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RESUMO

A analise do banco de ESTs de endosperma de milho (MAIZEST) revelou que o
gene da sorbitol desidrogenase (SDH) é o transcrito mais abundante no inicio do
desenvolvimento da semente (aos 10 dias apos a polinizagdo - DAP). A SDH cataliza a
reducado NADH-dependente da frutose em sorbitol ou a oxidagao do sorbitol em frutose.
Em Rosaceae esta enzima tem um importante papel na translocagao do sorbitol das
folhas para os frutos e no armazenamento da frutose nos frutos. A semente de milho,
todavia, ndo acumula frutose nem sorbitol, que portanto, deve ser um metabdlito
intermediario. A atividade bioquimica da SDH de milho ja havia sido caracterizada,
porém nao havia informagdes sobre sua estrutura gendmica. Visando estudar o gene
da SDH, a sequéncia gendmica completa foi seqlienciada. A regido codificante da SDH
mostrou-se muito conservada, o que n&o ocorre com as regides nao codificantes.
Inclusive, ocorrendo uma perda de introns entre as diferentes espécies de plantas.
Analises de Southern blot e isoenzima indicaram que ha apenas um /ocus de SDH em
milho. As analises de Northern blot e atividade enzimatica confirmaram que a
expressao esta restrita ao endosperma, e que comega logo apos a polinizagao,
atingindo o apice aos 15 DAP e caindo a niveis baixos aos 25 DAP. A localizagdo
enzimatica in situ mostrou que a atividade esta restrita ao endosperma amilaceo, mais
especificamente na regido basal da semente, préxima ao embrido. Os mutantes
sugary1 e shrunken2, que acumulam mais agucares, tém uma maior atividade de SDH.
A injecdo de até 150 mM de sacarose na semente de milho causou um aumento de
atividade de SDH, confirmando os resultados obtidos com os mutantes. Esse aumento
parece ser ao nivel transcricional e ser regulado pelo intron 1. O intron 1 parece
controlar ndo apenas a reposta a sacarose, mas também a resposta a hipoxia. O papel
do sorbitol e da SDH nas sementes de milho em desenvolvimento parece ser crucial,
porém permanece indefinido. O sorbitol € encontrado nos embrides de milho, apesar de
nao ter sido encontrada atividade da SDH. Além disso, foi demonstrado que os
embrides conseguem se desenvolver tendo como unica fonte de carbono o sorbitol.

Foram encontrados ESTs no MAIZEST de um transportador de sorbitol no endosperma
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e de aldose redutase (AR), capaz de converter sorbitol em glicose, no embrido. Foi
mostrado também que o sorbitol pode ser transportado do endosperma para o embrido.
Desta forma, podemos sugerir a partir dos resultados que o sorbitol pode ser
translocado do endosperma para o embrido pelo transportador de sorbitol e ser
convertido em glicose pela AR no interior do embrido. Nossos resultados indicam que o
sorbitol pode atuar de trés maneiras; primeiro como um agucar que € transportado de
modo n&o vascular do endosperma para o embrido; segundo, como um metabdlito
intermediario; e terceiro, servindo como um escape para o excesso de NAD(P)H
formado no interior hipoxico da semente. Os resultados apresentados nesta tese
mostram um mecanismo inédito de interacdo metabdlica entre o embrido e o
endosperma, mediado pelo sorbitol, cuja sintese na semente, até entdo, era tida como

um caminho “sem saida”.



ABSTRACT

At 10 DAP (days after pollinization) sorbitol dehydrogenase (SDH) was found to
be the most abundant transcript, as depicted by the number of reads in the MAIZEST
database. SDH catalyzes the NADH-dependent reduction of fructose to sorbitol or the
oxidation of sorbitol to fructose. In Rosaceae, this enzyme has an important role in the
sorbitol translocation from leaves to fruits and fructose storage in fruits. Maize
endosperm, however, does not store fructose or sorbitol. The biochemical activity of
SDH was already characterized, but there is no information about SDH genomic
structure. Trying to understand better this gene we sequenced a complete genomic
SDH sequence. Amino acid sequence comparisons showed SDH to be highly
conserved, but the non-coding sequences were not, and an intron loss has occurred
among plant species. Southern blot and isoenzyme analyses indicated that there is only
one SDH locus in maize. Northern blot and enzyme activity analyses confirmed that
SDH expression is restricted to the endosperm, starting early after pollinization,
reaching a peak at 15 DAP and decreasing to low levels after 25 DAP. The in situ
localization of SDH activity revealed that the enzyme is expressed all over the
amilaceous endosperm, more especifically in the basal region. Sugary1 and Shrunken2
mutants, that store more sugar, had a higher SDH activity. Upon injection of up to 150
mM of sucrose in maize ear SDH activity incresead, confirming the mutant’s results.
Such increase seemed to be at the transcriptional level and regulated by the first intron.
The first intron seems to control not only sucrose, but also hypoxia response. The role
of sorbitol in developing maize kernels is potentially pivotal, but remains undefined.
Sucrose arriving at the kernel base is metabolized into fructose, which can be converted
to sorbitol by SDH. This is a highly active enzyme in maize endosperm, but not in
embryos. Still, there is considerable sorbitol in maize embryos. We verified that
embryos could grow having only sorbitol as a carbon source. We have found sorbitol
transporter ESTs in endosperm and aldose-reductase, which can convert sorbitol into

glucose, ESTs in embryo. We also demonstrated that sorbitol can be transported into



the embryo. So, we hypothesize that sorbitol can be translocated into the embryo by
sorbitol transporters, and inside the embryo, AR may convert sorbitol into glucose. In
summary, SDH activity and sorbitol synthesis may contribute in three critical ways
during seed development; first as a non-vascular transport sugar moving from
endosperm to embryo; second, as an intermediate metabolite largely isolated from
sugar-signaling paths; and third, as a much-needed shuttle for excess NAD(P)H forming
in the hypoxic kernel interior. The presented results showed a new mechanism of
embryo-endosperm interaction, mediated by sorbitol, which was considered a dead end,

until now.



