstica redu¢do na
expressdao dos genes das duas alfa-expansinas (39 e 40). No tratamento com PBZ todas as
expansinas foram reprimidas. Podemos sugerir que a beta-expansina no tratamento com GAj
atua na expansao longitudinal das células, j4, que o referido tratamento aumenta o tamanho da
célula longitudinalmente, e ainda em relacdo as alfa-expansinas, podemos justificar sua menor
expressao por ela ser mais facilmente encontrada na regido do sistema radicular, conforme
proposto por (WU et al, 2001) e ela ndo atuaria necessariamente na regido caulinar dessas
plantulas nas condi¢Oes estudadas. E finalmente as plantulas tratadas com PBZ embora
tenham sofrido uma expansdo radial, a beta-expansina parecem nio estar envolvidas nesse
processo, por essa razdo, nessas plantulas sua expressao foi diminuida.

O produto da acdo do gene da UDGH (41) (UDP-glucoronato) é convertido em xilose
e arabinose que sdo precursores para formacdo da hemicelulose e pectina (LOEWUS &
DICKINSON, 1982; FEINGOLD & BARBER, 1990). Tanto a xilose como a arabinose sdo
componentes chaves na constituicao da parede celular, fortalecendo a matriz da parede celular
(WITT, 1992; GIBEAUT & CARPITA, 1994; GIBEAUT, 2000). Mais de 60% do contetido
total de polissacarideos para parede celular é derivado direta ou indiretamente da UDP-

glucoronato (SEITZ et al, 2000). Nossos dados mostraram que em ambos os tratamentos, O
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numero de transcritos para UGDH foi diminuido, sugerindo ndo haver alteragdes significativas
na constituicdo das hemiceluloses e pectinas da regido estudada (parte aérea), dados que
também foram apresentados nos resultados da figura 27 (ver anexo 7). Foi visto que em
Populus o gene foi expresso predominantemente na diferenciacdo do xilema e folhas jovens,
com pouca expressao na zona do floema do caule. Nas folhas, a expressao foi diminuida por
suprimento de curto prazo com sacarose, € este efeito foi, de certa forma semelhante por
exposicdo a luz (JOHANSSON et al, 2002).

Foi mostrado que o GA tem seus teores aumentados na fase de crescimento do caule, e
que em alguns casos os carboidratos ndo sdo acumulados nessa fase, pois os fotoassimilados
sdo direcionados para o crescimento (LEITE et al, 2003). Muitas plantas também respondem
ao retardamento da senescéncia nessa fase, pois a planta utiliza seus recursos energéticos
primeiramente para promover o crescimento em detrimento das estruturas florais
(MAHOUACHTI et al, 2009). Todos os fatores de transcri¢do estudados em nosso trabalho
relacionados com o processo de floracdo e senescéncia, tiveram sua expressdo geénica
reprimidos no tratamento com GAj. Para a condi¢do de crescimento celular, é necessario uma
grande disponibilidade de energia, e a enzima, invertase dcida, atua hidrolisando a sacarose
presente, em hexoses para suprir a demanda de energia (KAUR et al, 2000), entdo geralmente
nessa situacao ocorre a indugdo da invertase, e reducio nos teores de sacarose (RANWALA &
MILLER, 2008), fatos que nao foram constatados em nossos dados, provavelmente por que o
GA; interfere no acimulo de sacarose, favorecendo seu armazenamento (figura 21). Mesmo
em condi¢des de crescimento, neste trabalho as plantulas tratadas com GAjz continuam
acumulando sacarose. As giberelinas estdo envolvidas com as auxinas que também
desempenham um papel importante na expressao de maior atividade da invertase dcida durante

a ripida fase de alongamento, permitindo que a clivagem de sacarose para hexoses sejam
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utilizadas no alongamento das células (RANWALA & MILLER, 2008), e alguns genes
relacionados com auxinas foram induzidos no tratamento com GAj (tabela 6A), o que
demonstra uma interferéncia de GAs; no metabolismo de auxina.

Outro efeito concomitante ao processo de alongamento celular € a divisdo celular, que
envolve variacdes no metabolismo dos dcidos nucléicos, e para comprovar tal efeito, foram
avaliados alguns genes com essa relacdo. Nesse caso, podemos comprovar o acimulo de
sacarose meio a um processo de intensa expansdo celular e também com divisdes mitdticas

(que também podem ser visualizadas na figura 24).

Respostas das plantulas tratadas com GAj; e PBZ a alguns genes do ciclo celular.

O GA presente na camada de aleurona induz a expressdo desse gene nuclease I (28)
(BROWN & HO, 1986). Em plantulas de cana, ambos os tratamentos (PBZ e GA3) induziram
a expressdo deste gene, indicando a existéncia de alteragdes no metabolismo de &cidos
nucléicos, o que pode ser justificado pela intensa atividade meristematica existente, ja que as
plantulas sdo jovens e estdo envolvidas com mecanismos de divisdo celular, resultando no
aumento da demanda de nutrientes para as células, onde a principal funcdo desse gene seria a
transferéncia de produtos da degradacdo dos 4cidos nucléicos para locais de demanda de
nutrientes apds a morte celular (BLEECKER, 1998).

O regulador de transcricdo dependente de DNA (29), ¢ um dos genes que foi induzido
por GAs e reprimido por PBZ. Ele poderia estar, portanto relacionado ao processamento de
RNA relacionado a sinalizacdo por GAj, favorecendo processos de divisdo celular, por

exemplo.

Foi visto em alguns organismos que as histonas (32) desempenham um papel crucial

na replicacdo e transcri¢do do DNA . A maturacdo dos entrends em cana-de-agicar acarretou
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na reducdo de expressio de histonas associadas com a replicacdo de DNA, o que
provavelmente reflete uma reduc@o na divisdo celular nesse tecido (CASU et al, 2004), em
plantas jovens de cana-de-acicar na presenca de sacarose e glucose esse gene também foi
reprimido (BRANCO, 2008). De acordo com nossos dados o gene cuja fun¢do foi descrita
acima, foi reprimido frente ao uso d PBZ e de GA3. Como esses genes estdo relacionados, em
geral ao processamento do DNA durante o desenvolvimento, mas também s3o responsivos a
sacarose e glucose, muito provavelmente a reposta em relagdo ao tratamento com GAj3 foi em
fun¢do da sinalizagdo por agucar, ja nas plantulas tratadas com PBZ, podemos entender que
houve uma diminui¢cdo no nimero de transcritos em fun¢cdo do processo de menor divisiao

celular.

Diante dos favordveis efeitos do GA3 na regido caulinar em relagdo ao alongamento
celular, tendo em vista todos os argumentos apresentados até o momento, a planta tem o seu
processo natural de fotomorgénese alterado e investe de forma agressiva no crescimento da
parte aérea, e o sistema radicular pouco se desenvolve em detrimento do epicétilo. E
importante lembramos que tanto o processo de alongamento quanto o de divisdo celular sdo
acompanhados de uma grande demanda energética, que € suprida através da fotossintese e

também na fixacdo de carbono para sintese de carboidratos. Nos dados mostraram que

diversos genes foram induzidos nas condicdes estudadas.
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Respostas das plantulas tratadas com GA3 e PBZ a alguns genes envolvidos com a

fotossintese.

A primeira reacdo enzimdtica da fotossintese das plantas C4 € a reacgdo reversivel
hidratada catalisada pela anidrase carbdnica (49), que converte CO, em bicarbonato (HCO3-),
que posteriormente € fixado pela PEPC (KANAI & EDWARDS, 1999). As plantulas tratadas
com GAj tiveram a expressdo desse gene diminuida, mas de acordo com COUSINS et al
(2006) foi visto que reduzidos niveis de expressao da anidrase carbdnica ( aproximadamente
20%) ndo afetou a assimilacdo de CO,, embora grandes mudancas na atividade da CA tenha
tido um pequeno efeito nas taxas de fotossintese (FARQUHAR, 1983). De acordo com os
dados de COUSINS et al (2006) a atividade da CA parece ser maior do que a necessdria para
manter a rede de assimilacdo de CO, e a diminuicdo na sua atividade ndo afetou a taxa de
assimilacdo de CO,, exceto quando as taxas foram drasticamente reduzidas. As plantulas
tratadas com PBZ obtiveram aumento na expressdo do gene, o que podemos sugerir, que as
plantulas que foram tratadas com PBZ t€m maiores limitagdes em relagdo ao tamanho das
folhas, quantidade de maquinaria fotossintética limitada em relagcdo as plantulas tratadas com
GA3;, em virtude da diminui¢do celular, justificando uma necessidade maior de aumentar

expressdo desse gene para suprir a demanda fotossintética das células.

O efeito do GA na fotossintese ainda é muito controverso, alguns autores relatam que a
aplicacdo de GAj; foi positiva nas culturas estudas (HAYAT et al, 2001; YUAM & XU, 2001),
foi negativa (DIJKSTRA; REEGEN & KUIPER, 1990) ou indiferente (CRAMER et al, 1995).
Aparentemente esses resultados contraditérios podem ter sido causados devido a grandes
diferencas nos sistemas experimentais e métodos para determinar a fotossintese (NAGEL &

LAMBERS, 2002). Segundo dados de HUERTA et al (2008), plantas com GA enddgeno
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aumentado, induziram a expressdo de genes relacionados com a fotossintese (clorofila a/b)
(42,43 e 47), no entanto com aplicagdo de GA3 exdgeno, o efeito observado foi contrério, ou
seja, houve a diminui¢cdo de expressdo génica de todos os genes relacionados com a
fotossintese, isso muito provavelmente devido ao pouco periodo de exposicao dessas plantas
ao GA3, que foi de apenas 24 horas. No caso dos nossos experimentos, tanto GA3 quanto
PBZ, induziram a expressdao de dois dos genes relacionados ao complexo LHC (42 e 43) em
plantulas de cana, o que sugere que o programa de fotomorfogénese foi ativado. Podemos
especular que o fato desses genes terem tido sua expressdo aumentada nas plantulas tratadas
com GAs;, se deve a necessidade do aumento no suprimento de elétrons necessdrios para
atender a demanda dos carboidratos que foram acumulados na sua parte aérea, e ainda
precisamos ressaltar que hd uma necessidade real do aumento na expressdo desses genes, para
atender a demanda de crescimento que esta ocorrendo na célula. J4 com relagdo as plantulas
tratadas com PBZ, podemos fazer uma relagdao com seus teores de clorofila, que em diversas
culturas foram aumentadas. Nessas plantulas foi possivel observar uma pigmentacdo verde
bem mais intensa do que as plantulas tratadas com GAj3. Essas plantulas podem responder ao
tratamento com PBZ aumentando sua capacidade fotossintética na tentativa de disponibilizar
elementos para sua melhor performance no desenvolvimento que € limitado devido ao efeito

do composto.

Particularmente em plantas com metabolismo C4; e CAM, a PEPC (44) é fortemente
expressa, pois ela catalisa a fixagao inicial do CO; durante a fotossintese. As PEPC de plantas
C,4 sao ativadas também pela glucose (TOVAR-MENDEZ et al, 2000) e pela luz. No entanto,
as PEPC das plantas superiores sdo reguladas pds-transcrionalmente por fosforilagdo. A
reacdo de fosforilacdo da PEPC € catalizada pela Ser/Thr quinase, ou seja, a regulacdo redox

da reacdo é controlada pelas quinases (SAZE et al, 2001). De acordo com dados de
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GURALNICK et al (2001) ap6s 5 semanas com tratamento com GAj3 em uma Crassulacea,
houve aumento na atividade da PEP, e esses teores se aproximaram a tratamentos realizados
com estresse salino. O aumento na expressdo de PEPC na parte aérea de plantulas de cana-
de-acicar com a adicdo de GA3 e PBZ € consistente com a indu¢do de um programa de
fotomorfogénese, em que o sistema fotossintético passa a ser montado e se torna
independente, sem contar que esta sendo associada um controle da PEPC pelas proteinas
quinases Ser/Thr que também foram induzidas em ambos os tratamentos, lembramos ainda
que cana-de-acucar possui metabolismo C4, que naturalmente ja justificaria a inducdo de

genes relacionados com PEPC.

O gene PPDK (45) de plantas C; é exclusivamente expresso em tecidos
fotossintéticos. De acordo com os nossos dados, o nimero de transcritos aumentou tanto em
plantulas tratadas com GAj3, quanto nas tratadas com PBZ. A expressdo do gene também ¢é
regulada pela luz: é baixa nas folhas estiolados e é aumentada por iluminagdo, controle que
também € observado em plantas C; (MATSUOKA, 1995). Plantas C; expressando a piruvato
carboxilase (PEPC) e piruvato, dikinase ortofosfato (PPDK) apresentam uma maior
capacidade fotossintética (até 35%) (KU et al, 2001). O aumento da capacidade fotossintética
nessas plantas estd associado principalmente com um refor¢o de condutancia estomatica e uma
maior concentracdo de CO, interno (KU et al, 2001). PEPC e PPDK estdo envolvidas em
plantas de arroz com uma maior tolerancia ao estresse, capacidade fotossintética e
produtividade (KU et al, 2001). A descoberta de que o gene da PPDK ¢ induzido em ambos os
tratamentos (GA; e PBZ) em plantulas de cana-de-agticar, € consistente com o que foi
observado para os demais genes relacionados a fotossintese, indicando que héd indugdo do
programa de fotomorfogénese além de integrar as respostas aos demais genes de fotossintese

vistos até aqui.
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A TIM (46) ¢ uma enzima glicolitica que catalisa um importante precursor
(diidroxicetona e gliceraldeido 3P), que tem um papel importante em vdrias vias metabodlicas
e € essencial para uma eficiente producdo de energia (NAGANO et al, 2002). Nossos dados
mostraram a indu¢do desse gene nos dois tratamentos realizados, mostrando consisténcia com
todos os outros genes que também foram induzidos, com isso a enzima pode atender a
disponibilidade de substrato em funcdo do aumento desses compostos que foram fornecidos
pela maior atividade fotossintética observada nas plantulas.

A aconitase hidratase (48) possui fungdes tanto no TCA (ciclo do 4cido
tricarbolixico) quanto no ciclo do glioxilato. O ciclo TCA também fornece precursores para a
producdo de aminoécidos. Essa enzima tem uma segunda fun¢do ndo catalitica essencial na
manutencdo do DNA mitocondrial. A aconitase regula a sintese de outras proteinas como a
super6xido dismutase (que também foi induzida no tratamento com PBZ) e outras enzimas
envolvidas com estresse oxidativo. Em plantulas tratadas com GAj, a expressdo génica da
aconitase foi diminuida, enquanto que plantulas tratadas com PBZ foi aumentada, sugerindo
em as plantulas tratadas com PBZ podem estar envolvidas com respostas relacionadas ao
estresse oxidativo, diferente das plantulas tratadas com GA;.

Em fungdo principalmente do acumulo de carboidratos, varios genes responsivos a
glucose e sacarose tiveram sua expressdo alterada em funcdo dos tratamentos realizados,
favorecendo um ajuste fisiolégico para que as plantulas alcancassem uma homeostasia, e

apresentassem a melhor resposta possivel para o seu desenvolvimento.
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Respostas das plantulas tratadas com GAj; e PBZ a alguns genes envolvidos com diversas
funcoes que possivelmente afetam metabolismo de carboidratos.

As hsp 74 estdo relacionadas com uma variedade de fungdes vinculadas aos processos
protéicos, como, importacdo de proteinas para o RE e mitocOndrias, enovelamento de
proteinas e remodelacdo ou dissociacdo de complexos protéicos (YOUNG et al, 2003;
MAYER & BUKAU, 2005; SOUSA & LAFER, 2006). Algumas delas sdo apenas expressas
em condic¢des de estresse térmico (estritamente induzivel), enquanto outras estdo presentes nas
células em condi¢des normais de crescimento (constitutiva). De acordo com nossos
resultados, houve aumento no nimero de transcritos que codifica a proteina tanto nas plantulas
tratadas com GAj quanto com PBZ, podemos sugerir que a referida proteina estaria envolvida
com o empacotamento de proteinas provenientes do Reticulo endoplasmético e do Complexo
de Golgi. As plantulas estdo em desenvolvimento o que justificaria um aumento na demanda
do gene, e foram vistos vdrios genes com a expressdo aumentada relacionados com o
desenvolvimento das plantulas, como parede celular, por exemplo. De acordo com PAPPINI-
TERZI (2005) e BRANCO (2008) esses genes se mostram responsivos ao actmulo de
sacarose. Em nosso material também foi acumulado sacarose, o que permite suprir a demanda
da atividade da referida proteina.

A MIP (75) e a TIP (76) estdao envolvidas com importantes funcdes fisioldgicas,
incluindo a permeabilidade da dgua, e provavelmente para a adaptacdo de uma variedade de
estresses hidricos em relacao a compartimentacdo celular (MAUREL et al, 1997; WEIG et al,
1997). Em nossos resultados o gene que codifica a expressdao da MIP (75) foi induzida no
tratamento das plantulas com GAj, sugerindo que nessas condi¢des (onde foram vistos
maiores concentracdes de agucares) hd uma mudanga no potencial osmético dessas células

necessitando da interferéncia das aquaporinas presentes na membrana plasmatica permitindo
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um ajuste no equilibrio osmoéticos dessas células. J4 o gene TIP (76), foi induzido nos dois
tratamentos, sugerindo o mesmo efeito, no entanto a nivel intracelular, pois a TIP estd
relacionada com o vacuolo, ressaltando aqui, que mesmo as plantulas tratadas com PBZ tendo
menores teores de carboidratos em suas células, o efeito do mesmo sobre o tamanho celular,
alterou o potencial osmotico das células.

As deidrinas (DHNs) (77): estdao envolvidas com a protecdo das proteinas. Elas
funcionam como estabilizadores de membrana (KOAG et al, 2003). Sabemos também do
envolvimento de ABA em respostas a estresse hidrico. O ABA esta relacionado com a indugao
de algumas deidrinas, uma vez que elas sdo responsivas ao estresse osmético (NAMBARA et
al, 2005) e a sinalizacdo por agucar (GUPTA et al, 2005; BRANCO, 2008). De acordo com
nossos dados a utilizagdo de GAj; influéncia o acimulo nos teores de agucares no interior das
células, e a pequena capacidade das plantulas tratadas com PBZ de armazenar dgua também
altera o potencial osmoético das células, sugerindo que a indugdo desse gene seja relacionado
ao estresse osmotico desencadeado por ambos os tratamentos.

Proteinas Tipo 2A serina/treonina fosfatases (PP2A) (78) estdo envolvidas com
processos hormonais, de defesa a patdgenos ou respostas ao estresse ambiental (GARBERS et
al, 1996; SCHONTAL, 1998; JANSSENS & GORIS, 2001). Em Arabidopsis PPA2 tem
aumentado o seu nimero de transcritos em fun¢do a resposta ao choque térmico. Em ambos
os tratamentos, a expressdao do gene PP2A foi induzida, e como esse gene pode ter uma
relagdo com outros genes que sao responsivos a estresse térmico, que em nossos experimentos,
também foram induzidos em ambos os tratamentos, como o Heat Shock (74), podemos
sugerir que ha uma relacao na resposta desses genes nos tratamentos realizados.

Citocromo P450 (6xido sintase) (79) sdo importantes na biossintese de algumas

substancias do metabolismo secundario como flavondides, alcaléides e hormonios
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(MANGOLD et al, 1994; KALTENBACH et al, 1999; IRMLER et al, 2000) e ainda podem
participar na desintoxi¢cdo de xenobidticos em plantas, principalmente herbicidas. Nas
plantulas tratadas com GAj esse gene teve sua expressao reduzida, enquanto que nas plantulas
tratadas com PBZ ela foi induzida, sugerindo que o PBZ pode induzir uma resposta nas
plantulas, permitindo sua parcial eliminacdo, e também na tentativa de suprir a auséncia de
GA (ja4 que ele bloqueia sua sintese), aumentando a expressio do gene na tentativa de
aumentar a sintese de compostos secunddrios que poderiam minimizar esses efeitos.

Tioredoxinas (TRX) (81) desempenham um papel central como importantes elementos
reguladores do metabolismo das plantas. As TRH de vdérias plantas sdo diferentes em
estrutura e funcdo. Podem estar envolvidas com a fotossintese, associadas ao transporte no
floema (ISHIWATARI et al, 1995), elas ajudam a mediar o transporte através do
plasmodemata, formando pontes intercelulares citoplasméticas (ISHIWATARI et al, 1998),
De acordo com PETERSON et al (2005) em Arabidopsis a tnica fungdo das TRX também foi
a translocacdo plasmodemal. A TRX foi reprimida em ambos os tratamentos, o que ser devido
a outras condicdes de transporte nas células, no caso da plantulas tratadas com GA3, essa
fungdo pode ser substituida pelo proprio GA3 e no caso das plantulas tratadas com PBZ,
houve a inducdo de gene relacionado com o transporte (gene 87), o que pode ter suprimido a
acdo da TRX.

Calreticulas (CRT) (82) estdo envolvidas em uma variedade de processos celulares
(BAUMANN & WALZ, 2001; ARNAUDEAU et al, 2002; MICHALAK, 2005). Ja foi
descrita a participagdo de ions Ca* na sinalizagdo por agicar em plantas (PITON &
NAKAMURA, 1995; IWATA et al, 1998). Os dois sistemas de membrana (tonoplasto e
reticulo endoplasmatico) sdo potencialmente os locais mais importantes para o controle na

2+

concentragdo de Ca intracelular nas plantas. Armazenamento de Ca >* dentro das
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membranas intracelulares € de grande importancia porque permite uma rdpida e macica
1. ~ 2 . . ~ L.
mobiliza¢do de Ca “* durante um evento de sinaliza¢io, e fornece o tamponamento necessario

. 2
para evitar uma sobrecarga de Ca .

As plantulas tratadas com GAjz e PBZ tiveram a
expressdo desse gene diminuida. As CRTs em plantas sdo induzidas em resposta a uma
variedade de estimulos mediados por estresse como, por exemplo, moléculas sinalizadoras
relacionadas a patégenos (DENECKE et al, 1995; JAUBERT et al, 2002), estimulo por
gravidade (HEILMANN et al, 2001) e ainda mostram-se muito expressas durante a mitose
(DENECKE et al, 1995), embriogénese (BORISJUK et al, 1998) e em tecidos florais (CHEN
et al, 1994; DENECKE et al, 1995; NELSON et al, 1997). De todos os aspectos mencionados,
a mitose seria o Unico que poderia desencadear a inducdo do gene, no entanto, mesmo as
plantulas passando por intenso processo mitdtico a CRT2 nao foi induzida, seria necessario a
verificacdo de outros genes com a mesma fungdo, possivelmente envolvidos nesse processo.
Glicosil UDP transferases (UGT) (83), a glicosilacio € um mecanismos capaz de
reconhecer pequenas moléculas lipofilicas incluindo hormonios, metabdlitos secundarios e
tanto toxinas abidticas como bidticas (LIM & BOWLES, 2004; BOWLES et al, 2005). Uma
das mais importantes e representativas reacdes de glicosilagdo em plantas € a formacgdo das
antocianinas. Em plantas esses compostos sdo determinantes na coloragdo de flores e frutos.
A glicosilacdo € o principal mecanismo influenciado pela atividade de hormonios, metabdlitos
secunddrios e mecanismos influenciados pelo meio ambiente, como toxinas, por exemplo
(OFFEN et al, 2006). Em plantulas de cana-de-agucar tratadas tanto com PBZ quanto com
GAs, 0 genes envolvido com a transcri¢io da enzima teve sua expressio reduzida. E possivel,
portanto, que haja redu¢do na conjugacido de hormonios, PBZ e de antocianinas. Em plantas
de tomate quando se adicionou GA os teores de antocianina também foram reduzidos (WHITE

et al, 2000; CARVALHO, 2007).
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Proteina tirosina fosfatase (pTyr) (85); Proteinas Tipo 2C serina/treonina fosfatases
(PP2C) (86). As proteinas (85) sdo proteinas fosfatases de dupla especificidade (DSPs),
regulam a transducdo de sinal mitogénica e controlam o ciclo celular (PILS & SCHULTZ,
2004). Enzimas PP2C (86) diferem de outras fosfatases serina / treonina pois elas requerem
Mn”* e / ou Mg**" e sdo insensiveis ao inibidor da fosfatase dcida ocadaico (COHEN, 1989).
Em levedura, mamiferos e plantas, a regulacdo das cascatas de MAPK tem sido atribuida em
funcdo a PP2C. Multiplas vias MAPK sdo diferencialmente ativados por uma variedade de
estimulos externos, incluindo fatores de crescimento bidticos e abidticos. O moédulo de
sinalizacdo da MAPK é composto de trés proteinas quinases. MAPKs sdo ativadas
exclusivamente pela fosforilacdo dos residuos de treonina e tirosina altamente conservadas,
que € realizado por um determinado MAPK quinase (MAPKK). Mais adiante, MAPKK ¢é
ativado por uma quinase especifica MAPKK (MAPKKK) através da fosforilagdo da treonina
conservada e / ou residuos de serina, porém ndo existe até o momento qualquer prova de
relevancia bioldgica que a PP2C regule as MAPKs ao nivel da planta inteira. J4 a inativacao,
de vias MAPK pode ser mediada por desfosforilacio por uma série de fosfatases
fosfoproteina, incluindo fosfatases de dupla especificidade (85), fosfatases tirosina ou
fosfatases serina/treonina. Vdrias PP2Cs sdo envolvidos em respostas ao ABA, ferimento
induz a producdo de dcido jasmonico (JA) e etileno (ET), que sdo mensageiros para ativar
respostas de defesa (PETERSON et al, 2000; MESKIENE et al, 2003; SCHWEIGHOFER et
al, 2007). Tanto nas plantulas tratadas com GAj3 e com PBZ ocorreu repressao do gene PP2C,
e indu¢do da MAPK, o que seria esperado, ja que para MAPK estar reprimida deveria ocorrer
um aumento no nimero de transcritos de PP2C. Além disso, em ambos os casos, 0 ABA e os
genes analisados da via do etileno foram reprimidos, dessa forma as plantulas ndo foram

expostas as condi¢des necessdrias para a indugdo do gene. E importante observar que PP2C é
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capaz de desfosforilar e ativar a enzima SPS, diminuindo a concentracdo de Pi (revisado por
WINTER & HUBER, 2000), no entanto isso ndo foi observado nos genes estudados, ou seja
PP2C foi reprimido assim como SPS, tanto em plantulas tratadas com PBZ quanto nas tratadas
com GA;.

(MFS)(87) sao transportadores secunddrio de polipeptideos, capazes de transportar
pequenos solutos em resposta a gradientes quimiosmoéticos de fons. A familia SP, uma das
mais importantes tem como substratos transportados hexoses, pentoses, monossacarideos,
dissacarideos, inositéis quinato, e cations organicos. A maioria dos membros da familia SP
pode catalisar o transporte de carboidratos. A expressdao desse gene foi diminuida em plantulas
tratadas com GAj3; e aumentada nas tratadas com PBZ, sinalizando que o GA pode estar
envolvido com o transporte de agicares conforme mencionado na discussio da parte I da tese,
pelo fato do PBZ ndo desempenhar a mesma func¢do, houve entdo a indu¢do do gene que
ajudaria a desempenhar essa funcdo. A inducdo na expressio de alguns tipos de
transportadores de aguicar nas plantas tratadas pode também estar correlacionada ao aumento
da capacidade de transporte dos fotoassimilados, o que foi visto no tratamento com PBZ nos
genes envolvidos com a fotossintese. Os transportadores de agucares podem se ajustar a
funcdo de fornecedores de agucares para o crescimento e desenvolvimento da planta ou estar
envolvidos em formacdo de gradiente osmético para determinar o fluxo de actcares, ja que o
PBZ nao desempenha essa funcdo. Alguns transportadores também podem estar envolvidos
com sinaliza¢do, podendo ser regulados em diferentes niveis durante o desenvolvimento da
planta ou quando hd uma perturbacido ambiental (WILLIAMS et al, 2000).

A partir dos efeitos desencadeados pelos tratamentos na expansdo celular, nas

divisdes mitdticas, nos genes envolvidos com a fotossintese, temos uma conseqiiente alteracao
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na resposta de varios genes envolvidos com a fixacdo de carbono e de proteinas quinases para

atender a demanda energética das células.

Respostas das plantulas tratadas com GA3; e PBZ a alguns genes envolvidos com o
metabolismo de carboidratos:

O aumento no nimero de transcritos da enzima frutose bifosfato aldolase (52), assim
como da sua atividade parecem estar relacionados com o acimulo de carboidratos soldveis e a
sintese de ATP através da promocdo da via glicolitica (BARRY et al, 1998; GROSS et al,
1999; KONISHI et al, 2004). Diversos autores t€ém relacionado o aumento na expressao
génica dessa enzima devido a uma resposta a alta salinidade (YAMADA et al, 2000; ZHANG
et al, 2003). De acordo com nossos dados, os dois tratamentos induziram a expressao do gene
que codifica a enzima, sugerindo um aumento na via glicolitica, que pode ser em reposta do
aumento na disponibilidade de energia proveniente da fotossintese, uma vez que vérios genes,
também aumentaram o nimero de transcritos.

Beta-glucosidase (53, 54 e 66): Nas plantas existem uma enorme variedade de
enzimas que hidrolisam ligacOes glicosidicas (CZJZEK et al, 2001; VERDOUCAQ et al, 2004),
e essa hidrolise ¢ fundamental para a absorcdo de energia, degradacdo da parede celular
(SICKER et al, 2000; ZAGROBELNY et al, 2004). No caso do gene (53), tivemos um
aumento da expressdo tanto em plantulas tratadas com GAj; quanto nas tratadas com PBZ,
sugerindo uma resposta em virtude de mudangas causadas no metabolismo das plantulas para
atender, por exemplo, a demanda de energia proveniente da fotossintese, no entanto, o
aumento de expressdo do gene que codifica esse precursor ndo desecandeou uma resposta no
gene (54 e 66) que codificam a enzima propriamente dita, no tratamento com PBZ.

Enquanto que nas plantulas tratadas com GA3;, tanto o precursor quanto a beta-glucosidase
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tiveram o seu numero de transcritos aumentado, sinalizando dessa forma que pode haver uma
interacao entre GA, precursor e enzima.

As Proteinas quinases (PKs) (55, 56, 57, 58, 59, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73) sdo
fundamentais nos processos de fosforilazacdo ocorridos nas células, por essa razdo elas
desempenham um papel em uma grande variedade de processos celulares, incluindo divisao,
proliferacdo, apoptose e diferenciacio (FRANCIS & HALFORD, 2006; FRANCIS &

HALFORD, 2006; POLGE & THOMAS, 2007).

Devido a enorme gama de proteinas quinases, elas receberam diversas classificacdes.
De acordo com FELIX et al (2007), em plantas adultas de cana-de-aguicar, existe uma relacao
entre o nimero de transcritos e consequentemente da atividade de proteinas quinases (SnRKT1)
e o0 acimulo de sacarose no colmo, pois proteinas quinases em associacdo com proteinas 14-3-
3 fosforilam e posteriormente inibem a atividade de enzimas como a sacarose fosfato sintase
(SPS) (SUGDEN et al, 1999; TOROSER et al, 1998), o que permite o acimulo de
carboidratos. As Osmotic Stress-Activated Kinases —PK e CBL-interacting Protein Kinases —
CIPK, também foram alteradas de acordo com FELIX et al (2007) na maturacdo do colmo. As
CIPK se ligam a cdlcio, que € sinalizador do processo (SANDERS et al, 2002). Tanto as PKs
quanto as CIPKs mediam a resposta a seca, estresse osmético, salino e frio em resposta a
sinais de ABA e calcio (BOUDSOCQ & LAURIERE, 2005). De acordo com nossos dados, as
plantulas tratadas com GAj3; e PBZ induziram quinases desses grupos. E possivel que o
estresse osmotico gerado pela alta concentracdo de sacarose na célula sinalize, via CIPKs e
PKs, para alteracdoes de expressdo gé€nica em resposta a este estresse, embora as plantulas
tratadas com PBZ tenham menores teores de sacarose, elas também tem um alto potencial

osmotico em funcdo da menor quantidade de dgua presente no seu meio intracelular. Estudos

tém mostrado que as SnRK1 sdo ativadas em resposta ao alta concentragdo de sacarose ou
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baixa concentragdo dos niveis de glucose intracelular (HALFORD et al, 2003), exatamente o
que foi visto em nossos dados: alta concentracdo de sacarose nas plantulas tratadas com GAj e
baixos teores de glucose nas plantulas tratadas com PBZ. E vilido ressaltar que mesmo as
plantulas tratadas com PBZ apresentando menores teores de AST e sacarose, ainda assim
ocorreu o acimulo desses compostos, j4 que as plantulas ainda estdo na fase inicial de

desenvolvimento.

A Invertase da parede celular (60), geralmente estdo ligadas a parede celular, embora
existam vérios tipos delas em diferentes organelas. As enzimas estdo envolvidas em processos
catabdlicos da sacarose e a hidrdlise que ocorre de forma irreversivel liberando hexoses
(frutose e glucose) (WEBER et al, 1995; KINGSTON-SMITH et al, 1999).

Foi observado por MA et al (2000) hd uma associacdo entre acimulo de hexose e
reducdo de transcritos relacionados com fotossintese. Em nosso caso, vimos que tanto,
sacarose, como hexoses foram aumentados aos 21 dias de tratamento, assim como O nUmero
de transcritos relacionados com a fotossintese, que pode ser em virtude da precoce idade das
plantas e capacidade de utilizacdo e armazenamento desses carboidratos. No entanto, a
enzima invertase seria essencial na clivagem extracelular da sacarose para o fornecimento de
carboidratos para os tecidos de reserva, via apoplasto, por essa razao elas sdo mais ativas nos
tecidos dreno que em tecidos fonte. De acordo com PRIOUL et al (1990), a baixa atividade
desta enzima em Orgdos fonte ocorreria, em prol de uma exportacdo massiva de
fotoassimilados.

Estudos em diferentes espécies mostraram que a sacarose sintase (61 e 62) assume o
principal papel no metabolismo energético, controlando a mobilizagdo da sacarose em vdrias
vias importantes para o metabolismo e func¢Oes de armazenamento na célula da planta

(STURM & TANG, 1999). Foi constatado que a resposta dessa enzima ocorre em funcio do
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status de carboidratos disponivel no meio (KOCK et al, 1992). De acordo com nossos dados,
os genes responsaveis codificacdo da sacarose sintase (62 e 63), foram reprimidos tanto no
tratamento como GAj3 quanto no tratamento com PBZ. De acordo com BAUD et al, (2004)
genes responsaveis pela codificagdo da sacarose sintase foram expressos em vérias condigdes
(desidratagdo, deficiéncia de O,, tratamento de baixa temperatura e suprimento de agicar). O
acimulo de sacarose em determinados tecidos também pode levar a sacarose sintase a
producdo de polissacarideos de parede (AMOR et al, 1995; BUCKERIDGE et al, 1999). No
entanto nas plantas, a sacarose sintase € mais ativa em tecidos que funcionam como dreno,
p-ex, tubérculos, sementes e frutos, ja que ela catalisa a degradagdo da sacarose no floema para
transporte de monossacarideos. Em tecidos dreno, os monossacarideos podem se acumular
(em frutos por exemplo) ou serem utilizados para produzir energia (nas raizes). Os niveis de
expressdo de sacarose sintase em tecidos dreno estdo associados como principal indicador
dessa funcdo.

A SPS (63) catalisa a primeira reacdo da via da sintese da sacarose, transferindo um
gurpo glicosil de um acgucar doador ativado, como a uridina difosfato glucose (UDP-GIc),
para um agucar aceptor, como a D-frutose 6-fosfato (F6P), resultando na formagdao de UDP e
D-sacarose 6-fosfato, essa reacdo é reversivel (CHUA et al, 2008). A SPS contém um sitio
de fosforilacdo, que € responsavel pela regulacdo por luz-escuro e € essencial para a ativacao
da enzima nas plantas (LUNN & MacRAE, 2003; CASTLEDEN et al, 2004; CHUA et al,
2008). A regulacdo dessa enzima parece estar envolvida com as mais diversas fungdes, onde
sua superexpressao em milho e tabaco, resultaram numa floracdo precoce e em maior ndmero,
além do aumento na atividade fotossintética (CHEN et al, 2005b) e nos teores de sacarose

nessas plantas (BAXTER et al, 2003). Em nosso caso, a enzima SPS foi reprimida nos dois

tratamentos, no entanto a SPS estd associada ao acumulo de sacarose, e ela deveria estar
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ativada, ainda mais se considerarmos que muitos genes da maquinaria fotossintética foram
ativados. Isso nos leva a especular que outros genes que codificam a SPS possam ter sido

ativados em nosso material, no entanto nao foram estudados.

O acimulo de trealose (64) ocorre em situagdes de privacdo de nutrientes,
desidratacdo (Van LAERE, 1989; ADAMS et al, 1990; WIEMKEN, 1990; CROWE et al,
1992). Acredita-se que a trealose participe de importantes papéis como a estabilizacdo de
estruturas celulares sob condi¢des de estresse (KELLER et al, 1982; CROWE et al, 1992). A
trealose funciona como um osmorregulador durante o estresse, onde ela pode agir
armazenando carboidrato (THEVELEIN, 1984; WIEMKEN, 1990). A trealose, em leveduras,
parece ter uma importante funcdo de controlar o metabolismo de acucar através da regulacao
da glicdlise, em especial os niveis de hexoquinases (HOHMANN et al, 1993; BONINI et al,
2003). Em plantas superiores, a trealose raramente ocorre, € se apresenta em nivel quase nao
detectivel (BLASQUEZ et al, 1998). O gene que codifica a trealose foi induzido nas plantulas
tratadas com PBZ e reprimido nas plantulas tratadas com GAs, sinalizando que as plantulas
tratadas com PBZ sofrem estresses diferentes em relacdo aquelas tratadas com GAs3, o que é
totalmente esperado, uma vez que as plantulas tratadas com PBZ apresentam um fendtipo
oposto as tratadas com GAj3. De acordo com a literatura,em plantas o aumento da expressao
do gene que codifica a trealose estd relacionado ao aumento de tolerdncia ao estresse e
também ao ABA, em parte devido a alteracdes decorrentes da regulacdo de genes envolvidos
com a sinalizacdo de ABA e Glc durante o crescimento vegetativo de plantulas (PILON-
SMITHS et al, 1998; GARG et al, 2002; AVONCE et al, 2004). No tratamento com PBZ nio
houve aumento da expressdo de genes que participam da biossintese do ABA. No entanto, o
gene 2, que atua na via de sinalizacio de ABA foi induzido. E possivel que em virtudo do

menror acimulo de dgua em fun¢do de células menores, essas plantas tenham alterado seu

141



potencial osmético, e nesse sentido, a trealose, pode ser uma enzima chave nas respostas dos
genes referente ao tratamento com PBZ.

A Frutose-1 ,6-bisfosfatase (65) € uma enzima que catalisa a hidrélise da frutose-1 ,6-
bifosfato em frutose-6-fosfato, essa reacdo é irreversivel, e é considerada como sendo um
importante ponto de controle (LUNN & FURBANK, 1999). E a enzima parece ser regulada
por diversas vias, como por exemplo, a fotossintese, ciclo de Calvin (BUCHANAN, 1980),
pela luz, pelo sistema ferredoxina/tioredoxina. Ela também parece estar envolvida com a
coordenagdo do status metabdlico no estroma do cloroplasto com expressdo ou supressao do
gene no cloroplasto, assim como no nicleo (ANDERSON & GIBBONS, 2007). Em nossos
resultados, vimos que a enzima frutose 1,6 bifosfatase foi reprimida nas plantulas tratadas com
GA; e induzida pelo PBZ. Os dados mostram um maior acimulo de sacarose nas plantulas
tratadas com GAj3 e sabemos ainda que o PBZ retarda o crescimento. ANDERSON et al
(2006) e ANDERSON & GIBBONS (2007), sugerem que a frutose bifosfatase tem a fun¢do
no nucleo e no cloroplasto como de sensor de agucar fosfato. Ja em cana-de-agicar, CASU
et al (2003) observaram que os transcritos de frutose bifosfatase foram reprimidos em entren6
maduro, sabemos que em nossas condicdes experimentais ndo temos ainda colmo
diferenciado, para justificar a diminuicdo no ndmero de transcritos da referida enzima, no
entanto vale ressaltar que a quantidade de sacarose e hexoses acumulados nas plantulas
tratadas com GAj3 sdo muito maiores que nas plantulas controle assim como nas plantulas
tratadas com PBZ, e poderia estar funcionando como um controle dessa via.

Quanto ao efeito do PBZ, podemos dizer que ele € um composto sintético que atua na
via da oxidagdo do ent-caureno, e inibe a formacdo do ent-caurenol e do 4cido ent-caurendico
(DALZIOL & LAWRENCE, 1984; IZUMI et al, 1985), que sdo precursores da sintese de

GA:s. Foi observado que os efeitos obtidos com o crescimento do epicétilo de cana-de-agucar

142



foram revertidos com a acdo do PBZ. No entanto, ¢ importante salientar o fato de que ao usar
o PBZ, ndo se espera que os resultados relacionados ao metabolismo e expressao génica sejam
todos contrdrios aos observados com a aplicagdo de GAj. Isto porque o PBZ causa uma
inibicdo generalizada da produ¢do de GAs, enquanto no caso do GAs3, o efeito é apenas deste
tipo especifico de giberelina. Por este motivo, os efeitos do PBZ serdo tratados de forma, até
certo ponto, independente dos efeitos do GA, pois este tipo de experimento ndo permite uma
comparacdo direta entre os dois.

Ja foi observado que o PBZ alcanca os meristemas subapicais da planta causando
redugdes na taxa de alongamento (sem diminuir o numero de entrends) e divisdo celular do
caule, que é, em determinadas culturas, uma vantagem (BEROVA & ZLATEV, 2000;
RESENDE & SOUZA, 2002). O PBZ também € capaz de induzir o florescimento sob
condi¢des ndo indutivas (SANTOS et al, 2004). Tem sido demonstrado também que ele
protege as plantas de diversos estresses, entre eles, o estresse hidrico, salino e osmotico
(ABOU EI-KHASHAB, 1997; HAJIHASHEMI et al, 2007, HAJIHASHEMI et al, 2009),
baixas e altas temperaturas, luz ultra-violeta (UV), poluicdo do ar, e por isso tem sido
referenciado como multi-protetor. Sua utilizagdo pode diminuir os niveis de etileno, que em
nosso caso, todos os genes envolvidos com a sinalizacdo e biossintese do etileno (exceto da
Acc sintase) tiveram o seu ndmero de transcritos reduzidos. O etileno é um hormdnio que estd
envolvido com estresse, e sua auséncia também favorece a protecdo das plantas (MACKAY et
al, 1990). Embora o PBZ atue na inibi¢do da via das GAs, quando nos referimos a expressao
génica observamos que muitos genes respondem de forma similar as plantulas tratadas com
GA3, 0o que muito provavelmente ocorre em funcdo de mecanismos desencadeados pela
presenca do PBZ em minimizar os efeitos deletérios da auséncia total das GAs e os

hormonios a elas associados, como por exemplo, AUX, ABA, etileno, entre outros. Os efeitos
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da utilizacdo de PBZ também se referem a diminui¢do na massa fresca, (0 mesmo pode ser
observado na tabela 3), dos teores de agucares soldveis totais e sacarose (MEHOUACHI et al,
1996; OKUDA et al, 1996; PUIATTI et al, 2005; SILVA, 2008; SILVA & VILELLA, 2008) e
um aumento no diametro do caule, que nesse caso pode ser justificado pelo aumento na
expressdo dos genes que codificam a XET (conforme tabela 6D)

HAJIHASHEMI et al (2009), demonstraram que o efeito do PBZ em plantas de trigo
diminuiu a altura da planta, comprimento e drea foliar. A inibicdo da altura ¢ uma
conseqiiéncia da inibi¢do da sintese de GA, resultando em entrends menos alongados, o PBZ
também reduziu o nimero e o tamanho das células, tendo como caracteristicas folhas menores,
0 que ocasionou diminuicdo do peso fresco e seco das folhas. Os mesmos efeitos foram
observados nas plantulas tratadas com PBZ (tabela 3, figuras 24, 25 e 26). Também foi
observado por WANG et al (1986), que a utilizacio de PBZ altera a constituicao da parede
celular, diminuindo principalmente os niveis de celulose, que pode ser justificado pela
pequena extensao ocorrida na regido do caule, devido ao seu limitado crescimento.