INTRODUGAO GERAL

Os cereais sao as plantas cultivadas mais importantes em relacdo a area
plantada, produgao e contribuigdo para alimentagdo animal e humana. Tanto que em
2004, cerca de 680 milhdes de hectares em todo mundo foram cultivados com cereais,
levando a producdo de mais de 2,2 bilhdes de toneladas de graos. Trés culturas
contribuiram com 85% deste total: arroz (605 milhdes de toneladas), milho (721
milhdes de toneladas) e trigo (627 milhdes de toneladas) (FAO, 2004). O grande
sucesso no cultivo de cereais deve-se principalmente a sua alta produtividade,
facilidade de colheita e capacidade de adaptacao dos cultivares a diferentes condi¢des

ambientais (revisado por Lazzeri e Shewry, 1993).

O principal produto resultante do cultivo de cereais €, sem duvida, o grao, apesar
de caules e folhas serem utilizados para silagem. Em termos botanicos, o grédo € uma
cariopse, tipo de fruto em que a parede da semente (testa) encontra-se fundida com a
parede do fruto (pericarpo) (Lazzeri e Shewry, 1993). O milho é uma graminea de
origem centro e sul-americana, pertencente a tribo Andropogoneae, que engloba
também o sorgo, o Trypsacum e o Coix (Claynton, 1973; 1983). A semente do milho é
composta basicamente de duas partes: o endosperma e o embrido (Figura 1). Eles s&o
produzidos por meio de um processo de fertilizacdo dupla, unica em plantas superiores
(revisado por Russell, 1992). A fusdo de um nucleo espermatico com a célula-ovo
origina o zigoto que resulta no embrido. Ao mesmo tempo, uma segunda célula
espermatica funde-se com uma célula binucleada central que resulta na origem do

endosperma de natureza triploide (Russell, 1992).



Aleurona (3n)
Endosperma (3n)

Embrido (2n)

ﬂ .., S Pericarpo (2n)

Figura 1. Representacdo esquematica das principais partes que compdem a semente madura
de milho.

O endosperma apresenta fungdes diferenciadas em plantas monocotileddéneas e
dicotiledbneas. No primeiro grupo, o endosperma possui fungdo de armazenamento de
nutrientes a serem utilizados durante a germinagdo da semente e no inicio do
crescimento da nova planta. Na maioria das dicotiledéneas, o endosperma assiste a
embriogénese nutrindo o embrido apenas nos estagios iniciais, sendo completamente
assimilado durante o processo. Os cotilédones, folhas formadas durante a
embriogénese, assumem a funcdo de tecido de reserva de nutrientes a serem

utilizados durante o processo de germinagao (Lopes e Larkins, 1993).

A embriogénese do milho resulta na formacdo do endosperma e do embrido.
Este ultimo é formado por uma estrutura cotiledonaria, pelo escutelo e pelo eixo
embrionario. A formacado do embrido ocorre em duas fases, a primeira € o periodo de
morfogénese inicial, quando todos os tipos de tecidos e estruturas do embrido maduro
estdo sendo formados, e a segunda, na qual ocorre a elaboragdo e deposi¢ao de

produtos de estoque (Clark e Sheridan, 1988).

No milho as paredes celulares do endosperma comegam a formar-se no terceiro

dia apds polinizagao (DAP), completando-se no quinto DAP, quando o tecido torna-se



completamente celularizado e uninucleado. O periodo de crescimento mais intenso do
endosperma ocorre de 8 a 13 DAP, com a ocorréncia simultanea de divisdes celulares
e aumento de volume das células. Com 12 DAP, o endosperma preenche a regiao
central da semente e neste estagio a camada externa de células, a aleurona, encontra-
se completamente diferenciada. As divisdes celulares cessam na regido central do
endosperma, € o0s nucleos iniciam um processo de endoreduplicagdo (duplicagéo
cromossOmica sem mitose) que eleva substancialmente o conteudo de DNA. No milho,
de 10 a 20 dias apo6s a polinizagdo (DAP), o conteudo de DNA aumenta de 3 vezes o

conteudo do genoma hapldide para até 600 vezes.

A camada celular mais externa do endosperma, a aleurona, € conservada
durante os processos de maturagdo e dissecacdo da semente. E um tecido formado
por células morfolégica e funcionalmente distintas das outras células do endosperma.
Quando as sementes comegam a germinar, estas células, estimuladas por acido
giberélico produzido pelo embrido, iniciam a producdo de enzimas hidroliticas. Estas
enzimas catalisam a degradagdo das macromoléculas de reserva: amido, proteinas e

DNA acumulados durante o desenvolvimento do endosperma.

O endosperma do milho constitui a principal fonte de nutrientes para a
germinacao do embrido. A maioria do carbono e nitrogénio utilizados nos estagios
iniciais do desenvolvimento deriva de amido e de proteinas de reserva que sao
conhecidas pelo nome de zeinas. O conjunto destes produtos de reserva compde
aproximadamente 90% do peso seco do endosperma maduro. A produg¢ao e o acumulo
de zeinas e de amido inicia de 10 a 14 DAP nas células da camada sub-aleurbnica. O
acumulo de proteinas e amido ocorre segundo um gradiente crescente da regiao
externa para o interior, coincidindo com diversos eventos de diferenciacdo celular,
provavelmente disparado por um rapido decréscimo na raz&o entre os reguladores
hormonais citocinina e auxina (Lur e Setter, 1993). Na semente madura, o endosperma
é diferenciado em dois tecidos principais: o endosperma amilaceo e a camada de
aleurona. As células da regidao central do endosperma acumulam amido de forma
abundante, e as regides periféricas sdo mais ricas em proteinas de reserva. No final da

maturagcao da semente, o endosperma amilaceo transforma-se num tecido mole e



quebradi¢o, enquanto que a regido protéica torna-se dura e translucida (Shewry e
Casey, 1999).