As plantas tratadas com PBZ tem uma reduzida capacidade de armazenar dgua, em
virtude do seu limitado tamanho celular, o que acarreta variacdo no seu potencial osmotico.
Mas como conseqiiéncia do menor acimulo de dgua, ocorre um aumento na concentragdo de
acucares no interior da célula. Nossos dados mostraram que vdrios genes envolvidos com a
fotossintese, fixacdo de carbono além do metabolismo de carboidratos também tiveram o
nimero de transcritos aumentados, contribuindo com o equilibrio osmético da célula, ja que é
conhecido o efeito benéfico do actiimulo de aciicares. Como a demanda de carboidratos foi
pouco utilizada no crescimento da parte aérea da plantula, em funcdo da necessidade do
suprimento de dgua,e devido ao acimulo de carboidratos e outros componentes celulares,

como, poliamidas, aminodcidos, por exemplo, ocorre um investimento da plantula em relacio
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ao crescimento do sistema radicular, condi¢cdo observada nas plantulas tratadas com PBZ
(figura 25). FLETCHER et al (2000) e HIJIHASHEMI et al (2007), relatam que na presenga
de PBZ, em fun¢cdo da manutencdo do equilibrio osmoético, condiciona uma inversdao da
particdo de carbono na planta, ocorrendo um investimento no crescimento da raiz, que também

pode ser explicado pela variacio ocorrida no processo de fotomorfogénese (tabela 3).

Respostas das plantulas tratadas com GA3 e PBZ a varios fatores de transcri¢io:

Fica claro, que embora o GA3; tem tido um sutil efeito na indu¢do desse gene HLH
(19), a resposta o GAj3 interfere nos processos celulares de proliferacdo e diferenciacdo. Esse
gene € responsivo a presenca de sacarose no meio celular, e as plantulas tratadas com GAj3
apresentaram maiores teores de AST e sacarose, propiciando uma inducdo do gene a essa
resposta, uma vez que a planta dispde de “energia” para um aumento nos processos de
proliferacdo e diferenciagdo celular, além do alongamento celular. Segundo KIM et al (2005),
esse gene tem uma fun¢do normalizadora no crescimento e desenvolvimento, principalmente
em relacdo ao alongamento celular. Nas plantulas tratadas com PBZ o gene permaneceu nas
mesmas condi¢des encontradas nas plantulas controle, o que pode indicar a necessidade da sua
expressdo para que o efeito do PBZ ndo seja deletério as plantulas, porque caso o gene fosse
reprimido, poderia comprometer de tal forma o tamanho celular que as células poderiam nao
ter capacidade de manter seus mecanismos de armazenamento de d4gua, energia, entre outros.

Em nosso caso, ambos os tratamentos (GA3 e PBZ), reprimiram a expressdao de MYB
(20), vale ressaltar que tanto no tratamento com GAjz quanto com PBZ, o metabolismo da
parede celular encontra-se alterado, no caso de GAj;, esta havendo alongamento da célula,
ocasionando o alongamento longitudinal da parede, e em PBZ, as células sdo mais curtas, no

entanto, ocorre expansdo radial. Na literatura é conhecido que o aumento da expressdo do
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referido gene, desencadeia a reducdo de diversos genes relacionados a alteracdo da parede
celular (MESHI & IWABUCHI, 1995; FERREIRA, 2006; SONBOL, 2009), logo a
diminui¢do de seus transcritos favorecem as alteracdes desencadeadas pelos dois tratamentos
realizados.

De acordo com ZHENG et al (2009), a superexpressdo de genes da familia NAC (21),
incluindo NAM (gene 22 e 24), aumentam a tolerncia de plantas ao estresse osmotico e
hidrico, e seus efeitos estdo relacionados com a formacdo do meristema apical (SOUER et al,
1996), sinalizagdo para o crescimento (XIE et al, 1999), senescéncia (GUO et al, 2004),
desenvolvimento de flores, folhas, raizes e sementes (GE et al, 2004) . Os membros da familia
NAC sdo responsivos a sinalizacdo por agucares, além disso, sua auséncia compromete o
desenvolvimento causando nanismo, senescéncia precoce, dramdtico defeitos no
desenvolvimento das folhas. Nossos dados sugerem que em plantulas tratadas com GA3; a
indu¢do da expressio do gene (22) pode ter acontecido em virtude de uma resposta
relacionada com o desenvolvimento, especialmente direcionada ao meristema apical do caule,
somado a isso, em virtude do acimulo de agticar esses genes podem ter contribuido com a
regulacdo osmoética do meio celular, além de uma inducdo pelas proteinas quinases, fatos
constatados na literatura. As plantulas tratadas com PBZ por terem apresentado limitacdo em
seu crescimento caulinar, e como consequéncia menores teores de carboidratos, seria esperado
que a expressdo desse grupo de genes fosse reprimida, no entanto, varios fatores podem atuar
concomitantemente nessas vias, sugerimos assim que o efeito a indu¢do na expressao do gene
(22) pode ser devido a um aumento na expressdo de genes do grupo das proteinas quinases,
uma vez que essa relacdo foi mostrada por KLEINOW et al (2009) e sempre precisamos levar
em consideragdo que muito embora o tratamento com PBZ apresente um fenétipo contrario as

plantulas tratadas com GAj3, a resposta a nivel génico pode ter uma fun¢do de manutencio da
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viabilidade celular, e respostas esperadas podem ser contrarias numa tentativa de manutencao
de funcdes celulares fundamentais.

Em plantulas de cana-de-agicar a expressdo do gene MADS (21) em ambos os
tratamentos foi reprimida (GAs; e PBZ), que pode ser justificado pela precoce idade das
plantulas utilizadas no experimento, apenas 21 dias apds a germinagdo, que sao consideradas
plantas extremamente jovens para a iniciacao floral.

De acordo com dados de NAGASAKI et al (2001), os genes homeobox (26) tém a
expressdo relacionada com proteinas que tem a expressdao diminuida ao longo do
desenvolvimento. Em plantas adultas de cana-de-acticar o KNOTTEDI1 tem sua expressao
diminuida a medida que houve o amadurecimento do colmo (PAPINI-TERZI, 2005). O GA3
exerce efeito no desenvolvimento das plantulas,e conforme observado em nossos dados,
acelera o acumulo de carboidratos e aumenta esses teores, promove um crescimento tanto mais
rapido quanto maior da regido caulinar, e de acordo com a literatura, esses fatores sdo
importantes reguladores para a modulagcdo do gene, diminuindo sua expressdao. No tratamento
com PBZ devemos observar que embora o gene tenha diminuido sua expressdo, o valor da
expressdo génica de PBZ foi mais que o dobro em relacdo as plantulas tratadas com GAj3, e
conforme ja mencionado em nossos dados o PBZ retarde o crescimento das plantulas de cana-
de-agicar, e esse gene diminua sua expressdo ao longo do desenvolvimento, conforme
relatado na literatura, o efeito causado nas plantulas com PBZ parece estar relacionado com o
desenvolvimento da planta, que esta sendo afetado, e outros genes também mostram esse
efeito.

Os fatores de transcrigdo sdo genes envolvidos com respostas geradas no inicio da
cadeia de sinalizacdo, e o efeito do GA3 e a auséncia das diversas GAs (tratamento com PBZ)

afetaram diversos desses genes, que em sua grande maioria foram reprimidos. Retardando
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principalmente o efeito da senescéncia que no tratamento com GA3, € um efeito conhecido em
cana-de-acicar e no tratamento com PBZ pode ser explicado em fungdo da tentativa da
plantula equilibrar a homeostasia celular, pois ocorrendo a soma de todos os efeitos da
auséncia de GAs a planta poderia morrer, mostrando dessa forma que muito provavelmente
tanto a presenca de GAs quanto a auséncia de GAs afetam o processo da fotomorgénese, onde
o curso do desenvolvimento natural da plantulas foi modificado.

Na figura 28, podemos sintetizar as principais relacdes entre o que vimos no fenétipo,
bioquimica e genética das plantulas tratadas com GAsz e PBZ: nas plantulas tratadas com GA3,
foi observado um fendtipo totalmente contrario as plantulas tratadas com PBZ, ou seja, regido
caulinar alongada (dados que podem ser vistos nos cortes histologicos), que ocorreu
principalmente em fun¢do do alongamento celular e o intenso processo mitético. Esse efeito
pode ter sido desencadeado pelos genes: da AUX, HLH, NAM, Ribonuclease I, histona
H2B4, além dos genes da XET e expansinas. Todos esses processos, demandam um alto
poder energético das plantulas que € atendido, em funcdo da inducdo de diversos genes da via
fotossintética e fixacdo de carbono, que reflete diretamente no acimulo de carboidratos e estes
sinalizam para que ocorram ajustes fisioldgicos de diversos outros genes, como as aquaporinas
e deidrinas. No caso das plantulas tratadas com PBZ, a auséncia de GA, desencadeou diversas
respostas relacionadas com alteracOes da biossintese da parede celular, que atuou em funcao
da expansao radial, que pode ser observado através da expressdo da PAL, Ces e da XET além
da AUX e do DELLA, que também favorece variagdes na parede celular, que em virtude disso
refletiu no metabolismo de carboidratos, que ocorreu em fung¢do da indugcdo de genes
relacionados com a fotossintese e fixacdo de carbono, além dos genes envolvidos com o

transporte de monossacarideos, da aquaporina presente no tonoplasto e da P450.
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Relagdo entre os dados da aplicacdo de GAs e PBZ no metabolismo de carboidratos:

Fatores externos

+ +‘¥"+ +‘¥"+ +‘¥"+ +‘¥"+ * * *
++1+1;t11;tft+tft+ttt+ttt+t L e

FitormoOnios

o ® rrm @
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BG K . -
Carboidratos
FBF

MIP , TIP JDeid P450, TIP, MFS

Figura 28. Resumo da interrelacao entre efeitos causados pela aplicacio de GA; e de PBZ
nas plantulas de cana-de-aciicar com 21 dias de tratamento, cultivadas in vitro. AUX=auxina;
FS = fotossintese; HLH e NAM= fatores de transcricio; MIP = membrane intrisic
protein; TIP= tonoplast intrinsic protein; MFS = transportador de monossacarideos;
EXP= expansina; CAB = PSI; PEPC= fosfenolpiruvato carboxilase; POFD = piruvato
ortofosfodikinase; TFI = triose fosfato isomerase; BG= beta glucosidase; FBF = frutose
bifosfatase; K= kinases; Ani = anidrase carbonica; Aco = aconitase; Ter = trealose;
PAL-= fenilalanina amonia-liase.
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Na figura 29, temos um resumo vista de uma forma mais ampla no metabolismo das
plantulas de cana-de-acucar tratadas com GA3 0,5 mg.L'1 e com PBZ. A presenca de GA3 0,5
mg.L'1 e do PBZ atuam na expressdo de genes relacionados com a biossintese e via de
transcricdo de sinais dos hormonios, que atuam de forma generalizada na regulacido génica de
varios genes relacionados com o desenvolvimento vegetal, estrutura foliar, estrutura do
cloroplasto, na eficiéncia fotossintética, que atua na fotossintese e finalmente no acimulo de
biomassa.

5 T E vk 52 by
Fatores externos
Fitorm Onios

Regulacdo da expressdo génica
Nutrientes
CO2
Agua

Respiracao

Fotossintese
liquida

Figura 29 Resumo vista de uma forma mais ampla no metabolismo das plantulas de
cana-de-acucar tratadas com GA3 0,5 mg.L'1 e com PBZ.
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CONCLUSOES

O GA; influencia o acimulode carboidratos (AST, AR e sacarose), e quanto a
concentracdo utilizada maiores os teores de acgucares acumulados (exceto a
concentracgdo 20 mg.L'l).

Na presenca de GAj3 ocorre alteragdo da particao (relacdo fonte:dreno) das plantulas
em relacdo ao tempo de tratamento, alterando o processo de fotomorfogé€nese das
plantulas.

O GA;z e o PBZ alteram os aspectos morfolégicos das plantulas, favorecendo o
alongamento celular e a expansao radial das células, respectivamente.

Nao ocorre alteragdo da constituicao da parede celular na presenga de GAs.

O GA3 e PBZ alteraram o nivel de transcritos de diversos genes pertencentes a
diferentes vias metabdlicas, tais como: genes relacionados com a biossintese e via de
transdugdo de sinal dos hormonios (DELLA, AUX, 4cido jasmonico, etileno e ABA),
metabolismo da parede celular (XTH, expansinas, PAL, celulose sintase), genes
relacionados com a fotossintese (PEPC, anidrase carbOnica, aconitase, triose fosfato
isomerase, PSI), metabolismo de carboidratos (kinases, beta-glucosidase, trealose),
estresse osmatico (aquaporinas, deidrina, PS450), ciclo celular (nuclease I e histonas),

também atuam na expressao de alguns fatores de transcricio (NAM e HLH).
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8. ANEXOS

ANEXO 1: Lista dos normalizadores (housekeeping) investigados, com seus respectivos SAS, simbolos e sequén-

cias dos primers encontrados no banco do SUCAST.

SAS Simbolo Primer Foward Primer Reverse
SCBGLR1002D06.g UBE2 5’-CAGGTCCTGCTGGTGAGGAT | 35-CACCTCCAGCATATGGACTATCAG
SCQGAM2027G09.g | GAPDH 5’-CACGGCCACTGGAAGCA |3'5’-TCCTCAGGGTTCCTGATGCC
SCCCLR1048F12.g UB 5"-GGTGGCCGGCTTGGA |35-TTTGTTTCGGTTTCAAGTCGATAA
SCJFRZ2009GO01.g 60S 5’-GCGAGTGCCTCACCTTTGAC | 3’5’- TCTTAGGTCCCCTCAGCAGAAC
SCEZRZ1013HO01.g eEF 1a 5’-GACTGTGCCGTCCTTATCATTG |3’5’-ACGGGTCTGGCCATCCTT
SCCCCL3080A11.g UBQI10 5’-CGTCCGCAGTCCCCAAT |3'55-TGAGAGGATCGCGAGGATTC
SCRFLR1012H05.g Act 11 5’-CTGACGCCGAGGATATCC |3’5’-CAGCGAACCCAGCCTTGA
SCCCLR1069D05.g Act 5’-CCAGTTCCATTGTCACAAACAAG |3’5’-TCTCCGGAATCCGTAGCAAA
SCRUSB1062D10.g 25S RNA 3’5’-CCTCAGAGCCAATCCTTTTCC

5’-ATAACCGCATCAGGTCTCCAAG
SCCCLR1C01B02.g Act 2 5’-CCCTGTGCTGCTCACTGAAG | 35-GTCTCGAACATAATCTGGGTCATCT
SCCCST2001G02.g PUB 5’-CCGGTCCTTTAAACCAACTCAGT | 3’5’-CCCTCTGGTGTACCTCCATTTG
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ANEXO 2: Lista dos primers utilizados, com seus respectivos SAS, encontrados no banco do

SUCAST.

SAS

Primer Foward

Primer Reverse

SCCCRZ2002G07.g

AAAATCAATTGGAGCAAGTTGAGA

AGACTTACCTAGACCGGCTGTCA

SCRULR1020D11.g TGACACCATGGACCATGCAT GGCGACTAGCTCGATCTTTTCA
SCRLSB1044E01.g CGAGCGAAGAATCATGGTAGGT TGACAGAAGTCGCCGCATTA
SCCCRT1001EO1.g CGTGTCGTTGGCGAAGAAG CGTCGCCAACTCATGGATCT
SCACLR2007B05.g AGTTAAAGAAGAGCGTAGCAGCAAT | AAAACAGAGAAGAACTCCCCCATT
SCACLR2007G02.g TCCGGGCCTCCTGTATGA GCCGGTGGACATGAATGC
SCAGLRI1021F11.g CCTTCCGCTTCTCCATTGC CACGCCTTCTTTGTTGATTCC

SCAGLR1021G10.g

CTTGACCTGAAGCAAATCAACAAC

ATCATCAGGTGGTGCATTTCC

SCBFLR1039B05.g

CCTCATCTTCTTCTTCTTCTTCTCG

CGAGTTCAAAGTTCCTTCCCC

SCBFLR1046E10.g CGGCCGGACAGATTCTTATC GGGTGCGAGGTGGCTTTTAT
SCBGLR1096E06.g GATTCGCTCTCCAGGCTCG GCATGTACTCCGAGACAGCGAC
SCCCAD1003D12.g CGGCAAGCCGCTTCACT CAGTTATGTCTCCACCTTGAACCA
SCCCCL5004B03.g GGAGTGGTCGGTGACCTTGA CGGCGTGCAGATGTTCCT
SCCCLB1004E10.g CACTGCTGGCTGATCGATGT CAGGAATGCACACAGCAAGTTT
SCCCLRI1C05B07.g CAGCCTTGATTGTGGTTTCCA AGCTTATTGGCGTGTTGTTTAGTTT
SCCCLR2003E10.g CATCTTCTCCCACTCGTTCTTCTT AGGGATCGCTCAGCTGGAT
SCCCRT1C06D06.g ACCGACCCCACAAAGTATGC GTGCAATGTGGTTGCTGTGAT
SCCCRT2001H11.g GCAGAAACGGAGCCATGGT GCCAAATTTCAGCGAAACGA
SCCCRZ1001G10.g TCCACCAGCTTGCTCTCGTT TCAGCTCCTTCACCATTGGAA
SCCCRZ1001HO05.g CATCCTGCTGCTTTTACTCCATT AGGGATCGGAGCACTTTTGTT
SCEPRZ1010E06.g CGTCTTCTAGCCTCTGGAAACAC AGACAGCAGAGGTGGACATGAA
SCEPSD1005D08.g TCCTCGTCGGCGATATGTTT CATCTAGTGTGCCTTGAGCAGAA
SCEZHR1088E02.g CAGCTGGTCAAGAAAACCATCA GATGCATTAGAAGCTTTGAAGGAGAT
SCEPLB1042D02.g CACTGTGGCTGCAACACCAT CGAAACGAAGAAAAGGCAGAA
SCQGLR1085G10.g CCAGGAGAATCTGAGCCTGAA GTGCGGAGCATCCATGGT
SCRFLR2037F09.g GCAGCGACCGATACAATACAAC CGACGCACGATGGAAGCT
SCSBST3096H04.g TGGGTTTATCTGGGCTGATCTT ACCGCCCTGTTGCAATGT
SCRULR1020D09.g CACCATCAACGGGTCAATCC TCCTCCCCGAACATGAACTC
SCILLR2020E06.g CAACACAAGCGTGCAGGAACT TACTGCAGCCTGGAACAAACA
SCUTLR1058B02.g CGTGCTGGGTGGAGATGAG AGGTCACGGTGGAGTACATCAA
SCVPRT2075C09.g CAGAAGTCGAATAGTCACCGAAAGT | TTGATCGTCTTTTGCCTTATCAGA
SCJFLR1013H10.g TGCCCTGCTATTGAAGTTTGTG GCTGATCGCTGTTCCATGCT
SCIFLR1074All.g CATCGCCGTGGAGGAGAT CTAGCAACCGGACCAACACTCT
SCCCRZ1002G01.g GTCCTCGGCGGAGACGTT CGTGGTGTCCCCCAGATC
SCRFLR1012F12.g CGGGTTCAAGGCCACCTA AGGTGTGCGTATTTACTTGATGAACT

SCCCCL3001A05.g

CTTCAAAGGGACACGATCATGA

TTGAGCTGGACCTTGATGAGGTA

SCCCCLA4003E08.g

AACTGGGAAGCTGTCCTTCTCA

ACACAGCATCAGTCTCATTTGAAAA

SCCCHR1003D05.g

CACCAAAGGTCAGTTTATGACAGAA

CCGTAGTTGTCACAGCAAAGCA

SCCCLB1003El11l.g CTCGGCAGGTTCTTCAGGAA TTCGTTGCCGATCCTTCAA
SCCCST1004A07.g CGTCGCCGTCAAGCTCAT TTGACGATCTCGCGATACACA
SCCCST1006B11.g GCAAGATGGCGGATGTTTG AAAAGGGTACGCACCAACCA

SCEPRZ1009C10.g

TCAGAGCAAACAACCGAAGAAAT

GCCATAGCCTGATCTCAATGATT

SCEQLB2019B08.g

TTTCCACGCAGGACAGTGAA

GAACGGAATGGAATGAATGTCA
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SAS

Primer Foward

Primer Reverse

SCRFLR1034G06.g CGAACCCTGAGCAACGGATA CAATGGGCAGGTTCTTCAAGA
SCSGHR1070F12.g GGAAATCTCGACGATGAAGTTGA TTGTTTACTTCCCATCACCTCGTA
SCEQRT2027H03.g GTCAAGTTCGCCAGGAACGT ACCTTCTCCTTGTCGAGGATCTT
SCIJFRZ2032G01.g CGGTAATTCCTCAAAGGATTGC CCAGCGGTCAGGCAGAAG
SCSGST3121C06.g TGGCAATGGAAGCATGAAAG TCTGTTGCCAGTGTAGAATGAGAAT
SCSBHR1050B11.g CGCGATAGTAATTCAACTTAGTACGA | GCGCCACTGGCTTTTCA

SCRLLR1038HO1.g

TGCAACTGATGAAGAAGCAGTTC

GACCTTTCCCCCAATTAATAGTAGGT

SCEZHR1047G06.g GGCAGTTCGATTGCCGATAA TTTGTTTCCAGAAGTCTTTGTTGGT
SCEQRT1024E12.g CTTCCAGGGCACTCCCATT GAGAACTGCGCGAACATGAG
SCEQRT1028H06.g GATTGCGTGCTTGCATTTGT GGGAGCGGGCAAGATGT
SCBFLR1046C09.g TGCAGTGTCCAACGATTTCTTG GGCTGTCCTGTTCATCAATCAA
SCSFLR2009F02.g TGCTGGGCAATACCTACTCTTTC CGGCTGCGAAGATCTTGAAG
SCSFRT2068D12.g AGTTGTTGCTTGTGTGAGTGAGACT CGCAGAGAAAATGAAAGCAAGTAC
SCILRT1016G06.g TACTACACGCTGAGCCAGATCAA CACTCCACGTAGGGCTCGAA

SCQGLR1085F11.g

TCACACCACACAAAAAGTGGAAA

GCCATGAATAAGTGTCCCTATCCT

SCEZLB1007F08.g

ATTGCCGTAGGGTTCTCGTATC

TTTGCCTGTGCTTGTGACTTG

SCJLHR1028C12.g AACTGGTTGATTTGTCATGTTGTGT | TTCGTCATCCATTCCAATTCC
SCQGLV1016A04.g GCCCTACCAGCGTGTGCTG ACGAGGAGGAGGAGGAGGAA
SCBGLR1002D06.g CAGGTCCTGCTGGTGAGGAT CACCTCCAGCATATGGACTATCAG

SCCCLR1072A03.g

GGGCAGAAGGTGTTTGATATGTC

ATCCAAAAGGCTGTTAGAATTCAAG

SCJFRZ2009G01.g GCGAGTGCCTCACCTTTGAC TCTTAGGTCCCCTCAGCAGAAC
SCCCLR1048F12.g GGTGGCCGGCTTGGA TTTGTTTCGGTTTCAAGTCGATAA
SCCCLR1069D05.g CCAGTTCCATTGTCACAAACAAG TCTCCGGAATCCGTAGCAAA
SCCCST2001G02.g CCGGTCCTTTAAACCAACTCAGT CCCTCTGGTGTACCTCCATTTG
SCEQRT2100B02.g TCCAGTACATGACGCCCTGTT CACGTGCTTGACACAACTACTAACG
SCCCLB1001HO1.g AGCGCCGTCCTGTCCAA TGCCGTCCGCTCCAGTT
SCCCLR1022B11.g ATGCCATGCTGCGTTTTCTC TGGGCTTTCTCTGGCAACA
SCILLR1054F03.¢g GCTGCACGGACGGCTTT TGTCCCACCGGTCTCATGT
SCJLLR1033E07.g GGTCCTGCGGCAACCA CCTGCACCGAATCTTGTAGCA

SCACSB1117F03.g

AACACTGAGCACAAGTGAGAATGG

GAATGTGTCACGCACAGTACTTCTT

SCCCLR1001A05.g CCAAAGTGCTTGGAAACGAAGT TCGCTGCAATTCGCATTG
SCEZAMI1080E11.g CGGTAATGACGAAAGGTCCAA AGCGGGTGCCGTGGTA
SCCCLR2C02A05.g GGCAGCTGACGGAATAGCAA AAAGAGCACCGGCAATGG
SCQGRT1040G03.g AGCTACGTTTTGTGCAGTTTCAAG CCCATACTGCTCGGGTTTGT
SCAGLR1064F05.g GCCATATGCGGCGAGATC CAACCTTCCTGTGCAACCAA
SCBGLR1002A01.g GGTCGTCGACACAAACTTCAAC GAGAGCAGATCGGTACAACTATAAGTCA
SCMCCL6053A05.g GTGATGGTGACCAGCGTTTG CAGCAAGCCTCGCCTCAA
SCSFRT2070A10.g GTCTCCTTGCGCACGTTGA GATGACCCGGCCAGGAA
SCCCRZ2003D01.g TCTGCTGCGAACTGGAGTATTTAC TTTTTTCCGTTCTCTTTGTTGTTTC
SCVPFL3044C07.g GCTCATTTGCCTCCCTATCAGTA TGGATTGGTGGGCAGAGAA
SCEQLR1050D04.g GATTGAAGCAACGGGAACTGA GGATCGGCCTGTGTTCGT

SCBFAD1046D01.g CGCGCCCATCCGAAA TCTTGACACTCTCGTTGCCAAT
SCBGLR1002A09.g AGTACCCGTCGTACGAGATCGA GTCGGAAAGAGCCAAGAAGAAC
SCCCLR1024C03.g GCGTTTGGTTGGCTGGTT CCTGGCTCACTAGGGAATCTTG
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ANEXO 3: Alinhamento das sequencias de alguns aminacidos feitas no programa CLUSTAL W.
De acordo com a literatura citada no M & M, alguns normalizadores foram selecionados e
blastados contra o banco de dados SUCAST (cana-de-acicar), e foram encontrados diversos EST
com e-value = 0, posteriormente foi feito o alinhamento para a confirmacao de homologia,
selecao da regiao para confeccao dos primers.

>gi|115454970|ref[NM_001057621.1| Oryza sativa (japonica cultivar-Group) Os03g0718100
(0Os03g0718100) mRNA, complete cds (ACT 11)
Resultado do Blast em cana com e-value=0

SCRFLR1012HO05.¢g 1709 0.0

SCBFLR1039B12.g 848 0.0

SCCCLR1069D05.g 821 0.0

SCCCRZ1001E09.g 747 0.0

SCCCLR1CO1B02.g 700 0.0

SCQSLR1018C05.g 676 0.0

SCCCLR1076G12. 674 0.0

SCCCRIL001E09.g LGTGEECGTACTACTGETATTGTICTCGACTCTIGGTGATGETGTGAGCCACACTGTECCC 656
CCCLRICO1BOZ.g AGTGEECGTACTACTGETATTGTICTIGACTCTGETGATGATGTGAGCCACACTETECCC 652
_RCT LAGTGETCGTACCACAGETATTGTGTTGEACTCIGETGATGETGTCAGCCACACTGTCCCC 603

SCRFLE1012HO0S5.g AGTEECCGTACCACAGETATCGTGCTCGACT CGEEAGAT GET ST CAGCCACACTGTCCCC 594
hkkkk kEkkhk kh kEkkHk kh  k KAARE *k FrhkRRAAE *rkkhhhkkrrr Rk

3CCCRI1001EOS9.g ATTTACGRAGGATATGCCCTTCCCCATGCCATTICTTCGTTTGEATCTTIGCTGROCGTGAC 7146
SCCCLRI1CO1EOZ.g ATTTACGARGGATATGOCCTTCCTCATGCCATICTICGTITGRATCTIGCTGEICGRGAC 712
_ACT ATCTATGARGGATATGCTCTCOCCCATGCTATCCTICGTCTCGACCTIGCTGEECGIGAT 6463
SCRFLE1012HO0S.g ATCTACGRAGEEATACGCCCTCCOCCACECCATTCTTCGT CTOGACCT GECTEEOCGOGAC 6548

FE kE KE HEARE kE AE Kk A kEk AF AAEAAEE ok AE kk AkAkkE kA kR

SCCCRZ1001E09.g CTCACGGACTCCCICATGARRRATTCTGACCGAGAGEFEITACTCCTTCACGACCTICTELT 774
SCCCLRI1CO1BOZ.qg CTCACAGACTCCCICATGARRRTTCTCACTGAGAGEFEITACTCCTTCACRRCCTICTGLT 772
_RCT CICACTGATTACCTICATGRARAGAT CCTGACGEAGCETGETTACTCATTCACCACARCGELC 723
SCRFLR1012H05.g CTCACCGACTACCTICATGARAGATCCTGACTGARACGCOGECTACTCCTTCACRACCACTELT Tla

FEFEEE HE K AAAAIAIEE Kk kA kA * OkE hEAEE Ak EAAE kA * kE

SCCCRZ1001EOS.g GAGCEAGARATTETARGEGACATCARGEAGRRGCTTGCATATATAGCTCTTGACTATGAL 8348
SCCCLEICO1BOZ.g GAGCEEEARATTETARGEGACAT CARGEAGRLGCTGECATATATAGCCCTIGACTATGAG 332
_ACT GAGCEEEAR AT TETGAGEGACATGARGGAGRRGCTTTCCTACATOGOCCTGRACTATGAS TES
SCRFLE1012HO0S5.g GAGCEEEAR AT TG CAGEGACATGARGEAGRRGCTCGCCTACATTGOCCTGRACTACGAS 7748
dkkkhk ket hkhkhkhhd Hkkkhhhkhkhd  k kk kk kh kk kkkkk ks
3CCCRI1001EOS9.g CRAGRGTTGEARACTGOCARGRACAGCTCCTCAGTIGARRAGAGCTATGAGCTACCTGAT 394
SCCCLRI1CO1EOZ.g CARGAGTTGGRRRCTGOCARGRRCAGCTCCTCAGTTGARRARGAGCTATGAGCTACCTGAT 892
_ACT CAGGARRATGEAGACTGOCARGRCCAGCTCCTCCGT GRAGRARGAGCTACGAGCTTCCTIGAT 43
SCRFLE1012HO0S.g CRGGRGATGEAGACTGOCARGRCCAGCTCTICCGT GEAGRAGRGCTACGAGCTICCTGAT 2346
dk kk hhkk hhkhkkhkkt hkkkkd k% kk kk kkhhkkkkh kkkhkd hkkkkh
SCCCRZ1001EOS.g GETCALGTARTCACCATTGETRCAGAGAGETTCAGGTGOCCTGAGETCCTICTICCAGCCA 9548
SCCCLRI1CO1EOZ.g GETCALGTARTCACCATTGETGCAGAGRGATTCAGGTGOCCTGAGETCCTICTICCAGCICE 952
_ACT GERCAGETTATCACCATTGET GCTGAGCGTITCCGCTGCCCTGAGETCCTCTTCCAGCCT 903
SCRFLE1012HO0S5.g GEACAGETCATCACCATTGEOGCTGAGCGCTTCOGCTGOCCTGAGETCCTCTICCAGCCA 894
dk ke kh kR kk kkk * kkk * hhkkhkdhhhhkhhhdhkhhhhhhrd
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ANEXO 4: Alinhamento das sequencias de alguns aminacidos feitas no programa CLUSTAL W.
De acordo com a literatura citada no M & M, alguns normalizadores foram selecionados e
blastados contra o banco de dados SUCAST (cana-de-acicar), e foram encontrados diversos EST
com e-value = 0, posteriormente foi feito o alinhamento para a confirmacao de homologia,
selecao da regiao para confeccao dos primers.

>gi|115451090|ref[NM_001055681.1| Oryza sativa (japonica cultivar-group) Os03g0177500 (0s03g0177500) mRNA,

complete cds (eEF 1 alfa)

Resultado do blast em cana com e-value = 0
SCILRT1006GO1.g 1853 0.0
SCEZRZ1013HO01.g 1814 0.0
SCEQLR1007G03.g 1764 0.0
SCCCCL3004F01.b 1741 0.0
SCCCLR1022B09.g 1386 0.0
SCVPLB1020E07.g 922 0.0
SCCCLB1021F05.g 795 0.0
SCIFAD1012C08.g 743 0.0

JCCCLB10Z21F05.g CRAGTATECGRTGEET GCT CACARGCTCRAAGECT RAGCET GAGAGRGETATCACCATTGA 308
SCVELB1020EQ7.g CRAGTRACECATGEET GCT CACARGITCRAGECTGAGCET GAGAGRAGETATCACCATTGR 315
SCEZRZ1013HO01.g CRRAGTRCECGTGEETGCTCRCRRGCTCRAGGCTGAGCET GAGAGRAGETATCRACCATTGR 314
SCJLET1006G01.g CRAGTACGCGTGEET GCT TCACARGCTCRAGGCTGAGCET GAGAGRGETATCACCATTGA 304
SCCCCL3004F01.1 CRAGTATECET T GCT TCACARGITCARGECCCAGCET GAGACRGETATCACRATTGR 354
_eEF CRAGTACGCGTGEET GCT CRACARGCITCRAGGCCRAGCET GAGAGRGETATCACCATCGA 318
Gk kk ki Rk kkkhhhhhdhhh dhdkhhhkhAhhdkdhhhhdd kk k4

CCCLB1021F05.g TATCGCTCTATGEARGTTTGAGRCCACCRAAGTACTACTGCACTGTCATIGATGCCCCTG: 368
SCWVELB1020EQ7.Q TATCGCTCTGT A RGT T TGRAGRCCACCRAGTRACTACTGCACTGTCATIGRTGCCCCTG: 375
SCEZRZ1013H01.g TATCGCTCTRT GEARGT TTGAGACCACCRAGTACTACTGCACTGTCATIGATGCCCCTGE 374
SCJLET1006G01.g TATCGCTCTGT GEARGT TCCAGACCACCARGTACTACTGCACTGTCATIGATGCCCCTE: 364
CCCCL3004F01.b TATCGCCCTRTGEARATTCGAGRACCACCRAGTACTACTGCACTGTTATIGATGCCCCTG:E 414

_eEF TATTGCCCT T GEARGT TCGAGRCCACCAAGTACTACTGCACGETCATCGATGCCCCTGE:E 378

FhE kk khEF AkEAEE AF FAITRAAFAAFARAFAIARAIRAT kA kk kA AhkEAk A kA E

SCCCLB1021F0S.g ACRCCGTGACTICATCALGARCATGAT CACT GETACCTCCCARGCTGACTGTGCCGTICCT 428
SCVFLB1020EQ7.g ACATCGTGACTTICATCRAAGARACATGAT CACCEETACCTCCCAGECTGACT T GCCGTICCT 435
SCEZRZ1013HO01.g ACRCCGTGACTICAT CALGA A CATGAT CACT GETACCT CCCAGECTGACTGTGCOGTICCT 434
SCILRT1006G01.g ACRCCGTGRCTTCATCRALGRRCATGATCACT GETACCTCCCAGECTGACTGTECTGTCCT 424
SCCCCL3004F01.b ACRCCGTGACTICAT CRAAGARATATGAT CACT GECACTICCCARGCTGACTGTGCIGTITICT 474

_eEF TCACCGTGACTICATCARGRRCATGAT CACGEETACCTOCCAGECTIGACTGTIGCCGTECT 438

hE hEkkEAEIEAIRAAIEIEREE AEkEAEEAE kE khk khkhkkEk Ak kAhkArkrhkE kEhk A%

W

JCCCLB10Z21F05.g TATCATTGACT CCACCACTGETGRITTTGAGGCT GETATCTCCARGRATGRCCAGACCCE 488
SCWVFLE1020EQ7.g AT AT TGACT CCACCACTGETGETITTTGAGGCTGETAT CTCCARGRATGGOCAGACCCE 495
SCEZRZ1013HO01.g AT AT TEACTCCACCACTGETGETITTGAGGCTGETATCTCCARGRATGECCAGRCCCE 494
SCJLET1006G01.g AT AT TGACT CCACCACTGETGRITTTGAGGCT GETATCTCCARGRATGRCCAGACCCE 484
SCCCCL3004F01.1 AT AT TEATTCCACCACTGETGETIT T GAGGCT GEIATCTCCARGEATGEECAGACCCE 5346

_eEF CATCATTGACT CCACCACTGETGRITTTGAGGCT GETATCTCCARGRATGRCCAGACCCE 498

HEEFHEEEF FEFFIFAIF IR A I I A F I A AI A IR I I IR I I I HE AR A AR

SCCCLE1021F05.g TEAGCATECCCICCTIGCTTTCACCCT T GGAGT GRAGCAGATGATTTGCTGCTGCARCRR 548
SCVFLB1020EQ7.g TEAGCATECCCICCTIGCTTTCACCCI TGEAGT CARGCAGATGATTTGCTGCTGCARCRR 555
SCEZRZ1013H01.g TEAGCATECCCICCTIGCTTTCACCCT T GRAGT GRAAGCAGATGATTTGCTGCTGCARCRR 554
SCJLET1006G01.g TEAGCATECTCICCTIGCTTTCACCCT T GEAGT GAAGCAGATGATTTGCTGCTGCARCRR 544
CCCCL3004F01.b TEAGCATGCTCTCCITGCTTTCACACTTGRAGT GARGCAGATGATTTGCTGCTGCAAC 594

_eEF TEAGCACGCTCITCTIGCTTTCACTCT T GG T GT GAAGCAGATGATCTGCTGCTGCARCRR 558

FhEkEER hEF hk FEAFEAIAEATRE FhAkE kk FhEAIRARIERE ArkAkAkAAhEAAhARE
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ANEXO 5: Alinhamento das sequencias de alguns aminacidos feitas no programa CLUSTAL W.
De acordo com a literatura citada no M & M, alguns normalizadores foram selecionados e
blastados contra o banco de dados SUCAST (cana-de-acicar), e foram encontrados diversos EST
com e-value = 0, posteriormente foi feito o alinhamento para a confirmacao de homologia,

selecao da regiao para confeccao dos primers.

>gi|115444400[ref[NM_001052515.1| Oryza sativa (japonica cultivar-group) 0s02g0161900
(0s02g0161900) mRNA, complete cds (UBQ)
Resultado do blast em cana com e-value = 0

SCCCRZ1002C04.g 1380 0.0
SCCCLR1001C11.g 1296 0.0
SCCCCL3080A11.g 1247 0.0
SCACLR1057F07.g 1223 0.0
SCVPRZ2038C12.g 1035 0.0
SCCCLR1C03C10.g 969 0.0
SCBFLR1026D07.g 936 0.0
SCCCLR1C03HO09.g 848 0.0
SCCCCL3080A11.b 839 0.0
SCCCST2001G02.g 791 0.0
SCQSRT2032E09.¢g 783 0.0
SCCCCL4014E10.g 767 0.0
SCVPRZ3026B09.g 767 0.0
SCBFRZ3006E06.g 739 0.0
SCEZAM2059H12.g 708 0.0
SCCCST1005F12.g 682 0.0
SCSGFL4118F01.g 668 0.0

656 0.0

SCCCLB1026D12.g
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FEFE HAEKEE FEFIAAIE FEAEF AE Ak EE kA kA kA Ak FEkAFEAAAIEAAIEAER

188

_UBQ GFECTARAGATCCRARAGATARGEAGEECATCCCCCCGGACCAGCAGCGTICTCATCTICGETR: 221
SCCCREZLO02C04.g FECTARAGATCCAGRACAAGEAGEECATTCCTCOGGACCAGCAGAGECTGATCTTITGETR:E 211
SCCCCL3080A11.g GEEIAAaAIEEAaa CAAGGARGGCATTCCTCCGGAT CAGCAGAGECTGATCTTTIGCTIGE 222
SCCCS5T1005F12.g GFECTARAGATCCAGRACAAGEAMGECATTCCTCCGGAT CAGCAGAGECTCATCTICGETR:E 201
SCEZAMZ05%H1Z.g GEE"AAaAII"Aaa CAAGGAGGECATCCCCCCRRACCAGCAGCGECTCATCTTTIGCCGE 126
SCQSET2032E09.g FECCARAGATCCAGRACAAGEAGEECATTCCCCCGGACCAGCAGCGTICTCATCTTITGLCE: 230
SCCCLR1001C11.g FECCAAGATCCAGRACAAGEAGEECATCCCCCCGGACCAGCAGCGECTCATCTITGLCE: 239

dhk kkkkh kk kh kkkkk kkkh kk kkhhk kkkhhd ko hh kkkkd kk ok
:EEQ CAAGCAGCTGEAGRATGECAGGACCCTTGCTGACTACRRCATCCAGRRAGGAGTCGACCCT 281
SCCCREL002C04.g CAAGCAGCTTGAGRATGECCGTACCCTAGCTGACTACRRCATCCAGRAGGAGTCCACCCT 271
SCCCCL3080A11.g CARGCRGCTCGAGEATGECCGTACCCTAGCTGACTACRRCATCCAGRRGEAGTCCACCCT 282
SCCCST1005F12.g CAAGCAGCTTGAGRACGECCGTACCCTTGCTGACTACRARCATCCAGRAGGAGTCCACCCT 261
SCEZAMZ05%H1Z2.g CAAGCAGCTCGAGRACGEECGCACGCTTGCTGACTACRARCATCCAGRAGEAGRGCACCCT 1846
SCOSET2032E09.g CAAGCAGCTCGAGRACGEECGCACGCTTGCTGACTACARCAT CCAGRRAGGAGRGCACCCT 230
SCCCLR1001C11.g CAAGCAGCTCGAGRACGEECGCACCCTTGCCGACTACRRACATCCAGRAGEAGRAGCACCCT 299

dhkkkkkhh kkkkd kk K Kk kh kk Ak kA k kA kkdhhhkw ETTTT

_UBQ TCACCTTGICCTCOGCCTCOGT GG GGEAIGEAGAI"TIIEI"AAGAEIEIEAEEGGEAA 341
SCCCREZLO02C04.g CCACCTEETGCTCAGGCTTAGEEERAGET AaAI"IIIaI"AAaAEEE CACTGEC 331
SCCCCL3080A11.g CCACCTGETGCTCAGECTCAGGEG. GGEAIGEAaAI"II GICARGRCCCTCACTGGCRR 342
SCCCS5T1005F12.g CCATCTGEIGCTCAGGCT CAGGEEAGECATGCAGATCTTCGT CARGRACCCTCACT GEC 321
SCEZAMZ05%H1Z.g EE CCTIGTGCTICCGCCICAGEEEAGECATGCAGATCTTCOGT RAAGACCCTGACCGRCAL 244
SCQSET2032E09.g CCACCTTGIGCTCOGCCT CAGGEET GRAATGCAGATCTTCGT GARAGACCCTGACT GEC 350
SCCCLR1001C11.g CCACCTTGIGCTCOGCCTCAGGEET GRAATGCAGATCTTCGT GARGACCCTGACTGECAR 359

dhk kk kk kkk ok Rk % kk kk kA kkhhkRhk hd kkkkd kk kdk kkkkw
_UBQ FACTATCACCCTTGAGGTGEAGT CTICTGACACCATCGACRACGTCARGECCARGATCCE 401
SCCCREZLO02C04.g FACTATCACGCTTGAGGTCGAGTCTICTGACACGATCGATARCGTRARGECCARGATCCE 351
SCCCCL3080A11.g FACTATCACGCTTGAGGTCGAGTCTICTGACACGATCGACARCGTRARGECCARGATCCE 402
SCCCS5T1005F12.g FACCATCACGCTTGAGGTCGAGT CTICTGACACGATCGACARCGTRARGECCARGATCCE 381
SCEZAMZ05%H1Z.g GFACTATCACCCTTGAGGTGEAGTICTICTGACACCATTGACARCGTCARGECCARGATCCE 3046
SCQSET2032E09.g FACTATCACCCTTGAGGTGEAGT CCTCGGACACCATCGACAATGTCARGECCARGATCCE 410
SCCCLR1001C11.g FACTATCACCCTTGAGGTGEAGT CCTCGGACACCATCGACARCGTCARGECCARGATCCE 419




ANEXO 6: Breve descri¢cao das funcoes e caracteristicas dos genes que foram estudados.