As proteinas totais da semente seca de milho representam aproximadamente
10% do peso do gréo, correspondendo a 20% da massa do embrido e a 8% do
endosperma. As zeinas, que sao as proteinas de reserva dos cereais soluveis em
alcool, representam cerca de 60% das proteinas do endosperma. As zeinas estao
distribuidas em quatro diferentes classes de acordo com o nivel de solubilidade em
alcool, sendo também transcritas por um numero bem variado de genes. As alfa-zeinas
sdo codificadas por familias multigénicas (entre 70 e 100 genes), enquanto que as
beta-, gama- e delta-zeinas sao codificadas por poucos genes, geralmente um ou dois
(Coleman e Larkins, 1999). A expressao dos varios genes de zeina é regulada ao nivel

transcricional de forma coordenada espacial e temporalmente (Shewry e Casey, 1999).

No endosperma, o amido € encontrado em duas formas: amilose e amilopectina.
Na amilose predominam cadeias lineares de aproximadamente 1.000 residuos de
glicose unidos por ligagdes o(1-4), apresentando um baixo nivel de ramificagdo a(1-6),
de aproximadamente 1 a cada 1.000 residuos. Ja a amilopectina apresenta a mesma
composi¢cao da amilose, porém apresenta um alto indice de ramificacdo. Cadeias de
aproximadamente 20 residuos de glicose ligados o (1-4) sdo unidas por ligagdes o(1-6)
a outros ramos da molécula de amilopectina. As etapas requeridas para sintese de
amido sao relativamente simples e envolvem a participacdo de apenas trés enzimas:
ADP-glicose pirofosforilase (ADPGPPase), amido sintase (SS) e enzima ramificadora
(SBE).

Tanto a amilose quanto a amilopectina sao sintetizadas a partir de ADP-glicose,
que por sua vez é sintetizada a partir de glucose-1-fosfato e ATP em reagao catalisada
pela enzima ADPGPPase. Na préoxima etapa de sintese do amido, a enzima SS
catalisa a formagao da ligagédo a(1-4) entre a extremidade ndo-redutora da cadeia pré-
existente e uma molécula de ADP-glicose. Finalmente, as ramificagdes o(1-6) s&o

produzidas pela enzima SBE (revisado em Martin e Smith, 1995).

Conforme descrito anteriormente, o endosperma em cereais como o milho € um

tecido especializado no fornecimento de nutrientes durante a germinagao do embriao.



O desenvolvimento do endosperma e sua especializacdo dependem de muitos
aspectos relativos a diferenciacdo celular, que ainda nao foram completamente
elucidados. Até o momento foram identificados apenas um numero reduzido de
moléculas e mecanismos envolvidos no controle de polaridade, divisdo, tipo celular,
endoreduplicagdo e acumulo de nutrientes. O completo desenvolvimento da semente
de milho parece depender de interagdes que ocorrem entre o endosperma e o embriao

(revisado por Lopes e Larkins, 1993 e Bommert e Werr, 2001).

Ha muito tempo vem sendo sugerido que a sintese das diferentes classes de
proteinas de reserva, assim como das varias enzimas envolvidas no metabolismo de
carboidratos, poderiam ser um processo coordenado ao nivel da regulagédo
transcricional. Nao somente a expressao dos genes de proteinas de reserva e da
biossintese de carboidratos segue um padrao semelhante durante o desenvolvimento
do endosperma (Tsai et al., 1970), como também a analise de diversos mutantes de
milho tem mostrado que alteragdes na sintese das proteinas de reserva causam
alteracbes também na expressdo dos genes da biossintese de carboidratos e vice-
versa (Barbosa e Glover, 1978; Tsai et al., 1978; Doehlert e Kuo, 1994; Giroux et al.,
1994). E importante ressaltar que estas alteragdes reciprocas sdo detectadas ao nivel

da transcrigdo génica (Giroux et al., 1994, Hunter et al., 2002).

Nesta tese apresentamos um mecanismo inédito de interagdo metabdlica entre o
embrido e o endosperma, mediado pelo sorbitol. A tese sera apresentada em trés
capitulos. O primeiro abordara a analise do banco de ESTs de milho (MAIZEST) e
como se iniciou o0 estudo sobre a sorbitol desidrogenase (SDH). O segundo capitulo se
refere a caracterizacdo do gene da SDH e a modulagao de sua expressao e o terceiro
capitulo se refere a caracterizagao do papel exercido pela sorbitol desidrogenase e o

possivel papel do sorbitol na semente de milho.



OBJETIVOS

O objetivo geral da tese foi compreender os mecanismos que controlam a
expressao da sorbitol desidrogenase (SDH) de milho e o papel da SDH e do sorbitol na

semente de milho.

O objetivo do Capitulo | foi analisar o banco de dados MAIZEST e encontrar
genes pouco conhecidos no inicio do desenvolvimento, tecido especificos, com um
grande numero de transcritos e com potencial uso da regiao regulatéria para

transformagao de plantas.

O objetivo do Capitulo 1l foi caracterizar o gene da SDH e o mecanismo de

regulacéo transcricional implicado na sua expressédo na semente de milho.

O objetivo do Capitulo lll foi buscar o entendimento do papel do sorbitol e da
SDH na semente de milho, bem como seus papéis no fluxo de carbono do endosperma

para o embrido.
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CAPITULO |

ANALISE DO BANCO DE ESTs DE MILHO

1. INTRODUGAO

Desde que sua utilidade foi descrita pela primeira vez (Adams et al., 1991),
projetos genoma baseados em ESTs (Expressed Sequence Tag) tém se mostrado
bastante valiosos. Eles consistem no sequenciamento em massa da extremidade de
clones arbitrarios de uma biblioteca de cDNA. O processo nao pretende descrever toda
a sequéncia do clone e é feita uma unica vez. Desta forma, gera-se informacéao
suficiente, na maior parte dos casos, para identificar a possivel proteina codificada por
um dado cDNA. Comparado com o sequenciamento completo de um genoma, tem-se a
vantagem de limitar o trabalho as regides codificantes do genoma, que podem
representar menos de 2% do genoma total no caso de eucariotos como o homem
(Lander et al., 2001). Além disso, as informagdes geradas por um projeto EST sdo
muito valiosas na anotagao de genomas completos.

Woo e colaboradores (2001) realizaram o primeiro estudo detalhado de
expressao génica em endosperma de milho utilizando ESTs. A analise demonstrou
que apesar do elevado numero de genes de a-zeinas presente no genoma de milho,
um numero relativamente pequeno deles é expresso. Os autores mostraram que 16%
dos transcritos presentes no endosperma de 10 a 45 DAP correspondem ao gene B1
da a-zeina de 19 kDa. A estratégia utilizada pelo grupo permitiu também a identificagéo

de trés novas proteinas exclusivas do endosperma.

Uma segunda estratégia de uso de ESTs no estudo de expressao génica em
sementes consiste na utilizagdo destes em ensaios de micro e macroarranjos. Esta
técnica foi utilizada por Ruuska e colaboradores (2002) no estudo de variagbes da

expressao génica durante o desenvolvimento de sementes de Arabidopsis.

O sequenciamento do genoma de diversas plantas de interesse esta acelerando

a aplicagao de ferramentas de biotecnologia em larga escala na agricultura, levando a
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obtencao de plantas mais adaptadas ao meio ambiente, mais produtivas e com melhor
qualidade nutricional.

No inicio do projeto EST de milho, dos 103.682 ESTs de milho disponiveis no
GenBank e no ZmDB (http://www.zmdb.iastate.edu), apenas 7999 eram provenientes
de endosperma e, mesmo assim, de apenas duas bibliotecas, uma contribuindo com
7372 ESTs e a outra com 627. Neste ambito, o projeto MAIZEST (Verza et al., 2005) foi
implementado no laboratério de Genémica de Plantas (CBMEG, UNICAMP) para o
estudo do transcriptoma do endosperma em desenvolvimento de milho e a
caracterizagao funcional de genes relacionados ao desenvolvimento e ao metabolismo
do endosperma. O projeto baseiou-se no sequenciamento de clones de cDNA
provenientes de bibliotecas de 3 fases distintas do desenvolvimento do endosperma:
10, 15 e 20 dias apds a polinizacao.

A analise inicial do MAIZEST foi em busca de genes pouco conhecidos no inicio
do desenvolvimento, endosperma-especificos, com um grande numero de transcritos e
com potencial uso da regido regulatéria para transformagdes de plantas. Foi a partir da
anadlise apresentada neste capitulo que se iniciou o estudo sobre a sorbitol

desidrogenase.

2. RESULTADOS E DISCUSSAO
2.1. A sorbitol desidrogenase é o gene com o maior numero de transcritos na
biblioteca de endosperma com 10 DAP

O banco MAIZEST (www.maizest.unicamp.br) compreende um total de 30.531
ESTs, sendo 16.100 referentes a 10 DAP, 6.387 referentes a 15 DAP e 8.044
referentes a biblioteca de 20 DAP. Para determinar quais eram os transcritos mais
abundantes em cada tempo foi feita uma analise quantitativa do numero de reads para
cada EST, nos diferentes tempos de desenvolvimento do endosperma de milho. Aos 10
DAP a sorbitol desidrogenase (SDH) foi o EST que apresentou o maior niumero de
transcritos, pelo numero de reads no banco de dados, seguido por gliceraldeido 3-
fosfato desidrogenase, fator de Hageman, proteinas ricas em glicina e enolase (Figura
2).
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Figura 2. Distribuicdo dos clusters com maior numero de reads do banco de dados MAIZEST
nas bibliotecas de 10, 15 e 20 DAP. SDH (sorbitol desidrogenase), GAPDH (gliceraldeido-3-
fosfato-desidrogenase), HF (Fator de Hageman), GRP (Proteinas ricas em glicina), enolase,
19-kD alfa zeina B1, 22-kD alfa zeina Z1, 15-kD beta zeina e 27-kD gama zeina.

Estes cinco ESTs mais abundantes codificam proteinas envolvidas em
diferentes metabolismos da semente. A SDH é uma enzima-chave em Rosaceae,
sendo a responsavel pela conversdao do sorbitol em frutose (Oura et al., 2000). Em
milho esta enzima tem fungdo desconhecida. A gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(GAPDH) é uma enzima essencial para a glicolise. Ela catalisa a converséo de
gliceraldeido-3-fosfato e NAD+ em 1,3 difosfoglicerato e NADH (Harris e Waters, 1976).
O fator de Hageman (HF) foi descrito por Woo e colaboradores (2001) como um
inibidor de protease endosperma-especifico. Proteinas ricas em glicina (GRPs) foram
descritas inicialmente como um tipo de proteina estrutural de parede celular. Em milho,
o acido absisico (ABA) e a dissecacao induzem a GRP em embrides e folhas
respectivamente. Em plantas, GRPs sao normalmente representadas por pequenas
familias multigénicas (de Oliveira et al., 1990). Assim como a GAPDH, a enolase
também é uma enzima da glicdlise, que catalisa a interconversao da 2-fosfoglicerato

em fosfoenolpiruvato (Lal et al., 1998). As enzimas envolvidas na glicolise sdo muito
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ativas no inicio do desenvolvimento, pois este é o periodo de crescimento mais intenso
do endosperma, quando ocorrem divisdes celulares simultaneas e aumento do volume
das células (Olsen, 2004).