Auxinas (1 e 3): hormdnio que também atua no desenvolvimento apical e sua presenca é
regulada a das GAs, o gene (3) é um fator de transcri¢do que pode apresentar relagdo com duplicagcdo
cromossomica SANIEWSKI & MUNK, 1981; OKUBO & UEMOTO, 1985; SANIEWSKI, 1989;
WOODWARD & BARTEL, 2005).

Absicic Stress Repining (2): muitos genes que tem relagdo com ABA estdo envolvidos com
estresse hidrico, senescéncia, amadurecimento de frutos (IUSEM et al., 1993; AMITAI-ZEIGERSON
et al., 1994; ROSSI & IUSEM, 1994). Esse gene € codificado por uma pequena familia multigénica e é
caracterizada por possuir proteinas bdsicas e altamente hidrofilicas, tem altos niveis de His, Glu e Lys.
Ela possui duas regides altamente conservadas, sendo a primeira regido tendo um pequeno grupo de 5 a
7 residuos de His (N-terminal) e a outra constitui a maior parte (regido C-terminal) correspondendo a
aproximadamente 70 aminodcidos. Provavelmente estd localizada no nicleo da célula
(PADMANABHAN et al., 1997; HONG et al., 2002). Elas estdo presentes em um vasto grupo de
plantas: di e monocotiledoneas, gramineas e arvéres (MASKIN et al., 2001). O ASR (Absicic Stress
Repining) ainda ndo tem uma fun¢do definida claramente, variando bastante seu efeito entre diferentes
espécies vegetais, podendo atuar como um promotor de transporte de monossacarideos e/ou funcionar
como sinalizador de sacarose e/ou glucose (CAKIR et al, 2003).

GAI - GA-insensitive (4): pertence a familia das proteinas GRAS (GAI, RGA, SCR), que é
uma familia exclusiva de vegetais que estd envolvida com a via de transdugdo de sinal das giberelinas
(BOLLE, 2004; PYSH et al, 1999; TIAN et al, 2004; FOSTER ET al, 2007). Entre suas funcdes estio
a mediacdo da sinalizacdo induzida por GA, atividade hidrolitica. GAI pertence a uma subfamilia
conhecida como DELLA, onde todas as proteinas DELLA contém uma regido polimérica de Ser e Thr,
que pode conter sitios de fosforilagdo ou glicosilacdo, repeticdes de sete Leu que podem mediar a

interacdo proteina-proteina (SILVERSTONE et al., 2001; GUBLER et al., 2002; ITOH et al., 2002).
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Proteinas DELLA sdo conservadas repressoras da sinalizacio de GA que atuam imediatamente
reprimindo o receptor de GA para modular todos os aspectos do crescimento e desenvolvimento
induzido pelo GA em plantas (THOMAS & SUN, 2004; GRIFFITHS et al., 2006; NAKAJIMA et
al.,2006). As proteinas DELLA ajudam a estabelecer a homeostase de GA através de feedback ,
regulando a expressdo de genes de biossintese e receptores de GA, e elas também promovem a
repressdo de expressdo de provdveis proteinas reguladoras que sdo componentes negativos na

sinalizacdo de GA, no entanto na literatura hd controvérsia conforme mostrado na disscusao.

Genes reprimidos que codificam uma resposta relacionada a (ao):

Promotor de crescimento e nitrilase (5 e 6): tem relagdo com a resposta do hormonio auxina,
tanto no crescimento apical como na via de biossintese, respectivamente. Seus efeitos e importancia ja
foram comentados no item 1 e 3.

Lipoxigenase (7): € uma enzima que participa intensamente no processo de germinacdo e atua
na via de biossintese do dcido jasmonico, que é um hormonio que atua na degradacdo da clorofila
(WIEDHASE et al., 1987), no mecanismo de defesa principalmente contra estresse mecanico
(FARMER & RYAN, 1990, 1992).

Acido absicisico (8): muitos genes que tem relacdo com ABA estdo envolvidos com estresse
hidrico, participando do fechamento estomaético , senescéncia foliar, etc (IUSEM et al., 1993; AMITAI-
ZEIGERSON et al., 1994; ROSSI & IUSEM, 1994).

GID1 (9): € um tipo de receptor positivo solivel de GA, que geralmente se ligam as GA 4
ativas (UEGUCHI-TANAKA et al, 2005). Essas enzimas contém uma sequéncia consensu de Ser e
também apresentam uma sequéncia conservada de dipeptideos de His-Gly, que sdo encontrados na
maioria dos dominios amino-terminal das lipases. Essas sequéncias estdo envolvidas com a

conformagdo do site das lipases ativas, e participam desde a substitui¢do de um residuo conservado de
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Ser e/ou His pela Ala e Gln, respectivamente, resultando na perda da atividade da lipase e esterase
(FELLER et al, 1991).

GRAS (10): proteinas GRAS (GAI, RGA, SCR) pertencem a uma familia exclusiva de vegetais
que estd envolvida com a via de transdugdo de sinal das giberelinas. Em Arabidopsis existem mais de
trinta tipos de proteinas GRAS, onde todas demonstram alta similaridade com o dominio GRAS C-
terminal. J4 a regido N-terminal dessas proteinas parecem ser divergentes de forma geral e estas
diferengas parecem estar relacionadas com as diferentes fungdes nas vias celulares (PYSH et al, 1999).
As proteinas GRAS apresentam uma regido conservada de aproximadamente 350 aminodcidos que sdo
divididos em cinco motivos: Leu heptad repeticao I, VHIID, Leu heptad repeticdo 1I, PFYRE e SCR
(PYSH et al, 1999; BOLLE, 2004). Os genes de GAI e RGA apresentam alta similaridade com SCR e
SCL (SCARECROW-LIKE) (PYSH et al, 1999), logo pertecem a subfamilia da proteina DELLA
(BOLLE, 2004; PYSH et al, 1999; TIAN et al, 2004; FOSTER ET al, 2007).

SLY 1 (11): Pertence ao grupo das proteinas F-box, e estdo envolvidas com a sinalizacdo de
GA, se localizam no nucelo e fazem parte do complexo SCFMY! ubiquitina E3 ligase (McGINNIS et
al, 2003; SASAKI et al, 2003), e interage com as proteinas DELLA (UEGUCHIi-TANAKA et al,
2005; GRIFFITHS et al, 2006; NAKAJIMA et al., 2006, WILLIGE et al., 2007; ZENTELLA et al,
2007). E um mediador positivo da sinalizacio de GA, pois desencadeia a degradacio da proteina
DELLA RGA e GAI no entanto, a interacdo entre SLY e GAI requer o dominio GRAS de GAI, como
oposi¢ao ao dominio DELLA N-terminal regulatério (ZENTELLA et al, 2007). Esta envolvido com a
regulacdo dagerminacdo e dorméncia das sementes, diferenciacdo e expansdo das pétalas, entre outros
(DILL et al, 2004).

Xerico (12): XERICO € um provavel gene alvo de DELLA, e seus niveis transcritos foram
induzidos por DELLA e reprimido por GA. XERICO apresenta tolerancia a seca e fenétipo de

superexpressdo do gene em Arabidopsis (Ko et al., 2006).Esse fen6tipo € acompanhado por elevados
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niveis de ABA na planta e hipersensibilidade ao sal e ABA durante ao desenvolvimento da plantula

(ZENTELLA et al, 2007).

Giberelina 20-oxidase (13 e 14): é uma enzima que participa no processo de sintese das GAs e
catalisa todas as reacdes que envolvem as etapas sucessivas de oxidacdo do carbono 20 entre GAssz e
GA,, incluindo a remog¢ao do C-20 como CO, (PHILLIPS et al, 1995; XU et al. 1995; HEDDEN &
PHILLIPS, 2000).

Fator de transcricao homdlogo ao DRE binding factor 2 (15): sao proteinas de elemento de
ligacdo responsivas a desidratacdo, dehydration-responsive element-binding proteins (DRE), sdo
fatores de transcri¢do da familia AP2 e homdélogo a DREB2 (DRE binding factor 2). Esta subfamilia
de genes tem tido uma maior aten¢ao e tem sido muito estudada devido a sua participagdo em resposta
de plantas a estresses bidticos e abidticos (SUN et al, 2008).

ACC oxidase, ACC sintase , 2-oxiglutarato dependente de dioxigenase (16, 17 e 18): sdo
enzimas que participam nas etapas de biossintese do etileno (YANG & HOFFMAN, 1984).

Com base nas similaridades entre seqii€éncias de aminodcidos e entre as estruturas dos dominios
de ligacdo ao DNA e de multimerizacgao, os fatores de regulacdo da transcri¢ao podem ser classificados

em familias, caracterizadas por motivos conservados, entre as quais podemos citar:

Genes induzidos que codificam uma resposta relacionada a (ao):

Familia helix-loop-helix (HLH) (19): Proteina sem nenhum ortélogo descrito no banco de
dados do Sucast. Possui o dominio HLH que geralmente estd envolvido em ligacdes ao DNA. Fatores
de transcri¢ao pertencentes a essa familia, entre eles, as proteinas bHLH, sdo componentes regulatérios
importantes em muitas vias transcricionais relacionadas ao desenvolvimento de um organismo. Sao
fatores envolvidos em processos como proliferacao celular e diferenciacio (ATCHLEY & FITCH,

1997). Proteinas HLH sdo caracterizadas por possuirem 2 dominios altamente conservados, o de
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ligacdo ao DNA e o de interacdo com outras proteinas. O primeiro, composto principalmente por
residuos bdsicos, permite a ligacdo especifica a uma seqiiéncia de 6 nucleotideos conhecida como E-
box (CANNTG). O segundo motivo, formado principalmente por residuos hidrofébicos, é chamado de
dominio helix-loop-helix e permite interacdes entre proteinas e a formacao de homo e heterodimeros. O
motivo de dimerizacdo contém cerca de 50 aminodcidos e se dispde na forma de duas o-hélices
anfipdticas separadas por um loop de tamanho varidvel. Algumas proteinas conhecidas como bHLH
(basic helix-loop-helix) contém ainda um motivo de dimerizagdo do tipo ziper de leucinas,
caracterizado por hepta-repeticdes de residuos de leucina que ocorrem imediatamente apds o motivo
HLH, na por¢do C-terminal da proteina (FERREIRA, 2006).

Familia MYB (20): O dominio MYB foi originalmente descrito como o dominio de ligagdo ao
DNA do proto-oncogene MYB. Apresenta duas a trés copias de uma seqiiéncia repetitiva composta por
51 a 53 amino4cidos com trés residuos conservados de triptofano, intercalados por intervalos de 18-19
aminoécidos, formando assim uma estrutura hidrofébica. Algumas das fun¢des desempenhadas por
proteinas MYB sdo regulacdo do ciclo celular, proliferacdo e especificacdo celular KRANZ et al.,
1998; EULGEM et al., 2000; TOLEDO-ORTIZ et al., 2003). A familia do dominio MYB em milho
estdo envolvidos na regulacdo da biossintese de fenilpropandides (AVILA et al., 1993; MESHI &
IWABUCHI, 1995; FORNALE et al, 2006). Acredita-se que este gene atue diretamente na COMT
(caffeic acid O-methyl-transferase), uma enzima chave da biossintese de lignina, ji que sua
superexpressdo em milho e arabidopsis modulam negativamente tanto a COMT como genes chaves
relacionados com a biossintese de lignina (FORMALE et al., 2006).

Familia NAC (21 e 22): Esta familia é formada por proteinas especificas de plantas que
apresentam um dominio altamente conservado, definido como NAC. Este dominio foi nomeado com
base nas primeiras proteinas identificadas em Arabidopsis thaliana: NAM, ATAF1 e 2 e CUC2 (AIDA

et al., 1997). O dominio NAC pode ser subdividido em cinco subdominios (A a E). O dominio como
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um todo é rico em aminoécidos bdasicos (R, K e H), mas a distribuicdo dos residuos positivos e
negativos entre os dominios € desigual. Os subdominios C e D sdo ricos em aminoacidos bdsicos e
pobres em aminodcidos 4cidos, enquanto o subdominio B contém uma alta propor¢cdo de aminodcidos
acidos. Sinais de localizacao nuclear (NLS, de nuclear localization signal) putativos foram encontrados
nos subdominios C e D (KILUCHI et al., 2000). O dominio de ligagdo ao DNA esta localizado numa
regido de 60 aminodcidos localizada nos subdominios D e E (DUVAL et al., 2002). O dominio NAC
consiste numa estrutura (3-sheet antiparalela torcida, que se encontra com uma o-hélice N-terminal de
um lado e com uma hélice menor do outro lado. Esta estrutura sugere que o dominio NAC estd
envolvido na dimerizagdo destas proteinas, e a face do dimero rica em residuos positivos se liga ao
DNA (ERNST et al., 2004). Membros dessa familia podem estar envolvidos em diversos processos
celulares, tais como formacdo do meristema apical (SOUER et al., 1996), resposta a patégenos e
sinalizacdo para crescimento (XIE et al. 1999), senescéncia (JOHN et al. 1997; GUO et al., 2004),
desenvolvimento de flores, folhas, raizes e sementes (SABLOWSKI & MEYEROWITZ, 1998; XIE et
al., 2000; GE et al., 2004) e resposta a diferentes estresses (KILUCHI et al., 2000; COLLINGE &

BOLLER, 2001; TRAN et al. 2004).

Genes reprimidos que codificam uma resposta relacionada a (ao):

Familia MADS (23): Este nome é derivado das iniciais dos quatro membros inicialmente
identificados neste grupo (MCMI1 de levedura, envolvido na resposta a ferormonios, AGAMOUS de
Arabidopsis, e DEFA de Antirrhinum, envolvidos no desenvolvimento floral, ¢ SRF humano, fator de
regulacdo de genes expressos no inicio do desenvolvimento). O dominio MADS é composto por 56
aminodcidos, consistindo num par de o-hélices anti-paralelas que formam um coiled coil (estrutura
protéica muito estdvel na qual a-hélices sofrem torcdes helicoidais adicionais) e de uma estrutura

antiparalela B-sheet dupla fita, envolvida também em interacdes com outras proteinas acessorias
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(MESHI & IWABUCHI, 1995; LUSCOMBE et al, 2000). Os fatores MADS-box mais estudados sdo
aqueles envolvidos na determinacdo da identidade dos 6rgdos florais (COEN & MEYEROWITZ,
1991).

NAM (24): pertence a familia do dominio NAC. Similar a proteina YZ1 que estd em uma
regido de recombinagdo por hot spot, mas que ndo tem caracterizacdo funcional e molecular alguma
(YAO et al, 2001). Parece ter o dominio CBS que acredita-se estar envolvido em processos
regulatérios e como sensores de metabdlitos celulares. Em algumas plantas, foi visto sua
superexpressdo em condi¢des de estresse hidrico (comunicagdo oral).

HLH proteina b1 (25): Fator de transcri¢cdo similar a proteina R1 contendo o dominio HLH
que controla a expressdo tecido especifica de antocianina , € em colmos maduros, onde ocorre o
actimulo tanto de antocianina quanto de lignina (CONSONNI et al., 1991).

Familia Homeobox (26): o papel dessas proteinas esta relacionado ao controle da determinago
genética do desenvolvimento e diferenciacio celular (VOLBRECHT et al., 1991). E uma proteinas
similar a KNOTEDI1 (KN1) (GEHRING, 1994). A sequencia é amplamente conservada entre os
diversos genes home6ticos, conhecido como homedominio, e € composto por cerca de 60 aminoacidos
proximos a regido C-terminal, cuja estrutrua dimensional apresenta trés estruturas alfa-hélice
consecutivas, com a terceira interagindo principalmente com o sulco maior da dupla fita de DNA. O
dominio é composto por cerca de 50 aminoacidos, organizados numa estrutura globular que mantém a
habilidade de ligagdo ao DNA. As hélices 2 e 3 interagem formando uma estrutura do tipo helix-turn-
helix (MESHI & IWABUCHLI, 1995; LUSCOMBE et al, 2000).

WRKY1 (27): O fator de transcricao possui o0 dominio WRKYGQK geralmente encontrado na
familia de proteinas Zinc finger, que € um dos dominios mais encontrados entre as proteinas de ligacio
ao DNA, e elas podem desempenhar as mais diversas fun¢des. Uma grande variedade de fatores de

transcricdo contendo zinco foram descritas, nas quais um ou mais fons zinco estabilizam a estrutura
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tercidria do motivo. O cldssico motivo zinc-finger € caracterizado por dois residuos conservados de
cisteina e dois residuos conservados de histidina que ligam-se a um ion zinco, formando um tetraedro.
A porcdo finger é composta por cerca de 30 aminoicidos que compreendem duas estruturas
antiparalelas B-sheet e uma estrutura em o-hélice. Essas proteinas estdo envolvidas em estresse,

desenvolvimento, senescéncia e biossintese de metabodlitos secunddrios, a proteina pode ser induzida

por MeJA e 4cido salicilico (MESHI & IWABUCHI, 1995; LUSCOMBE et al, 2000).

Nuclease 1(28): A senescéncia das plantas € um processo altamente regulado que é coordenado
por mudangas na estrutura celular e no metabolismo das células para entdo ocorrer a expressao de um
determinado gene (GAN & AMASINO, 1997). Num evento precoce durante a senescéncia ocorre o
colapso do cloroplastos, com a posterior degradagdo da clorofila e proteinas. Apds a ruptura de células,
o RNA ¢ degradado e o DNA é fragmentado e eventualmente degradado também (ORZAEZ &
GRANNEL, 1997). Um dos grupos de genes potencialmente envolvidos no processo de senescéncia € a
enzima nuclease I. Junto com outras enzimas hidroliticas, nucleases podem fornecer produtos de
degradacdao do RNA e DNA para serem usados em outras partes da planta, como parte do mecanismo
de nutrientes que ocorre na planta apds a morte de células BLEECKER, 1998). No entanto, e apesar de
varios estudos sobre a expressdo genética que ocorre durante a inicio da senescéncia (Lohman et al.,
1994; Oh et al., 1996; Buchanan- Wollaston, 1997; Gan & Amasino, 1997; Weaver et al., 1998), os
genes que codificam a resposta a senescéncia, induzida por nucleases ndo foram identificados. Todos
0s organismos vivos contém enzimas responsaveis pela degradacao da fita simples de dcidos nucléicos,
incluindo a proteina nuclease I (EC 3.1.30.1) (GITE & SHANKAR, 1995). As enzimas nucleases sao
glicoproteinas extracelulares estdveis ao calor que degradam o RNA e o DNA tnico agindo como
endonucleases. Elas preferem pontes adjacentes a adenina e produzem oligo 69-fosforil e

monucleotideos. Diversas caracteristicas bioquimicas definem essa familia de enzimas: elas possuem
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uma massa molecular entre 31 e 42 KD, e sdo altamente sensiveis ao EDTA, tem um pH 6timo 4cido, e

precisam de Zn 2+ para serem ativadas e para sua estabilidade (Fraser & Low, 1993).

Motivo de reconhecimento de RNA(29): Muitas proteinas de ligacdo de RNA do ntcleo e do
citoplasma, incluindo pré-mRNA (precursosres de mRNA), snRNA e proteinas de ligacdo de pré-tRNA
(precursores de t-RNA) (DREYFUSS et al, 1988), contém um ou mais exemplares do dominio de
ligacdo-RNA com aproximadamente 90 aminoécidos e o motivo mais altamente conservado (ADAM et
al, 1986; SWANSON et al, 1987). A maioria dos motivos conservados sdo um octapeptideo,
terminado com uma ribonucleoproteina com uma seqiiéncia consenso (RNP-CSI), que a principal
caracteristica desse grupo de proteinas (BANDIZIULLIS et al, 1989), e esse consenso tem uma alta

similaridade com fatores de transcricio (BANDIZIULLIS et al, 1989).