Os genes preferencialmente expressos no endosperma foram inicialmente
selecionados comparando os resultados do MAIZEST com bancos publicos (ZMDB e
Genoplant) com bibliotecas de diferentes tecidos (Figura 3). As zeinas,
conhecidamente endosperma especificas foram usadas como controles. Dos ESTs
mais abundantes analisados, apenas a SDH e o HF se mostraram preferencialmente

endosperma-especificos.
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Figura 3. Distribuicdo dos clusters nos bancos de dados MAIZEST, ZMDB e Genoplant
comparando as bibliotecas de endosperma, folha, raiz, penddo e plantula. SDH (sorbitol
desidrogenase), GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase), HF (Fator de Hageman),
GRP (Proteinas ricas em glicina), enolase, 19-kD alfa zeina B1, 22-kD alfa zeina Z1, 15-kD
beta zeina e 27-kD gama zeina. NUumero normalizado de ESTs.

A partir deste resultado, decidiu-se prosseguir o trabalho de tese com o gene da

SDH. Chamou a atengédo o fato da expressédo deste gene ser tdo alta, até mesmo

maior do que a expressao das zeinas (Figura 2).
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Contrariamente ao esperado, a expressdo da SDH parece mesmo
desproporcional a expressao dos demais genes do metabolismo de agucares para
sintese de amido (Figura 4A), especialmente de considerado, que a SDH n&o é uma
das principais enzimas da via de biossintese de amido (Figura 4B). Portanto, ou os
dados do numero de reads nao sao corretos, ou a SDH poderia estar implicada em um
processo diferente do da sintese de amido. A sacarose que chega a semente é clivada
em glicose, UDP-glicose e frutose. A hexoquinase, que € a enzima responsavel pela
metabolizacdo da frutose produzida pela sacarose sintase e invertase, apresenta um
numero muito baixo de ESTs quando comparado com sacarose sintase e invertase,
como pode ser observado na Figura 4A. Desta forma, a SDH, que é capaz de
processar a frutose, poderia ser uma alternativa para dar continuidade ao

processamento da frutose que é produzida pela invertase e sacarose sintase.
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Figura 4. Comparagao do numero de ESTs dos genes do metabolismo de amido e esquema
da biossintese de amido. A: Distribuicdo dos clusters dos genes envolvidos no metabolismo de
amido do banco de dados MAIZEST nas bibliotecas de 10, 15 e 20 DAP. B: Esquema
simplificado da biossintese de amido em milho. As enzimas estdo em azul, os transportadores
em rosa. ADPGiIc transportador (ADP glicose transportador), AGPASE_grande (ADP-glicose
pirofosforilase  subunidade grande), AGPASE_pequena (ADP-glicose pirofosforilase
subunidade pequena), GBSS1 (amido sintase granular1), PGM (fosfoglicomutase), SBE1
(enzima ramificadora de amido 1), SBE2a (enzima ramificadora de amido 2a), SBE2b (enzima
ramificadora de amido 2b), SS1 (amido sintase 1), SS2a (amido sintase 2a), SS3 (amido
sintase 3), Sac sintase (sacarose sintase), UDP-GIc pirofosforilase (UDP-glicose
pirofosforilase), ZUP1 (enzima desramificadora de amido tipo pulanase), su1 (isoamilase),
hexose transportador, beta-amilase, Frutose-bisfosfato aldolase, hexoquinase 1 e SDH (sorbitol
desidrogenase).

2.2. A SDH nao é o gene mais expresso aos 10 DAP.

Para confirmar se o gene da sorbitol desidrogenase € realmente tdo expresso
quanto indica o numero de reads das bibliotecas de cDNA (Figura 2 e 4), foi feito
Northern blot (Figura 5) para comparar a expressao de SDH com a de zeina de 27 kDa
e a sacarose sintase. As sondas utilizadas no Northern blot tinham atividades
equivalentes e os filmes de raio X ficaram expostos durante o mesmo periodo. O

resultado obtido (Figura 5) mostrou que este gene é tao expresso quanto o da sacarose
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sintase, porém nao é tdo expresso quanto a gama zeina de 27 kDa. Segundo Doehlert,
1987a, a atividade da SDH é da mesma ordem de magnitude da atividade da sacarose
sintase, entre 10 e 25 DAP, o que corrobora o resultado do Northern blot (Figura 5).
Entretanto, o perfil de expressdo da SDH ao longo do desenvolvimento é diferente,
sendo que, pela analise in silico do MAIZEST, a SDH tem um maior numero de ESTs
do que a zeina e a sacarose sintase, enquanto pelo Northern blot a zeina tem um maior
numero de transcritos e a sacarose sintase um numero da mesma grandeza. Esta
discrepancia se deve ao fato de que aos 10 DAP as zeinas ndo sao tdo abundantes
quanto a partir de 15 DAP, o que deve ter ocasionado uma amostragem viciada do
numero de seus transcritos. Além disso, no MAIZEST foram seqlenciados mais clones
da biblioteca de 10 DAP (16.100) e uma quantidade menor em 15 DAP (6.387) e em 20
DAP (8.044), tornando dificil a analise comparativa da quantidade de transcritos
durante o desenvolvimento. Outro fato que influenciou a analise foi o tamanho dos
cDNAs considerados para se fazerem as bibliotecas. Transcritos entre 800 pb €1.800
pb foram mais amostrados, enquanto transcritos menores e maiores foram menos

amostrados. A SDH (~1.200 pb) esta entre os transcritos que foram mais amostrados,

amostrada.

enquanto a sacarose sintase, que tem um tamanho maior do que 2 kb ficou menos
A 0.. .

[
d B B

Figura 5. Comparagao da expressao de SDH, sacarose sintase e 27 kDa gama zeina por
Northern blot. A: Northern blot usando sorbitol desidrogenase como sonda, C: Northern blot
usando gama zeina de 27 kDa como sonda, E: Northern blot usando sacarose sintase como
sonda. B, D and F: Northern blot usando 26S como sonda (controle). 1- Endosperma 10 DAP, 2
- Endosperma 15 DAP, 3 - Endosperma 20 DAP e 4 - Endosperma 25 DAP.

Apesar da SDH nao ser tdo expressa quanto inicialmente esperado, € um gene
com expressao significativa e cuja funcao é indeterminada em milho, ao contrario dos
outros 4 genes com um grande numero de ESTs (Figura 2). Desta forma, prosseguiu-

se com o estudo deste gene, segundo sera mostrado nos capitulos subsequentes.
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CAPITULO II

A ATIVIDADE DA SORBITOL DESIDROGENASE DE SEMENTE DE MILHO E

MODULADA POR SACAROSE

1. INTRODUCAO

O sorbitol € um agucar alcodlico, amplamente distribuido na natureza, podendo
ser encontrado em animais, microorganismos e plantas (Touster e Shaw 1962; Bieleski,
1982). A sorbitol desidrogenase é capaz de reduzir frutose em sorbitol e oxidar sorbitol

em frutose:

SDH
Frutose + NADH+ H* «+—  Sorbitol + NAD*

A SDH foi primeiramente purificada de figado de rato (Blakley, 1951) e desde
entado ja foi purificada e caracterizada em muitos organismos (Maret e Auld, 1988; Ng et
al., 1992; Yamaguchi et al., 1994; Marini et al., 1997). Nas plantas Rosaceae, o sorbitol
€ o principal produto fotoassimilado translocado das folhas para os tecidos de reserva,
sendo responsavel por 80% ou mais do carboidrato translocado no floema de maca
(Nosarszewski et al., 2004 e Park et al., 2002). O sorbitol translocado € convertido nas
frutas destas plantas em frutose via sorbitol desidrogenase, que por isto tem um
importante papel no metabolismo do carbono dos frutos em desenvolvimento (Oura et
al., 2000).

Nas sementes de milho em desenvolvimento, ao contrario das Rosaceae, o
principal acucar translocado do floema para semente € a sacarose. Existem dois
mecanismos de quebra de sacarose quando esta chega do floema. Ela pode ser
hidrolizada pela invertase, formando glicose e frutose, ou alternativamente, pode ser
metabolizada pela sacarose sintase na presenga de UDP para formar frutose e UDP-

glicose (Figura 6). Em ambos os casos, a frutose € um dos produtos. Normalmente

18



seria de se esperar que em tecidos onde ha intensa catabodlise de sacarose houvesse
capacidade de metabolizar frutose imediatamente, uma vez que o excesso de frutose
pode inibir a a sacarose sintase (Doehlert, 1987b), sendo toxica para a semente de
milho.

Normalmente, na biossintese de amido, a frutose produzida no endosperma é
fosforilada por uma hexoquinase, enzima cuja atividade é baixa quando comparada
com a atividade da sacarose sintase no endosperma de milho em desenvolvimento
(Tsai et al., 1970; Doehlert, 1987b), podendo limitar a utilizagdo de sacarose neste
tecido.

Procurando uma via alternativa para utilizacdo dessa frutose, Doehlert (1987a)
descobriu uma sorbitol desidrogenase de semente de milho capaz de reduzir frutose
em sorbitol na presenga de NADH e oxidar sorbitol em frutose na presenca de NAD".
Sendo assim, a sorbitol desidrogenase apresentou-se como uma enzima capaz de dar
continuidade ao fluxo de carbono na semente. Apesar de encontrarmos sorbitol no
endosperma, a continuidade da via sorbitol ainda € desconhecida.

O trabalho descrito neste capitulo visou a caracterizagédo do gene da SDH e o
mecanismo de regulagdo transcricional implicado na sua expressdo na semente de
milho, lembrando que a caracterizagcdo dos mecanismos envolvidos no controle da
expressao de um gene qualquer, muitas vezes ajudam a compreender a fungdo desse

gene.
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Figura 6. Esquema resumido da via do amido em semente de milho. As enzimas da via do
amido estdo indicadas em azul, o floema, entrada de carbono na via, e o amido, que é o
principal produto acumulado durante o processamento do carbono, estdo em preto e em
negrito, os produtos intermediarios da via do amido estdo em preto e a via hipotética do sorbitol
esta destacada em rosa.

2. RESULTADOS E DISCUSSAO
2.1. A sequéncia protéica da SDH é conservada entre diferentes espécies

A sorbitol desidrogenase tem como caracteristica fundamental um sitio de
ligacdo a um unico atomo de zinco por subunidade, o que confere a atividade catalitica
do NAD-SDH, enquanto a alcool desidrogenase, por exemplo, além das diferengas
estruturais, tem 2 atomos de zinco por subunidade (Luque et al., 1998).

A sequéncia protéica da SDH do EST de milho foi comparada com as
sequéncias conhecidas de macga (Malus domestica) e homen (Homo sapiens) (Figura
7). Esta comparacdo mostrou que a sequéncia protéica € extremamente conservada, e
que a sequéncia de milho contém o sitio de ligacao, que confere a atividade NAD-SDH,

confirmando que o EST trata-se realmente de um transcrito de SDH.
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A alta similaridade entre as SDH de espécies tao distantes muito provavelmente
se deve ao fato de que os dominios de ligagdo desta proteina estao distribuidos ao

longo de toda a sequéncia e nao em blocos conservados.