Genes reprimidos que codificam uma resposta relacionada a (ao):

Proteina de reparo/tolerancia do DNA (DRT102) (30): para resistir a radiacdo de luz UV, as
plantas utilizam a DRT 102 como mecanismos de blindagem. Atualmente se conhece muito pouco
tanto da estrutura quanto dos mecanismos de acdo da DRT. Mutantes desses genes foram totalmente
vulnerdveis a radiacdo UV de leve intensidade e teve danos a estrutura do seu DNA . Foram
identificados 4 genes (DRT 100, DRT 101, DRT 102 e DRT 103) e sendo que os 2 primeiros eram
especificos para danos de luz UV, e ambas as estruturas ndo mostram nenhuma homologia de
aminoécidos com qualquer proteina de reparo de DNA conhecida. A sequéncia de codificagcdo N-
terminal da DRT 100 e 101, sugere que sdo alvos de cloroplasto. A DRT103 tem uma semelhanca
consistente com uma enzima ativada por luz, mas sua sequéncia ndo se assemelha a nenhuma fotoliase

conhecida (PANG, 1993). Em ambos os tratamentos o gene que codifica essa enzima foi reprimido.
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Ribonuclease T2 (31): Existem trés familias dentro do grupo de ribonucleases: RNase A,
RNase T1 e RNase T2, com base na similaridade da sequéncia de aminodcidos e especificidade do
substrato (STEYAERT, 1997; Del CARDAYRE, 1994). Os dois primeiros grupos, tem uma alta
especificidade com o substrato, jd as RNases do grupo T2 ndo sdo tdo especificas. Elas apresentam
aproximadamente 190 aminodcidos com uma massa molecular de 21 Da (KIMURA et al, 2004). Sua
sequéncia de aminodcidos lhe confere muita estabilidade contra a¢do de enzimas proteoliticas

(KIMURA et al, 2004).

Histona (32): A principal fun¢do das proteinas histonas é a compactacdo e organiza¢do dos
cromossomos, o empacotamento do DNA. As histonas podem formar dimeros e as que formam
dimeros (H2A e H2B, H3 e H4) apresentam padrdes filogenéticos similares e parecem co-evoluir. H3 e
H4 sdo muito mais conservadas que H2A e H2B, provavelmente porque elas formam um tetramero.
Esses dimeros formam a particula nucleossomal (KOMBER & THOMAS, 1974), que representa a
primeira ordem de compactacao do DNA. A ligacdo das histonas H1 e H5 desempenham um papel na
estabilidade e formac¢do de uma estrutura cromatinica maior (NOLL & KOMBERG, 1977). As
histonas exibem um alto grau de conservacdo na sua sequéncia primdria. Essas enzimas sio

principalmente envolvidas com a interacao proteina-proteina e proteina-DNA.

Fenilalanina amonia-liase - PAL (33): enzima chave que atua na formacao dos precursores de
varios fenilpropanoides, que sdo compostos secundédrios que participam da composi¢do de
componentes importantes como hemiceluloses, ligninas, flavondides e cumarinas (RAZAL et al, 1996;
van HEERDEN et al, 1996; SINGH et al, 1998; TOWERS et al, 1998).

Xiloglucano endotransglicosilase (XET) (34 e 35): A enzima xiloglucano endotransglicosilase
(XET) — EXGT ou EXT, pertence a familia génica XTH (xiloglucano endotransglicosilase/hidrolase).

De acordo com o modelo de McQueen-Mason (1996) e Cosgrove (1997b), a estrutura priméria da

198



parede celular consiste em trés polimeros: a celulose, hemicelulose (xiloglucano), a pectina e as
proteinas estruturais. E € considerado que mudancas estruturais nessa rede sdo reguladas por
modificacdes enzimdticas, dessa forma, enzimas que modificam a parede podem participar de
importantes fungdes na regulacdo da plasticidade da parede celular, e a XET catalisa a transferéncia de
um segmento da molécula de xiloglucano (doador) para outra molécula de xiloglucano (receptor),
mediando a reestruturacao molecular entre os polissacarideos durante a morfogénese da parede celular
(Fry et al. 1992; Okazawa et al. 1993; (Carpita and McCann, 2000; Darley et al. 2001; Steele et al.
2001; Vissenberg et al. 2001; Suda & Giorgini 2003; Cosgrove 2005; Saura-Valls et al. 2006). Os
estudos associados a XET mostram a atividade e ou padrdo de expressdao sob diferentes condi¢cdes
fisiolégicas em diversas espécies. Sua atividade € associada a multiplos processos relacionados ao
crescimento, rdpida expansdo celular, maturacdo de frutos além da mobilizacido de reservas durante a
geminagdo (Pritchard et al. 1993; Zurek & Clouse 1994; Nishitani 1995; Smith et al. 1996;
Antosiewicz et al. 1997; Oh et al. 1998; Akamatsu et al. 1999; Uozu et al. 2000; Busato et al. 2001;
Ishimaru & Kobayashi 2002). Portanto, a XET pode ter um importante papel onde ocorre uma lise
parcial da parede celular durante amadurecimento do fruto, zona de abscisdo, durante a mobilizacao de
reserva do xiloglucano e apds a germinagdo, na separacdo celular apds a mitose e na formacgao de placas
crivadas para a condugcdo da seiva durante o desenvolvimento de células do xilema e floema,
respectivamente (Fry et al. 1992).

Celulose sintase (36 e 38): ¢ a enzima que catalisa a sintese de D-glucanos individuais com
ligagdes B (1-4), que formam a microfibrila de celulose, elas pertencem a familia das
glicosiltransferases (CAMPBELL et al, 1997, RICHMOND, 2000; RICHMOND & SOMERVILLE,
2000). A celulose, um agregado de polimeros ramificados de liga¢des B-1,4 ligados a residuos de
glucose, sendo sintetizada por todas as plantas. Esta localizada na membrana plasmatica. Corretamente

designada como 'celulose sintase” de subunidade catalitica, (CesA), as proteinas CesA sdo expressas

199



em todos os tecidos e tipos celulares da planta (RICHMOND, 2000). Varios membros dessa familia
apresentam entre 985 e 1088 aminoacidos e a identidade de sua sequencia pode variar entre 53 e 98%
(RICHMOND, 2000; RICHMOND & SOMERVILLE, 2000). O mecanismo de ac¢do da celulose
sintase para a sintese da cadeia beta glucano 1-4 ainda ndo € conhecido, e ndo se sabe como as cadeias
de celulose sdo sintetizadas pela adi¢do de acucares simples ou dissacarideos (RICHMOND, 2000), no
entanto acredita-se que a UDP-glucose seja seu subtrato assim como acontece com as bactérias (PEAR
et al, 1996). Em plantas jovens de algoddo, a CesAl foram diferencialmente expressos no
desenvolvimento de fibras de algodao na sintese da parede secundaria (PEAR et al, 1996).

Expansinas (37, 39 e 40): a o-e f-expansinas, parecem estar envolvidas na regulacdo, além da
expansdo de células, uma variedade de processos de plantas, incluindo a morfogénese, amolecimento
de frutos e o crescimento do tubo polinico de gramineas através do estigma e estilo (LIE et al, 1993;
KELLER & COSGROVE, 1995; WU et al, 1996; CHO & KENDE, 1997a, 1997b; LINK &
COSGROVE, 1998; CIVELLO et al, 1999; ROSE et al, 2000; LEE et al, 2001) . As B-expansinas sao
enzimas mais numerosas ¢ mais abundantes em monocotiledoneas (LEE et al, 2001; WU et al, 2001)
enquanto que as o-expansinas sdo mais encontradas em eudicotiledoneas, o que difere as alfa das beta,
€ que no primeiro caso as proteinas apresentam residuos Cys, enquanto que nas o-expansinas falta
cisteina na sua estrutura. Em andlise da estrutura dos exons e introns parece que as o e -expansinas
estdo envolvidas com um ancestral comum. Entre as alfa e beta expansinas a similaridade entre os
aminodcidos chega a 20% e apresentam tamanho similares e motivos conservados e atuam de forma
similar (Cosgrove et al., 1997). Essas proteinas sdo altamente conservadas em todos 0s grupos vegetais,
mostrando que a funcdo da proteina é importante dentro do grupo dos vegetais para o desenvolvimento
e fisiologia (SHCHERBAN et al, 1995). Uma grande quantidade de P-expansinas € encontrada na
matriz de polissacarideos e proteina estruturais das gramineas (LEE et al, 2001; WU et al, 2001).

Suspeita-se que essas proteinas atuem em componentes da parede celular, como nas ligacdes beta
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1,3:1,4 do B-glucano ou nos glucoranoarabinoxilanos (GAX) de espécies de gramineas. Acredita-se
que elas atuem como uma espécie de “graxa quimica”, permitindo que os polimeros deslizem um sobre
0s outros, esse processo ndo € de degradacdo e, portanto, nao enfraquece a parede, que poderiam causar
ruptura sob pressdo interna durante o crescimento (LEE et al, 2001; WU et al, 2001). Expansinas
parecem afrouxar a parede através de um mecanismo incomum nao hidrolitico que perturba a aderéncia
ndo covalente de polissacarideos da parede para uma matriz ou para microfibrilas de celulose, que
retira a sua forca mecanica a partir de ligacdes de hidrogénio entre as fibrilas de celulose
(COSGROVE, 1993a; COSGROVE, 1999). Expansinas sdo genes diferencialmente regulados por
sinais ambientais e hormonais, e elementos de regulacdo hormonal t€ém sido encontrados em suas
regides de promotor (LEE et al, 2001).

As UDP-glucose desidrogenases (UDGH) (41): sdo um pequeno grupo de enzimas que possui
a capacidade de catalisar a oxidacdo da NAD-2 dependente de um dalcool para um &cido, sem a
necessidade de um aldeido intermedidrio: UDP-glicose + 2 NAD (+) + H (2) O = UDP-glucuronate +
2 NADH. As enzimas t€ém uma ampla gama de funcdes. Em plantas UDP-glicose desidrogenase, € uma
enzima importante na sintese de hemicelulose e pectina, que sdo os componentes da parede celular
recém-formado. Em Polpulus o gene foi expresso predominantemente na diferenciacdo do xilema e
folhas jovens, com pouca expressdo na zona do floema do caule. Nas folhas, a expressao foi dimuida
por suprimento de curto prazo com sacarose, sorbitol e polietilenoglicol, e este efeito foi, de certa
forma semelhante por exposicdo a luz (JOHANSSON et al, 2002). Acredita-se que Ugdh € regulado
por uma via osmética dependente, possivelmente relacionado com a disponibilidade de de precursores
de carboidratos osmoticamente ativos para UDP-glucose, um substrato da UGDH (JOHANSSON et al,
2002). A UDP-glucose foi fortemente induzida por sacarose e sorbitol, o suprimento de sacarose tem

um aparente efeito no contetido da proteina, sugerindo que a UDP-glucose desidrogenase é regulada
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tanto a niveis pos-transcrionais como transducinais, 0 mesmo mecanismo de controle foi observado em

Arabidopsis (SOKOLOV et al, 1998; DEJARDIN et al,1999).

Complexo LHC (light-harvesting complex) (42, 43 e 47): esse complexo € composto de
clorofila A e B (complexo antena) e a proteina de liga¢do destas clorofilas (PAULSEN, 1995; GREEN
& DURNFORD, 1996). O complexo funciona como um receptor de luz que capta e distribui a energia
de excitacdo para os fotossistemas I e II, com o qual estd intimamente associado (LI et al, 2004). Em
condi¢des de mudanca de luz, a fotofosforilagdo da proteina que liga a clorofila AB é um processo
reversivel, que permite equilibrar a energia de excita¢do entre os dois fotossistemas, por que embora
eles operem em série, eles estdo localizados em distintas regides da membrana do tilacéide, possuem
diferentes propriedades de absorcdo da luz (ANDERSON, 1999). O N-terminal da proteina de liga¢do
da clorofila AB se estende até o estroma onde estd envolvido com a adesdo das membranas granais e é
foto-regulada por fosforilacdo reversivel por seus residuos treonina. Acredita-se que ambos os
processos sirvam para mediar a distribuicdo da energia de excitagdo entre os fotossistemas I e II
(ALEN, 1992; ARO & OHAD, 2003). Esta familia também inclui a proteina do fotossistema II Psbs,
que desempenha um papel no queima (uso) da energia dependente que aumenta a dissipacdo térmica
devido ao excesso de energia de luz absorvida no fotossistema (DEMMING-ADAMS, 1990; FRANK

et al, 1994; MA et al, 2003; LI et al, 2004).

Fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPC) (44): A PEPC, é uma enzima encontrada em todos os
vegetais e ela catalisa a formacdo do oxalacetato a partir do fosfoenolpiruvato (PEP) e um ion
hidrocarboneto, usando MG2+ ou Mn2+ como cofator (O’LEARY, 1982; ANDREO et al, 1987,
GONZALEZ et al, 1989; LEPINIEC et al, 1994; CHOLLET et al, 1996). Esta reacdo é aproveitada
pelas plantas C4 para capturar e concentrar o diéxido de carbono nas células da bainha do feixe

vascular (LATZO & KELLY, 1983). PEPC também desempenha um papel abastecendo oxaloacetato
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no ciclo TCA, que requer a participacdo continua de moléculas de C4, a fim de reabastecer os
intermedidrios removidos para a biossintese de aminoécidos. O C terminal da enzima contém o sitio
ativo que inclui um residuo de lisina conservada, envolvidas em substrato de ligacdo, e outros residuos
conservados importantes para o mecanismo catalitico (CHOLLET et al, 1996, VIDAL & CHOLLET,
1997; NIMMO, 2000). Proteinas-quinase podem ter envolvimento no processo de regulacdo da PEPC
(VIDAL & CHOLLET, 1997; NIMMO, 2000; TAYBI et al, 2000; TSUSCHIDA et al, 2001; SAZE et

al, 2001).

Piruvato ortofosfato dikinase (PPDK)(45): a enzima catalisa a reacdo: ATP + piruvato +
fosfato <=> AMP + fosfoenolpiruvato + difosfato, e € uma enzima chave na fotossintese das plantas
que utilizam a via fotossintética C4 para a fixacdo do CO, (HATCH & SLACK, 1968; SUGIYAMA,
1973). O gene C4-PPDK no milho € constituido por 19 exons que mede cerca de 12 kbp. O gene é
transcrito a partir de dois diferentes sitios de iniciagdo sob o controle de dois promotores para produzir
dois mRNAs de diferentes tamanhos. O maior contém uma sequéncia de exon 1 que codifica o
peptideo de transito no cloroplasto e esse produto age como C4-PPDK no cloroplasto, enquanto que o
menor nao contém a seqiiéncia e seu produto pode funcionar como uma enzima C; no citosol
(MATSUOKA, 1995). Este sistema de promotor duplo incomum nao € exclusivo para o milho (C4)
essa organizacdo também € observada no arroz (planta Cs). Assim, o sistema de dois-promotores ¢é
comum aos genes PPDK de de plantas C; e C4, mono e dicotiledoneas (MATSUOKA, 1995).

Triose fosfato isomerase (TIM) (46): € a enzima glicolitica que catalisa a interconversao
reversivel de gliceraldeido 3-fosfato e dihidroxiacetona (LOLIS et al, 1990 ). TIM tem um papel
importante em varias vias metabélicas e € essencial para uma eficiente producdo de energia. A TIM é
um dimero de subunidades idénticas, cada uma delas é composta de cerca de 250 residuos de
aminoacidos (KNOWLES, 1991; JOGL et al, 2003). Um residuo de 4dcido glutamico estd envolvido no

mecanismo catalitico. A estrutura terciaria da TIM tem oito beta / alfa motivos dobrados em uma
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estrutura de barril. O barril TIM prega ocorre ubiquamente e € encontrado em intimeras outras enzimas
que podem estar envolvidos no metabolismo energético, metabolismo da macromolécula, ou
metabolismo molécula pequena (NAGANO et al, 2002). A seqiiéncia de todo o residuo sitio ativo €
perfeitamente conservada em todas as TIM. Muitos dos substratos/co-fatores incluem uma molécula de

fosfato, que é geralmente, mas nem sempre ligado com o C-terminal da seqiiéncia.

Genes reprimidos que codificam uma resposta relacionada a (ao):

Aconitase hidratase ( 48): ¢ uma proteina ferro-enxofre que contém uma 4Fe [-4S] e catalisa
a interconversdo de citrato e isocitrato via intermedidro cis-aconitato. Possui fungdes tanto no TCA
(ciclo do 4cido tricarbolixico) quanto no ciclo do glioxilato, porém ao contririo da maioria das
proteinas ferro-enxofre, que funcionam como transportadores de elétrons, o 4Fe [-4S] reage
diretamente com um substrato da enzima (JEFFERY, 1999; SRIRAM et al, 2005). Em eucariontes ha
uma forma citosélica (cacn) e uma forma mitocondrial (MACN) da enzima.
* MACN eucaridtico catalisa a segunda etapa do ciclo do TCA mitocondrial, que é importante para a
producdo de energia, fornecendo elétrons de alta energia na forma de NADH e FADH?2 para a via de
fosforilagdo oxidativa mitocondrial. O ciclo do TCA também fornece precursores para producdo de
aminodcidos. Esta enzima tem um papel essencial na manutengdo do DNA mitocondrial (mtDNA):
MACN age para estabilizar o mtDNA, formando parte do complexo de proteina do DNA mitocondrial,
conhecidas como nucleoides. MACN € usado como um modelo reversivel que pode influenciar
diretamente a expressdo do gene mitocondrial, em resposta as mudancas no ambiente celular. Portanto,
MACN pode influenciar a expressdo de componentes da via de fosforilagdo oxidativa codificada no
DNA mitocondrial.
* enzima cacn eucaridtica equilibra a quantidade de citrato e isocitrato no citoplasma, que por sua vez

cria um equilibrio entre a quantidade de NADPH gerados pela isocitrato desidrogenase com uma
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quantidade de acetil-CoA gerado pelo citrato a partir do citrato liase. A forma enzimética de cacn
predomina quando os niveis de ferro sdo normais, mas se cair o suficiente para causar a desmontagem
do [4FE-4S], entdo cacn sofre uma mudanga conformacional de uma enzima compacto para um L mais
aberta em forma de proteina conhecido como proteinas reguladoras de ferro 1 (IRP1; ou IRE-binding
protein 1, IREBP1). IRP1 funcdes na regulacdo pds-transcricional de genes envolvidos no metabolismo
do ferro - que se liga ao ferro (IRE), que incluem L ferritina e subunidades H (armazenamento de
ferro), transferrina (chaperone plasma de ferro), receptor de transferrina (captacao de ferro em células),
ferroportin exportador de ferro, MACN, succinato desidrogenase, erythroid sintetase do &cido
aminolevulinico (biossintese tetrapirrol) , entre outros.

Anidrase carbonica (CA) (49): ¢ uma enzima que catalisa a conversdo reversivel do diéxido

de carbono e dgua em d4cido carbdénico (CO2+ H20<-->HCO3(-)+H+). Essa reagcdo ocorreria

naturalmente na dgua, mas tdo devagar que seria incompativel com as trocas de gases que ocorrem
constantemente para a manutencao da vida. A enzima anidrase carbdnica acelera essa reac¢do a uma
taxa de 10* a 10° reacdes por segundo (Kanai and Edwards, 1999). A CA estd restrita a tecidos verdes
em plantas e seu papel tem sido associado a fotossintese (CHEN et al, 1970; EVERSON et al, 1968;
EVERSON, 1970; GRAHAM et al, 1971; GRAHAM & REED, 1971). Em plantas as CA ainda nao
foram totalmente elucidades, mas parece existir dois grupos: um que esta presente somente em
dicotileddneas e outro somente nas monocotiledoneas, e ambos os casos parece haver duas isoenzimas
para cada grupo. Ela possui em sua estrutra 4&tomo de zinco por subunidade (KONDO et al, 1952;
ROSSI et al, 1969). Acredita-se que hd dois locais de CA nos cloroplastos: sendo um dentro do
plastideo e outro sobre a superficie. Acredita-se que ha necessidade de catalisar a interconversdao de
CO2 e HCO nos dois locais durante a fixac¢do do CO2 no processo de fotossintese (Kanai and
Edwards, 1999; COUSINS et al, 2006). Acredita-se que a CA e a PEPC tenham um importante papela

na refixag@o do di6éxido de carbono, gerando malato para ajudar na biossintese de aminodcidos e dcidos
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graxos. Em trigo, as CA foram encontradas nos cloroplastos e citoplasma das células do mesofilo,
além dos vasos de xilema, mas em geral elas estdo presentes em varios 6rgaos e tecidos das plantas.
Subunidade de centro de reacao do fotossistema I, subunidade N (PSI-N) (50): esta familia
contém varios proteinas da subunidade N do centro de reacdo do fotossistema I (PSI-N) proteinas
(Scheller et al., 1997. A proteina ndo tem funcdo conhecida, embora seja localizada no limen dos
tilacéides. PSI-N € uma pequena subunidade extrinsica que fica ao lado e € muito provavel envolvidos
no suporte a plastocianina. Em plantas superiores, o complexo PSI é composto por pelo menos 17
subunidades diferentes, LHC I. Os componentes de transferéncia de elétrons do PSI sdo os centro de
centro de reacdo P700 (uma clorofila), o aceptor primario A0 (uma molécula de Chl a), do aceptor
secunddrio Al (uma molécula de filoquinona), e os [Fe 4 S-4] centros de ferro-enxofre FX, FB e FA
(Scheller et al., 1997; Schubert et al., 1997). P700 estd ligado a dois grandes centro de reacdo
polipeptidicos PSI-A e PSI-B, perto da lado da membrana tilacéide, e €, portanto, acessivel a
Plastocianina, o doador de elétron secunddrio que estd localizado no limen do tilacéide. A
plastocianina funciona como um transportador de elétrons, que € reduzido pela citocromo f no
complexo do cytochromeb6f e oxidado pelo P700, mediando assim a transferéncia de elétrons entre o
PSII eo PSI. Todos os componentes de transferéncia de elétrons ea maioria se nao todos pigmentos em
PSI sdo vinculados aos trés subunidades PSI-A, B e C (Schubert et al., 1997). A seqiiéncia completa do
PSI-N foi primeiramente relatada em cevada (Knoetzel and Simpson, 1993) e foi posteriormente em
varias outras espécies de plantas superiores incluindo a A. thaliana (Sehnke and Ferl, 1995). O PSI-N
pode ser dissociado do complexo PSI, concluindo-se estar localizado externamente ao complexo (He
and Malkin, 1992; (Jansson et al., 1996). Ele foi encontrado somente em PSI que também contém
LHC I, portanto, embora PSI-N ndo parega ser uma proteina clorofila que poderia ser uma componente

do LHC que em vez de PSI ou poderia ser um ligador proteina de ligacdo LHC I e PSI. As
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investigacdes mostraram que na dissociacdo quimica do PSI-N do complexo PSI nao houve qualquer
envolvimento da subunidade no transporte de elétrons (He and Malkin, 1992).