Z.mays 1

M.domestica 1

H.sapiens 1

Z.mays X VCICGSDVHY)#R)
M.domestica 61 eageeringy;
H.sapiens 42
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Figura 7. Alinhamento entre as sequéncias protéicas de SDH de Zea mays - milho, Malus
domestica) — maga (Q8W2D0) e Homo sapiens — homem (Q00796) utilizando os programas
ClustalX e BoxShade. Os blocos em preto mostram a conservagao dos aminoacidos e os em
cinza a moderada conservagao dos aminoacidos. Os tragos indicam os espagos que foram
introduzidos para maximizar o alinhamento.

2.2. A expressao da SDH aumenta de 10 a 15 DAP, decaindo apds este periodo.
Ensaios de Northern blot e de atividade enzimatica mostraram que tanto a
expressao do gene SDH quanto a atividade da SDH de milho estdo intensas na
semente aos 10 DAP, tendo seu pico em 15 DAP e decaindo apds este periodo (Figura
8). Segundo Doehlert et al., (1994), a atividade da SDH se inicia aos 20 DAP e tem seu
pico em 30 DAP, decaindo apds este periodo. Esta diferengca em relagédo aos nossos

resultados provavelmente se deve as diferentes condicbes de cultivo, o que também
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pode explicar a diferenga encontrada entre os ensaios mostrados nas Figuras 5 e 8. O
aumento da expressdo da SDH coincide com o periodo de maior fluxo de sacarose
para a semente e com o pico de sintese de amido e decai a medida que a semente
comega a desidratar (Olsen, 2004), indicando que a SDH pode estar relacionada
diretamente com a nutricdo das células e a sintese de amido.

Por meio da quantificacdo de RNA e atividade enzimatica de sementes colhidas
em diferentes horarios do dia, pode-se observar que a expressao do gene nao varia
entre o dia e a noite (Figura 9). Durante a noite, embora n&o ocorra fotossintese, as
folhas de milho reconvertem o amido armazenado durante o dia, em sacarose, que é
translocada para a semente, que portanto, mantem o metabolismo dos agucares ativo.
A atividade da SDH nestes periodos tem a mesma intensidade, indicando que o sorbitol

nao pode ser um metabdlito temporario no endosperma.
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Figura 8. Expressao da SDH em sementes de milho com 10, 15, 20 e 25 DAP. A: Northern blot
utilizando como sonda o gene que codifica a enzima SDH (400 pb). EtBr - Controle com RNA
ribossomal corado com brometo de etideo. Foram utilizados 12 ug de RNA total de cada idade
de desenvolvimento da semente. B: Atividade da SDH em endosperma de milho em
desenvolvimento (10, 15, 20 e 25 DAP) a 30 °C, pH 9,0. Concentracdo de NAD 2 mM. Os
valores sdo médias de 4 ensaios diferentes.
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Figura 9. Atividade da SDH em sementes de milho durante diferentes periodos do dia. A:
Northern blot usando SDH como sonda (400 pb). B: Northern blot usando 26S como sonda
(controle). C: Expressdo da SDH normalizada em fungédo de 26S. 1 — Endosperma de milho
coletado ao meio-dia, 2- Endosperma de milho coletado a meia-noite. Foram utilizados 12 ug
de RNA total de semente. D: Atividade enzimatica da sorbitol desidrogenase em unidade/ mg
proteina.

2.3. A SDH é expressa preferencialmente no endosperma do milho

Para determinar em quais tecidos o gene SDH é expresso e confirmar a analise
in silico (Figura 3, Capitulo 1), foi feito um experimento de Northern blot com RNA de
diversos tecidos e 6rgaos da planta de milho, onde confirmou-se que o gene da SDH é
expresso predominantemente no endosperma do milho (Figura 10). Resultados iguais
foram obtidos pela analise da atividade enzimatica da SDH nos diferentes tecidos.
Como mostra a Figura 10, a atividade da enzima, feita em gel nativo, esta restrita a
semente, mais especificamente ao endosperma. A banda do gel nativo correspondente
ao local da atividade foi cortada e as proteinas foram eluidas, digeridas e avaliadas por
espectometria de massa para confirmar que a atividade encontrada era da SDH e nao
uma reacgdo inespecifica de outra desidrogenase. Esta analise resultou em trés

peptideos, todos confirmando a identidade SDH da banda visualizada no gel (Tabela

1).
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Figura 10. Localizacdo da SDH em diferentes tecidos de milho. A: SDH, Northern blot
utilizando sonda de 400 pb do gene que codifica a enzima SDH. EtBr - Controle com RNA
ribossomal corado com brometo de etideo. Foram utilizadas 12 ug de RNA total de cada tecido.
B: Atividade - Gel de PAGE nativo revelado com tampéo de reagéo (68 mM sorbitol, 0,15 mM
NAD, 0,18 mM nitro blue tetrazolium, 0,06 mM phenazine methasulfate e 50 mM Tris-HCI pH
9,0.

Tabela 1. Peptideos referentes a SDH encontrados por MS/MS.