Ferredoxinas (51): sdo uma familia de proteinas transportadoras de elétrons com um cofator
de ferro-enxofre que atuam em uma variedade de reacdes metabodlicas. Ferredoxinas podem ser
divididas em vdrios subgrupos, dependendo da natureza fisiolégica do cluster ferro-enxofre e de acordo
com a semelhanca da seqiiéncia. Os membros representantes da familia 2Fe-2S ferredoxina que t€ém
uma estrutura geral do nucleo constituido de beta (2)-alfa-beta (2), que inclui as putidaredoxina,
terpredoxina e adrenodoxina (MO et al, 1999; ARMENGAUD et al, 2001BEILKE et al, 2002;
SEVRIOUKAVA, 2005). Eles sdo proteinas com cerca de cem aminodcidos com quatro residuos de
cisteina conservados para que o cluster 2Fe-2S cluster esteja ligado. Esta regido conservada também é
encontrada em varios dominios de enzimas metabdlicas e proteinas de multidominios, tais como (N-
terminal) da aldeido  oxidorredutase, N-terminal) da xantina oxidase, (C-terminal)da ftalato
dioxigenase redutase, (N-terminal) da succinato desidrogenase ferro-enxofre e da (N-terminal)
redutase monooxygenase metano.

Frutose bifosfato aldolase (52): A frutose bifosfato aldolase, ¢ uma enzima glicolitica que
catalisa a clivagem reversivel da beta-frutose 1,6-bifosfato em fosfato diidroxicetona e gliceraldeido 3-
fosfato (PERTHAM, 1990; MARSH & LEBHERZ, 1992), que esta envolvida com a via da
glicdlise/neoglicogénese e via das pentoses. Em plantas elas apresentam duas isoformas, chamadas de
frutose bifosfato aldolase do cloroplasto e do citosol (Lebherz et al. 1984). A frutose do cloroplasto é
uma enzima essencial para o ciclo de Calvin, em que os produtos gerados pela sua atividade participam
da via de biossintese do amido (Sonnewald et al. 1994), enquanto que a do citosol participa da via de
biossintese de sacarose. No entanto a frutose bifosfato aldolase do citosol, também é uma enzima
chave na via glicolitica e da neoglicogénese tanto em tecidos fonte quanto nos tecidos dreno (Barry et

al. 1998; Gross et al. 1999).
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Beta-D-glucosidase (53, 54 e 66): sdo os principais membros da familia GH1 e GH3 da
glicosil hidrolase, e sdo responsdveis pela hidrélise dos residuos beta-Glc na regido terminal nao-
redutora, nos oligossacarideos, polissacarideos ou gluco-conjugados. Em plantas as beta-glucosidases
estdo envolvidas em vdrias funcgdes, incluindo lignificagdo (Dharmawardhana et al., 1995), regulacio
da atividade bioldgica das citocininas (Brzobohaty” et al., 1993; Falk and Rask, 1995; Haberer and
Kieber, 2002), controle da biossintes de dcido indol acético (Ljung et al., 2001; Persans et al., 2001),
defesa contra patdégeno e herbivoria (Niemeyer, 1988; Sicker et al., 2000; Zagrobelny et al., 2004).
Alguns produtos secundérios em plantas ocorrem a partir da glu-conjugacdo com uma ou duas
moléculas de glucose, unidades estas que sdo agregadas a partir da acdo da enzima do grupo glicosil
hidrolase, formando dimeros, oligdbmero entre outros. Um sistema de classificacdo das glicosil
hidrolases, com base na similaridade da seqiiéncia, levou a definicdo de 29 familias diferentes em
plantas (que podem ser visualizadas em http://afmb. cnrs-mrs.fr/CAZY/).

Proteinas quinases (PKs) ( 55, 56, 57, 58, 59, 67, 68, 69, 70, 71, 72,73): As proteinas
quinases constituem uma familia de grande importancia e sdo uma das maiores familias génicas
(representam 4% de todos os genes em A. thaliana) (Chevalier e Walker, 2004). Recentemente novos
membros da familia quinase tem sido descobertos. Elas sdo definidas como enzimas que transferem um
grupo fosfato de um doador fosfato (geralmente ATP) para um aminoacido receptor em um substrato
protéico, que é fundamental para as células e muitos componentes de cascatas de sinalizacdo celular
sdo regulados mediante reacdes de fosforilacao/desfosforilacdo, que ocorrem através delas, o processo
inverso e catalisado pela proteina fosfofosfatase (Yanhui et al. 2006). Foram comparadas estruturas de
quinases inativas com as quinases ativas, e foi visto que ocorrem alteragdes estruturais em VArios
elementos do nucleo quinase catalitico, o que sugere o envolvimento dele no controle da atividade da
enzima. As PKs caem em trés classes, caracterizadas com relagdo a especificidade do substrato : Pk

serina/treonina, Pk tirosina-quinases e dupla PKs especifica (por exemplo, MEK - fosforila tanto Thr e
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Tyr em proteinas-alvo) (Rocha et al., 2007). AS proteinas Mitogen-ativadas (MAPK)(58): fazem parte
da familia das proteinas quinsases, e sdo conhecidas como serina-treonina eucariftica mitogen-
activated protein (MAP) quinases. Sao reguladores essenciais dos sistemas de transdu¢do de sinal
celular e sdo conservados de S.cerevisiae aos seres humanos (WIDMANN et al, 1999; LIGTERNIK &
HIRT, 2001; JONAK et al, 2002; JOHNSON & LAPADAT, 2002; ; KIR, 2002) . Vias de sinaliza¢do
de MAPK sdo cascatas diferencialmente regulados por fatores de crescimento, mitégenos, hormonios e
estresse que mediam o crescimento celular, diferenciacdo e sobrevivéncia. A atividade MAPK ¢é
regulada através de um (normalmente) ou de trés reacdes em cascata composto de um MAPK, um
MAPK quinase (MAPKK) e MAPK quinase quinase (MAPKK). Substratos para as MAPKs incluem
outras quinases e fatores de transcri¢do. A via de MAPK em vegetais tem atraido muitos estudos, uma
vez que elas participam de importantes fungdes na sinalizacdo de hormonios e processo de
desenvolvimento (WIDMANN et al, 1999; LIGTERNIK & HIRT, 2001; JONAK et al, 2002;
JOHNSON & LAPADAT, 2002; ; KIR, 2002) e recentemente também relataram sua atividade na

presenca de acticares (Roitsch et al, 2003).

Genes reprimidos que codificam uma resposta relacionada a (ao):

Invertase da parede celular (60): As invertases compreendem uma familia multigénica que
inclui duas subfamilias; a das invertases dcidas e das invertases neutras/alcalinas (Tymowska-Lalanne
& Kreis 1998; Vargas et al. 2003). As enzimas estdo envolvidas em processos catabdlicos da sacarose e
a hidrélise ocorre de forma irreversivel liberando hexoses (frutose e glucose) (Weber et al. 1995;
Kingston-Smith et al. 1999).

As invertases podem ser distinguidas de acordo com suas propriedades bioquimicas, localizacao
subcelular, ponto isoelétrico e pH 6timo (Gallagher et al. 2004). As dcidas possuem um pH 6timo dcido

e podem ser divididas em duas classes: insoltvel ligada a parede celular e solivel localizada no limen
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do vacuolo. Ambas sdo normalmente encontradas nos 6rgaos imaturos das plantas (Lee & Sturm 1996;
Gallagher et al. 2004). As invertases neutra/alcalinas tém um pH 6timo neutro ou alcalino, estdo
localizadas no citoplasma e normalmente sdo encontradas nos tecidos maduros das plantas (Copeland
1990; Lee & Sturm 1996). Também existem estudos que revelam que essas invertases ja foram
observadas nas mitocondrias (Ji et al. 2005). De acordo com estudos em diferentes espécies a atividade
das invertases de uma forma geral pode ser controlada por fatores como a presenca de hormonios, fluxo
de carbono e presenca de luz e suas fun¢des podem ser atribuidos a diversos processos de expansao
celular e desenvolvimento em vdrias plantas analisadas, conforme discutido por vérios autores
(Sonnewald et al. 1997; Sturm & Tang 1999; Koch & Zeng 2002; Bate et al. 2004; Schweinichen &
Buttner, 2005). Sturm (1999) relata que as invertases regulam a entrada de sacarose em diferentes vias
de utilizagdo. Os agucares nas plantas também regulam a expressdo génica e talvez as invertases
estejam indiretamente envolvidas no controle da diferenciagdo celular durante o desenvolvimento da
plantula (Koch 1996; Sturm 1999).

Sacarose sintase (61 e 62): A sacarose sintase compreende uma familia multigénica. A enzima
cliva a sacarose em presenca de UDP para UDP-glucose e frutose (Baud et al. 2004). Sua atividade é
atribuida a multiplos processos fisioldgicos como a fixacdo de nitrogénio, sintese de polissacarideos,
sintese e regulacdo do transporte da sacarose pelo floema, armazenamento de carbono, além de ser
associados ao desenvolvimento, amadurecimento de frutos e responder a diferentes tipos de estresse
(Huber & Akazawa 1986; Doehlert 1990; Geigenberger et al. 1993; Martin et al. 1993; Nolte & Koch
1993; Wang et al. 1993; Sung et al. 1994; Amor et al. 1995; Zrenner et al. 1995; Chourey et al. 1998;
Ricard et al. 1998; Buckeridge et al. 1999; Gordon et al. 1999; Haigler et al. 2001; Albrecht &
Mustroph 2003; Yang et al. 2004). Contudo, € dificil estabelecer uma relagcdo funcional da enzima, por
ela ser encontrada em diversos 6rgdos, tecidos e regides subcelulares na planta (Wang et al. 1999).

Acredita-se na existéncia de isoformas, uma livre no citosol e outra associada ao complexo de sintese
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de polissacarideos na membrana plasmatica (Buckeridge et al. 1999, Barrat et al. 2001). A forma
citosdlica estaria relacionada com o suprimento de produtos do metabolismo da sacarose para o
metabolismo geral, enquanto a forma de membrana estaria relacionada com o suprimento de UDP-Glc
diretamente para a sintese de polissacarideos como celulose e os B-glucanos (Amor et al. 1995; Carlson
& Chourey 1996; Buckeridge et al. 1999). De qualquer forma, o mecanismo de particdo de sacarose
entre o citosol e a membrana plasmética € desconhecido (Barrat et al. 2001).

Estudos revelam que sua atividade pode ser controlada por invertase e ou sacarose sintase em
processos transitorios durante o desenvolvimento de plantas adultas e jovens determinando o papel
bioquimico da fonte e do dreno em algumas espécies (Sun et al. 1992; Heim et al. 1993; Kingston-
Smith et al. 1999; Wobus & Weber 1999; Borisjuk et al. 2002, 2003; Gardiner et al. 2003; Ruan et al.
2003; Salnikov et al. 2003; Weschke et al. 2003; Schaffer et al. 2004; Yang et al. 2004).

Sacarose sintase fosfato (63): a sacarose sintase fosfato (SPS), pertece ao grupo das
glicosiltransferases . Esse gurpo de enzimas esta envolvido com centenas de atividades nos organismos
(Gibson et al., 2002; Lunn and MacRae, 2003; Breton et al., 2006; Horcajada et al., 2006)., uma vez
que para formar dissacarideos, oligossacarideos e polissacarideos varias glicosiltransferases diferentes
sdo envolvidas. Estas enzimas catalisam a transferéncia de moléculas de acucar a partir de moléculas
doadoras ativadas por moléculas especifica- aceptor, formando ligacdes glicosidicas. A classificacdo de
glicosiltransferases usando difosfato, monofostato e fosfatos agicar (CE: 2.4.1 .-) tem sido descrita
(pode ser consultada em http://www.cazy.org/). A sacarose sintase-fosfatase requer Mg 2+ ou Mn 2+
para sua atividade médxima (Porchia and Salerno, 1996) . A enzima catalisa a formagdo de UDP +
sacarose 6P, a partir de UDP glucose + D-Frutose 6P. A enzima parece atuar com outros substratos
como a ADP-glucose, mas em plantas ela tem sido relacionada apenas com UDP-Glc. Quando trabalha

conjuntamente com a E.C.3.1.3.24 (sacarose fosfato fosfatase) a reac@o torna-se irreversivel.
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Trealose fosfato sintase (64): ¢ um redutor incomum de dissacarideo em que o carbono
anomérico de ambas as moléculas de glucose sdo ligados umas as outras em uma dupla ligacdo
glicosidica (GIBSON et al, 2004) . A principal via enzimdtica para a formacdo da trealose envolve
primeiro, a transferéncia de glicose a partir de um doador UDP-glicose em glicose-6-fosfato para
formar a, a-1, 1 trealose-6-fosfato (Elbein et al., 2003). Essa reacdo, no qual as configuragdes de duas
ligacOes glicosidicas sdo definidas simultaneamente, € catalisada pela glicosiltransferase trealose-6-
fosfato sintase (Otsa), e a enzima deve selecionar o anomero do aceptor e atuar na conservacdo da
configuracdo da ligacdo do doador UDP-Glc. Considerando-se as seqiiéncias por similaridade mais de
8.700 acucares ativados por glicosiltransferases-dependente t€ém sido relatados na literatura. Esta €
classificada nafamilia GT-20, que tem atualmente 86 membros relacionados. Elas desempenham uma
variedade de funcgdes bioldgicas, de armazenamento de alimentos a protecdo celular de estresses
ambientais, tais como desidratacdo, pressdo, calor, choque, frio extremo, e radicais de oxigénio, e as
condig¢des de viabilidade celular sdo mantidas através da sintese de trealose, que pode atingir niveis de
até 10-20% do peso dos organismos. E também uma componente integrante da parede celular
glicolipidios de micobactérias (SINGER et al, 1998). Investigacdes recentes revelam também a
importancia do agucar e os derivados mono-fosforilados da trehalose-6-fosfato para o crescimento
embriondrio de Arabidopsis thaliana através do controle de utilizagdo de carboidratos e se mostrou
essencial para o crescimento e florescimento (EASTMOND et al, 2002; Van DIJKEN et al, 2004)

Frutose-1 ,6-bisfosfatase (65): ¢ uma enzima que catalisa a hidrélise da frutose-1 ,6-bifosfato
em frutose-6-fosfato, essa reacdo € irreversivel, e € considerada como sendo um importante ponto de
controle (Lunn e Furbank 1999). A fructose 6-P pode ser utilizada na via de neoglicogénese, que € o
processo contrdrio ao da glicélise, com pequenas variacdes de rotas alternativas. A glicdlise € o
processo de conversdo de glicose em piruvato, gerando pequenas quantidades de ATP e NADH. E uma

via central que produz importantes metabdlitos precursores. Frutose 1,6-bisfosfatase tem um peso
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molecular de kDa 184 e apresenta quatro subunidades aparentemente idénticas de kDa 46. Essa enzima
¢ encontrada no cloroplasto e citosol das plantas, e existem diversas isoformas, mas parece que o status
da célula afeta o posicionamento da enzima (Anderson et al. 2006).

Beta-glucosidase (BGL) (66): BGL sao hidrolases exo-glicosideo, que clivam a ligacdes das
terminacOes ndo-redutoras. Essas enzimas ocorrem em todos os organismos e participam de processos
bioldgicos fundamentais. Em bactérias, fungos e plantas elas estdo envolvidas com o metabolismo da
celulose e outros carboidratos (BEGUIN, 1990; BHATIA et al, 2002 ). Em plantas elas participam de
uma variedade de processos biologicos (BRZOBOHATY et al, 1993; LEAH et al, 1995; POULTON,
1990).

As enzimas quinases 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73 foram reprimas no tratemnto com GA3, mas
no entanto ja foram descritas acima

Heat shock proteins 70s (hsp) (74): formam uma diversa familia de proteinasdo tipo
chaperona envolvidas com respostas de plantas e ocorre na maioria das espécies. Hsp70s estdo,
envolvidas em uma variedade de reacdes nos processos protéicos, incluindo a importacio de proteinas
para o reticulo endoplasmdtico e mitocondria, enovelamento de proteinas, e a remodelagdo ou
dissociacdo de complexos protéicos de agregados de proteina heterogéneas, como a proteina clatrina
(que desempenha um importante papel no processo de formacao de vesiculas membranares no interior

das células de eucariontes) (Young et al., 2003; Mayer & Bukau, 2005; Sousa & Lafer, 2006). Além

disso, foram observadas estruturas similares em outras proteinas que sdo envolvidas na manutenciao da

integridade do vactiolo e no enderecamento de proteinas, sugerindo um mecanismo comum de

interag@o proteina-proteina. Todos Hsp70s sdo compostas de um dominio nucleotide-binding (NBD) e
de uma proteina substrate-binding (SBD), que posteriormente foi subdividido em sanduiche Beta

(SBDb) e lfaa-helicoidal (SBDA) (SCHUERMANN et al, 2008).
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Major intrinsic protein (MIP) (75), Tonoplast intrinsic protein (TIP) (76): a &4gua é a
molécula mais importante nos sistemas vivos € seus movimentos através das membranas celulares
acompanha fungdes fisioldgicas essenciais. Todas as membranas bioldgicas apresentam um pouco de
permeabilidade a d4gua como resultado da difusdo através da dupla camada lipidica, sob a forca motriz
do gradiente osmético. No entanto, algumas células sdo capazes de transportar a 4gua em taxas muito
aceleradas por meio de canais chamados aquaporinas (King & Agre, 1996). A descoberta dessas
proteinas especializadas levou a novas informacdes sobre os mecanismos fisiologicos e moleculares da
permeabilidade a dgua. Em A. thaliana foram identificados as aquaporinas y-TIP e RD28 no
tonoplasto e na membrana plasmatica, respectivamente (Maurel et al., 1993; Daniels et al., 1994). As
aquaporinas pertencem a uma familia antiga e constante das proteinas canais chamadas de familia MIP
com referéncia a MIP26 (AQPO), o Major Intrinsic protein (Gorin et al., 1984). Todas as proteinas
MIP possuem cerca de 260 residuos de comprimento, com a excep¢do de duas proteinas MIP de
leveduras que t€ém mais de 600 residuos, como resultado do prolongado segmento N-C-terminal. Essas
proteinas contém 6 dominios de transmembrana € uma caracteristica comum a todos os membros da
familia € o motivo Asn-Pro-Ala (NPA), repetidos em dois ciclos opostos (Pa et al., 1991; Wktow et al.,
1991; Reizer et al., 1993; Saier, 1994)., essas proteinas transportam seletivamente dgua (Yang &
Verkman, 1997), pequenas moléculas neutras e {fons para fora e entre as células, uma vez que elas estdo
presentes nas membranas plasmaticas. Plantas neutralizam as flutuagdes no suprimento de &dgua,
regulando todas as aquaporinas presentes na membrana plasmatica das células (FROGER et al, 2008) .
O fechamento dos canais resulta acontece a partir da fosforilagdo de dois residuos de serina conservada
sob condi¢des de estresse hidrico, ou a partir da protonacdo de um residuo de histidina conservada
seguida de uma queda no pH citoplasmaético, devido a an6xia durante as inundacdes (FROGER et al,
1998). Tonoplast intrinsic protein (TIP) (76): As plantas possuem as proteinas intrinsecas de

tonoplasto (TIP), que estao presentes nas membranas. Existem vdrias isoformas de TIP: alpha
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(semente), gama, (raiz), e Wsi, dgua (-estresse induzido). Estas proteinas podem permitir a difusdo da
agua, aminoécidos e/ou peptideos do interior do tonoplasto para o citoplasma.

Deidrinas (DHNs) (77): As deidrinas sdo caracterizadas por motivos de aminodcidos
conservados chamados de segmentos K, Y ou S e sua massa molecular varia de 9 a 200 kD. Sao termo
estdveis e apresentam grande quantidade de residuos de glicina e lisina (Allagulova et al., 2003). Essas
proteinas sdo induzidas ndo apenas por seca, mas também por frio, salinidade, tratamento por dcido
abiscisico e metil jasmonato (Beck et al., 2007). As deidrinas também acumulam-se durante a
maturacdo da semente, contudo, nesta fase, sdo conhecidas como LEA (Late Embryogenesis Abundant).
Embora estejam amplamente presentes em plantas vasculares, musgos, liquens, samambaias e algas,
suas funcdes moleculares ainda ndo sdo bem compreendidas, j4 que ndo catalisam nenhuma reagdo
metabolica. Parte de sua estrutura espiral € responsdvel pela grande capacidade desta proteina em se
ligar a 4gua e seus segmentos conservados sdo capazes de formarem dominios de ligacdo a lipidios,
protegendo agregados lipidicos e dominios hidrofébicos das proteinas.

Proteinas Tipo 2A serina/treonina fosfatases (PP2A) (78): O processo reversivel de
fosforilagdo € catalisado por proteinas quinases e fosfoproteinas, que regulam nimeros processos
bioldgicos. Enquanto todas as quinases apresentam uma enorme similaridade em sua estrutura primaria
e tridimensional, as proteinas fosfatases constituem uma diversa familia de enzimas que podem ser
divididas em duas classes principais: proteinas fosfatases serina/treonina e proteinas fosfatase tirosina.
A PP2A ¢é uma proteina serina / treonina fosfatase, que em Arabidopsis tem um grande grupo mais de
60 genes diferentes, elas sdo categorizadas em quatro grupos, de acordo com suas especificidades de
substrato, que sdao dependentes cétions divalentes (Mumby and Walter, 1993), e sensibilidade a
inibidores: tipo 1 (PP1), 1 2A (PP2A), 2B (PP2B) e 2C (PP2C) (Rodriguez, 1998; Lin et al., 1999;
Meek et al., 1999).. Considerando que a PP1, PP2A e PP2B correspondem a 40% de identidade em

seus dominios cataliticos. As PP2A ,sdo componentes importantes nos eventos de fosforilacdo
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reversiveis de proteinas em plantas e outros organismos. AS proteinas PP2A sdo complexos
oligoméricos constituidos por uma subunidade catalitica ((Hendrix et al., 1993b; Strack et al., 1998) e
varias subunidades reguladoras que modulam a atividade dessas fosfatases (Mumby and Walter, 1993;
Janssens and Goris, 2001). A unidade catalitica é codificada por pelo menos cinco genes, cada um dos
quais parece ser expresso em todos os tecidos, embora em niveis diferentes (Arino et al., 1993;
Casamayor et al., 1994; Pe’rez-Callejo'n et al., 1998).. Quatro novas isoformas da subunidade
reguladora da PP2A foram descritos em A. Thaliana (Latorre et al.,1997; Haynes et al., 1999) e parece

ser induzida em resposta a estresse térmico (TEROL et al, 2002).

Genes reprimidos que codificam uma resposta relacionada a (ao):

Citocromo P450 (6xido sintase) (79): o nome citocromo P450 é derivado do fato que estas
sdo proteinas celulares ('cyto') coloridas (‘cromo'), com um "pigmento de 450 nm", assim chamada pela
caracteristica "pico Soret" formada pela absor¢do da luz de comprimento de ondas préximo a 450 nm

quando o ferro hemo € reduzido (freqiientemente com ditionito de s6dio) e complexado em mondxido

de carbono. citocromo P450 (abreviado CYP, P450, com menos freqiiéncia CYP450) é uma

superfamilia muito ampla e diversificada de hemoproteinas encontrada na bactéria, archaea e

eukaryotas. Citocromos P450 usam compostos exdgenos e endogenos como substratos nas reagcoes
enzimaticas. Geralmente elas formam parte de multicomponentes das cadeias de transferéncia de
elétron, chamado de sistemas contendo P450. A reac@o mais comum catalisada pelo citocromo P450 é
uma reacao monooxigenase, isto €, insercdo de um atomo de oxigénio em um substrato organico (RH)
enquanto o outro dtomo oxigénio é reduzido a d4gua: RH + O, + 2H" + 2¢” — ROH + H,0. Mais de
7.700 seqiiéncias distintas de CYP sdo conhecidas , elas sdo importantes na biossintese de muitas
substancias e na desintoxicacdo de xenobidticos. Nas plantas, eles estdo envolvidos na biossintese de

produtos secunddrios (por exemplo, flavondides, alcaléides) e hormonios, mas também na
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desintoxicacdo de herbicidas e outros xenobidticos. Plantas contém pelo menos dois tipos de
hidroxilases flavondides P450-dependente. Uma realiza uma unica hidroxilacdo na posi¢ao 3'-(F3'H),
de flavondides, e a segunda realiza duas hidroxila¢des, tanto na posi¢do 3'-e 5'- (F3'5'H). Acreditava-se
anteriormente que a biossintese de flavondides envolvia um tipo de rede de compartimentacio
intracelular e diferentes vias, com intermedidrios comuns, mas atualmente acredita-se que o transporte
intercelular de substratos e/ou intermedidrios podem ser um importante componente da
compartimentacdo. Deve-se salientar que outros problemas podem ser ainda mais critica nos proximos
anos. Existem ainda muitos casos, em particular na biossintese de metabdlitos secundarios, onde uma
reacdo P450 € suspeita ou postulado, mas os substratos precisos ou ndo sdo claramente identificados ou
nao disponivel. Na sintese de alcal6ides as monooxigenases citocromo P450 participam da formagdo da
camalexin (3-tiazol-2-il-indole) é um indol alcaléide, fitoalexinas produzidas por Arabidopsis thaliana
que se pensa ser importante para a resisténcia a fungos necrotréfico. E produzido a partir de triptofano,
que é convertido em indol acetaldoxime (IAOx) pela acdo do citocromo P450 monooxigenases
CYP79B2 e CYP79B3. As etapas restantes biossintéticas sdo desconhecidas exceto para a tltima etapa,
que € a conversdo de 4cido dihydrocamalexic para camalexin por CYP71B15 (PAD3). Expressdo de
CYP79B2 e CYP71A13 em Nicotiana benthamiana resultou na conversao de triptofano a Ian (indole-3-
acetonitrila).Proteina superoxido dismutase, dominio Zinc finger (80): ¢é um dos dominios mais
encontrados entre as proteinas de ligacdo ao DNA, e elas podem desempenhar as mais diversas
funcdes. Uma grande variedade de fatores de transcri¢cdo contendo zinco foram descritas, nas quais um
ou mais fons zinco estabilizam a estrutura tercidria do motivo. O classico motivo zinc-finger €
caracterizado por dois residuos conservados de cisteina e dois residuos conservados de histidina que
ligam-se a um fon zinco, formando um tetraedro. A porcdo finger € composta por cerca de 30
aminodcidos que compreendem duas estruturas antiparalelas B-sheet e uma estrutura em o-hélice

(Meshi e Iwabuchi, 1995; ; Luscombe et al, 2000). Sabe-se atualmente que eles também se ligam ao
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RNA, proteinas e/ou substratos lipidicos além do DNA. Suas propriedades de ligacio dependem da
seqiiéncia de aminodcidos dos dominios. Existem muitos motivos na superfamilias Znf, variando tanto
em seqiiéncia e estrutura. Elas mostram a versatilidade considerdvel em modos de vinculagdo, mesmo
entre membros da mesma classe (por exemplo, alguns ligam ao DNA, proteinas outros), sugerindo que
os motivos Znf sdo estdveis e evoluiram para fungdes especializadas, eles raramente sofrem mudancas
conformacionais vinculativo sobre seu alvo. Por exemplo, Znf contém proteinas envolvidas com a
func¢do na transcricdo de genes, na tradugdo, no trafico de mRNA, na organizacio do citoesqueleto, no
crescimento epitelial, na adesdo celular, no enrolamento de proteinas, na remodelacdo da cromatina e
no sensoriamento de zinco. LSD1 € uma subclasse de proteinas Znf com 189 aminoécidos. LSD1 ¢é
constitutivamente expressa. Acredita-se que LSDI1 regula a transcricdo em resposta a sinais
provenientes de células submetidas patégeno, ocorrendo a morte celular programada (PCD). Muito
pouco € conhecido sobre a causa mecanismos de controle.

Tioredoxinas (TRX) (81): estdo presentes em praticamente todas as espécies, as TRX
interagem com uma ampla gama de proteinas por um mecanismo redox baseado na oxidagdo reversivel
de dois grupos tiol da cisteina para um dissulfeto, acompanhados da transferéncia de dois elétrons e
dois prétons. O resultado € a interconversao de um dissulfeto e um ditiol (PETERSON et al, 2005). No
reducdo da proteina dissulfeto NADPH-dependente, tioredoxina redutase (TR) catalisa a reducdo da
tioredoxina oxidada (TRX) por NADPH usando usando FAD e um dissulfeto redox, essas reacdes de
suma importancia no controle de processos bioldgicos (Brehelin et al. 2000; Buchanan & Balmer
2004). Enquanto o genoma humano contém apenas um gene para TRX em plantas elas sdao uma familia
de proteinas complexas (Coudevylle et al. 2005). Um total de 19 genes diferentes em seis subfamilias
(m, f, h, X, y, 0) (PETERSON et al, 2005).

Calreticulas (CRT) (82): As calreticulinas sdo proteinas multifuncionais e muito conservadas

envolvidas em uma variedade de processos que incluem: armazenamento e liberacdo de Ca+2 (Camacho
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e Lechleiter, 1995; Mery et al., 1996; Arnaudeau et al.,2002), adesdo celular (Coppolino et al., 1997),
apoptose (Groenendyk e Michalak, 2005), sintese de proteinas e lipidios, ligacdo a proteinas como co-
fator alostérico e modificacdes pds transcricionais (Baumann e Walz, 2001; Michalak, 2005). Pelo fato
de se ligarem a fons Ca+2 (um segundo mensageiro em vias de transdu¢do de sinais), permitindo a
liberacao ou seqiiestro desse fon, s@o proteinas-chave na participagcdo de diferentes vias de sinalizacao.

UDP glicosil transferases (UGT) (83): pertence a uma superfamilia de enzimas que catalisam
a adicdo de um grupo glicosil a partir da UTP-actiicar para uma pequena molécula hidrofébica
(COUTHINO et al, 2003). As glicosiltransferases sao uma familia multigénica, dividida em mais de 70
familias, que estd envolvida nos processos de conjugacdo de hormoénios, metabdlitos secundarios,
toxinas bidticas e abidticas (CAMPBELL et al, 1997; Lim and Bowles, 2004; Bowles et al, 2005;) . A
glicosilacdo € geralmente um mecanismo para desentoxicagdo ou para facilitar o armazenamento de
moléculas ativas nos vacuolos das plantas (Sandermann, 1992; Paquette et al, 2003). Em plantas, um
dos mecanismos mais importantes em que essas enzimas participam, consiste na transferéncia da
glucose a partir da UDP-glucose (COUTHINO et al, 2003) para um flavonol. Essa reacdo € um dos
ultimos passos para biossintese de pigmentos (antocianinas) (flavondide 3-o-glicosi transferase)
(OFFEN et al, 2006). Estudos mostram que essas enzimas nio sdo tdo criteriosas quanto ao seu
receptor, mas o doador, geralmente e uma UDP-glucose (COLE & EDWARDS, 2000).

A familia regulador pseudo-resposta 1 (PRR1) (84): pertence a uma pequena familia de
reguladores (APRR1 / TOC1, APRR3, APRRS, APRR7 e APRRY), e 0 componente mais provdvel que
controla o ciclo circadiano em A. thaliana pertence a essa familia.

Proteina tirosina fosfatase (pTyr) (85): a fosforilagdo é uma modificagdo pds-transducional
comum que pode criar novos motivos de reconhecimento para interacao proteina e localizacao celular,
afeta a estabilidade de proteinas e regula a atividade da enzima. Por conseguinte, a manutencao de um

nivel adequado de fosforilacdo da proteina tirosina € essencial para muitas fung¢des celulares. O nivel de

219



fosforilagdo de proteinas € altamente dindmico e qualquer perturbacdo pode provocar uma avaria grave
da célula eucaridtica. As proteinas Tirosina fosfatases especificas (PTPase; EC: 3.1.3.48) catalisam a
remog¢do de um grupo fosfato ligado a um residuo de tirosina, usando a enzima intermedidria cisteinil-
fosfatase. Estas enzimas sdo componentes-chave de regulacdo em vias de transducao de sinal (como a
via da MAP quinase) e controle do ciclo celular, e sdo importantes no controle do crescimento celular,
proliferacdo, diferenciacdo e transformacdo. A superfamilia PTP pode ser dividida em quatro
subfamilias:
(1)pTyr-fosfatases especificas; (2)fosfatases de dupla especificidade dTyr (e DSER / dThr)
(3)fosfatases Cdc25 (dTyr e / ou dThr); (4) fosfatases LMW (baixo peso molecular). Todas as
PTPases possuem o sitio ativo altamente conservado, e a diversidade funcional entre PTPases é dotado
por dominios e subunidades regulatdrios. Funcionalmente, exitem dois tipos de PTPs, que apresentam
uma seqiiéncia conservada, mas no entanto, com diferenca em sua estrutura: a PTP cldssica, que sdo
especificos para residuos de tirosina, e a fosfatases de dupla especificidade (DSPs), que podem
adicionalmente desfosforilar residuos de serina e treonina. Obviamente, os residuos cataliticos da
enzima sdo chave para a sua funcdo molecular. Ser /Thr fosfatase de dupla especificidade sao um
grupo de enzimas que atuam tanto no residuo Ser / Thr (EC: 3.1.3.16) como na proteina Tirosina
fosfatase especifica (EC: 3.1.3.48) removendo a serina / treonina ou a ligacdo do grupo fosfato da
tirosina de um vasto leque de fosfoproteinas, incluindo uma série de enzimas que t€ém sido fosforiladas
sob a acdo de uma quinase. As proteinas fosfatases de dupla especificidade (DSPs), regulam a
transducdo de sinal mitogénica e controlam o ciclo celular (PILS & SCHULTZ, 2004)

As proteinas Tipo PP2C serina/treonina fosfatases (86), nao tém seqiiéncia aparente de
homologia com as outras classes de fosfatases (COHEN & COHEN, 1989). Enzimas PP2C também
tém a caracteristica unica de funcionar como mondmeros, Considerando que todas as outras classes de

fosfatases serina / treonina sdo encontrados em complexos oligdmero com regulamentacio
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subunidades, que provavelmente regulam a atividade, substrato especificidade e / ou localizagdo
celular das fosfatases (COHEN, 1989; COHEN & COHEN). PP2Cs também diferem de outras
fosfatases serina / treonina em que eles requerem Mn2 e / ou Mg2 e sdo insensiveis a o inibidor da

fosfatase acida ocadaico (COHEN, 1989).

Major facilitator superfamily (MFS)(87): Os sistemas de transporte permitem a absorcao de
nutrientes essenciais e fons, a excrecdo de produtos finais do metabolismo e substancias deletérias e
comunicacdo entre as células e os meio ambiente (MITCHELL, 1967a). Eles também fornecem
elementos essenciais dos sistemas de geracdo e consumo de energia (MITCHELL, 1967b).
Transportadores primdrios ativos conduzem o actimulo ou eliminagao de solutos através da hidrdlise de
ATP, a absorc¢do de fétons, o fluxo de elétrons, descarboxilagdo do substrato, ou a transferéncia de
grupos metila (DIMROTH, 1997). Se moléculas sdo unidirecionalmente bombeadas como uma
conseqiiéncia do consumo de uma fonte primdria de energia celular, resultado de potenciais
eletroquimicos (MITCHELL, 1967b). A conseqiiéncia de energia quimiostdtica gerada pode ser usada
para conduzir o transporte ativo de solutos adicionais via carreadores secunddrios que facilita o
transporte de uma ou mais espécies moleculares em através da membrana (MALONEY, 1990).
Estudos t€m revelado a ocorréncia de dezenas de familias de transportadores primérios e secundarios
(PAULSEN et al,1998). Duas familias tenham sido encontrados em todas as classificacdes dos
organismos vivos: a superfamilia ATP-binding cassette (ABC) (DEAN & ALLIKMETS, 1995; FATH
& KOLTER, 1993; HIGGINS, 1992; KUAN et al, 1995) e a superfamilia dos major facilitator
superfamily (MFS) (BALDWIN, 1993; GOSWITZ & BROOKER, 1995; GRIFFIH et al, 1992;
HENDERSON, 1991; MARGER & SAIER, 1993). Enquanto que a familia permease ABC, s@o em
geral transportadores ativos primdrios, capazes de transportar tanto pequenas moléculas quanto
macromoléculas em resposta a hidrélise de ATP (PAULSEN et al, 1997), os transportadores MFS sdo

carreadores secunddrio de polipeptideos, capazes de transportar pequenos solutos em resposta a

221



gradientes quimiosmoéticos de fons. Os MFS sdo agrupados em dezessete familias (MARGER &
SAIER, 1993), onde quatro delas sd@o encontradas em plantas: familia 1: € a maior familia, que é
constituida pelo portador de acticar (SP) com 133 membros identificados (BALDWIN, 1993; BOLES
& HOLLENBERG, 1997; GOSWITZ & BROOKER, 1993; GRIFFITH et al, 1992; HENDERSON,
1991; HENDERSON & MAIDEN, 1990; MAIDEN et al, 1987; OLSON & PESSIN, 1996) .
Substratos transportados por membros da familia SP incluem hexoses, pentoses, monossacarideos,
dissacarideos, inositdis quinato, e cations organicos. Mas a maioria nem todos os membros da familia
SP pode catalisar o transporte de carboidratos. As regides hidrofilicas das proteinas eucariéticas
podem desempenhar um papel na regulagdo ou na fixacdo domcitoesqueleto, e eles estdo
freqiientemente sujeitos a fosforilagio de cinases ATP-dependentes um representante bem
caracterizados da familia de SP € a arabinose (PAO et al, 1998) . O transportador de nitrato-nitrito
(familia 8 PNN). Estas proteinas catalisam ou absor¢do de nitrato ou efluxo de nitrito. A energia de
dissociacdo mecanismos ndo € bem definida. Fosfato: symporter H1 ( familia 9 PHS), tem
representantes seqiienciados somente em leveduras e plantas (PAO et al, 1998). As 11 proteinas da
familia PHS sdo bastante uniformes em tamanho, mas sdo substancialmente maiores do que as
proteinas MPS de bactérias e todos os membros apresentam a mesma fungdo estd relacionada com o
transporte de fosfato inorganico. Por dltimo temos a familia 18, que € o transportador oligopeptideo
proton-dependente (POT), que tem relacdo com o transporte de peptideos, aminodcidos, nitrato e nitrito

(PAO et al, 1998).
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ANEXO 7. Tabela com composi¢ao dos monossacarideos neutros da fracdo total da parede celular de

plantulas de cana-de-agtcar controle, tratadas com GAs 0,5 mg.L"' e PBZ.

Composicio dos monossacarideos neutros da fracio total da parede celular da parte aérea de
plantulas de cana-de-acicar cultivadas in vifro na presenca de PBZ 0,05mg.L'1 e diferentes
concentracoes de GA; em diferentes dias de coleta. A analise estatistica foi feita de forma global
entre os mesmos monossacarideos. Meédias assinaladas com letras diferentes diferem
As letras maitdsculas e mindsculas foram

significativamente pelo teste de Tukey (P < 5%).

utilizadas para ajudar a diferenciar o tipo de acgiicar no qual foi feita a analise estatistica.

Tempo de coleta 7 dias (MOL %)

Monossacarideos ARA GAL GLC XIL MAN
Controle 16,9 +4,1 DE 10,6 £+ 1,8 cdef 31,3+7,8 BCD 37,5+8,8d 3,7 £0,06 A
Paclobutrazol 21+0E 929+0h 20,4 +0H 4905+0d 0,30+£0C
GA; 0,5 mg.L'1 14,9 + 1,6 DE 11,7 £ 0,9 cdefg 32,9 +2,5BCDEF | 34,95+24d 574 +1,6 A
GA; Smg.L’1 19+ 2,7 CDE 7,2 + 1,1 efgh 24,2 + 3 CDEFG 4944 +6,5d | 0,34 +£0,06 C
GA; 20 mg.L'1 14,2 + 3 DE 11,9 + 3 cdef 31,8 +6,4 BCDEF | 36,39+6,7d 574 +1,6 A
Tempo de coleta 14 dias (MOL %)

Monossacarideos ARA GAL GLC XIL MAN
Controle 23,2+2,1 DE 11 £ 1 defgh 22,8 + 2,9 DEFGH 427 +4.14d 0,3+0,07C
Paclobutrazol 21+0E 93+0h 20,4 +0H 49.05+0d 030+0cC
GA; 0,5 mg.L’1 19,2+ 1,6 CD 9,3 + 1 cdef 22,7 + 1,3 CDEFG 4849+214d 0,30+0C
GA; 5 mg.L’1 27,2 +4,5 DE 8 +1,1 fgh 25 + 1,6 EFGH 39,53+3,2d 0,32 +0,07 C
GA; 20 mg.L’1 26,8 + 2 DE 7,9 +0,6 gh 20,8 +0,7H 44,30 +0.8 d 0,34 +0cC
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Tempo de coleta

21 dias (MOL %)

Monossacarideos ARA GAL GLC XIL MAN
Controle 25,1 +3,1 DE 6 +0,5 fgh 18,9 +2,5 GH 4968 +6d 0,30 +£0,07 C
Paclobutrazol 29,2 + 0 DE 6,9 =0 fgh 126 +0H 50,87 +0d 0,34 +0C
GA; 0,5 mg.L'1 22,2+ 2.3 DE 7 +0,6 fgh 20,1 + 1,4 EFGH 50,37 +3,6d 0,33 +0,07C
GA; 5 mg.L'1 24,5+ 1,8 DE 7,3 +0,6 fgh 19,2 + 1,5 FGH 48, 7+33d 0,33 +£0,06 C
GA; 20 mg.L'1 18,4+ 1,4 BC 7,4 £+ 0,7 bede 17,5+ 2 BC 56,4+53¢ 0,34 +0C
Tempo de coleta 28 (MOL %)
Monossacarideos ARA GAL GLC XIL MAN
Controle 21,7+ 1,6 AB 9,6 +2ab 14,5+ 1,7 BCDE 53,84 + 18 be 0,33+£0C
Paclobutrazol 20,37 +£0,4 A 748 £0a 16,92 +0 A 54,87 + ab 0,37 + 0 BC
GA; 0,5 mg.L’1 17,71+ 1,5B 6,90 + 0 abcd *18,30 £ 0,03 56,72 +6,1 abe | 0,36 +0,01 BC
ABC
GA; 5 mg.L’1 164+78B 6,4 + 3,5 abc 15,7+ 3,5 AB 61,1 +24 ab 0,37 +0,3 BC
GA; 20 mg.L’1 17 + 8,6 AB 6,5+0ab 15,3 +6,5 AB 60+29a 1,2+1,8 AB
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