41 50 1111,644 1111,603 0,042 LPPVGPYDVR

125 132 1071,472 1071,436 0,035 YNLCEDMK
229 237 858,467 858,456 0,011 SLGADAAVR

Para verificar se 0 gene SDH estaria relacionado com o processo de utilizagdo
do amido da semente em germinacgao, foi testada a atividade enzimatica da SDH em
sementes de milho inteiras com 24, 48 e 72 horas apds a germinagao, porém né&o
houve atividade da SDH em nenhum destes momentos. Além disso, a SDH nao foi
encontrada em embrides somaticos de milho, mesmo apds diferentes periodos de
indugcdo e regeneragcado. Foi observada, entretanto, baixa atividade de SDH em
embrides somaticos cultivados com sorbitol, como ja havia sido descrito por Swedlund
e Locy (1993).
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2.4. A SDH esta localizada no endosperma amilaceo

A semente de milho é dividida principalmente em pericarpo, nucelo, embrido,
regiao placento-chalazal e endosperma. O endosperma esta dividido basicamente em
quatro tipos celulares: o endosperma amilaceo, a camada de aleurona, as células de
transferéncia e as células da regido que circunda o embrido (Figura 11). O papel exato
da regiao que circunda o embrido ndo € conhecido, mas seus possiveis papéis séo: a
nutricdo do embrido, uma barreira fisica entre 0 embrido e o endosperma durante o
desenvolvimento da semente ou uma zona de comunicagdo entre o embrido e o
endosperma. As células de transferéncia se desenvolvem na parte basal do
endosperma e vao até o tecido vascular materno, onde facilitam a transferéncia de
solutos, principalmente sacarose, aminoacidos e monossacarideos através do
plasmalema entre os compartimentos simplasticos (planta materna) e apoplasticos
(endosperma). O endosperma amilaceo representa a maior parte do endosperma. As
células deste tecido acumulam amido e proteinas de reserva que sao codificadas por
transcritos diferencialmente expressos nestas células. As células da aleurona cobrem o
perimetro do endosperma com excecdo da regido das células de transferéncia. A
funcao principal desta regido € mobilizar, na germinagéo, amido e proteinas de reserva
do endosperma amilaceo através da producéo de hidrolases, glucanases e proteinases

depois da estimulagdo hormonal do embrido (Olsen, 2004).

Figura 11. Tipos celulares do endosperma de milho. Endosperma amilaceo (se),
aleurona (al), células de transferéncia (tc), células que circundam o embrido (ESR). O embrido
esta indicado por (e). Figura retirada de Olsen, 2004.
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Por meio de experimentos de atividade enzimatica e Northern blot verificou-se
que a expressdao da SDH ocorre exclusivamente no endosperma (Figura 10). Para
determinar qual a regiao especifica do endosperma que expressa SDH, de maneira a
correlacionar o local com uma possivel funcao, foi feita atividade in situ. Descobriu-se
que a SDH é expressa exclusivamente no endosperma amilaceo, predominantemente
na parte basal, porém com distribuicdo em toda a regido (Figura 12 A e B). Como
controle, para detectar atividade enddgena nao especifica, usou-se tampao de reacao
sem o substrato sorbitol (Figura 12 C e D). A localizagdo da atividade SDH parece
relacionada ao processamento da sacarose, nos tecidos onde ocorre a metabolizagao
da sacarose para sintese de amido e ou nutricdo celular. Ndo parece particurlamente
ligada ao processo de translocagao de sacarose para dentro do endosperma, situagao
em que esperariamos expressao da SDH nas regides proximas a zona de células de

transferéncia (Figura 11) e tampouco parece relacionada a aleurona ou ao embrido.

Figura 12. Atividade enzimatica in situ em sementes de milho de 16 DAP. A e B: Sementes
com tampéo de reagdo (68 mM sorbitol, 0,15 mM NAD, 0,18 mM nitro blue tetrazolium, 0,06
mM phenazine methasulfate e 50 mM Tris-HCI, pH 9,0). C e D: Sementes com tampao de
reacdo, sem sorbitol. A escala representa 2 mm.
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2.5. O gene SDH tem expressdao aumentada em mutantes que acumulam mais

sacarose

Historicamente, os estudos de mutantes tém permitido obter uma grande parte
das informagdes sobre a cadeia de genes envolvidos na sintese de amido. Para
verificar se a expressdo do gene da SDH estaria relacionada ao metabolismo da
sacarose, foram analisados dois mutantes da via da biossintese de amido, sugary1 e
shrunken2, conhecidos por apresentarem maior acumulo de sacarose na semente, e
um mutante da via de sintese de proteina, opaco2, como controle. No mutante
shrunken2, ocorrem reducdo de amido e aumento de agucares, sendo as principais
enzimas afetadas a ADPG-pirofosforilase, que diminui, e a hexoquinase, que aumenta
a expressao. No mutante sugary1, ocorre redugado de amido e aumento de agucares e
fitoglicogénio, sendo afetadas a enzima desramificadora, que diminui a expressao, e a
enzima ramificadora de fitoglicogénio, que aumenta a expressao (Motto, 2003). No
mutante opaco2, ocorre redugao das zeinas, principalmente na da classe de 22 kDa,
dentre outros genes. O locus opaco2 codifica um fator de transcricdo que ativa os
genes cuja expresséo € diminuida nos mutantes (Motto, 2003).

Pelo resultado dos ensaios de Northern blot, pode-se observar um aumento do
numero de transcritos de SDH nos mutantes sugary1 e shrunken2 (Figura 13). Nestes,
a expressao de SDH é maior em todas as idades analisadas, e principalmente aos 25
DAP, idade em que ocorre grande diminuigdo dos transcritos de SDH nas sementes
normais. A analise da expressao génica da SDH em mutantes ndo havia sido realizada
anteriormente, entretanto, sabia-se que a atividade enzimatica da SDH no mutante
shrunken2 era aumentada em comparagao com a semente normal (Doehlert e Kuo,
1990), corroborando os resultados encontrados.

O mutante opaco2 tem aos 20 DAP uma expressao levemente maior de SDH do
que o milho normal (Figura 14). Damerval e Guilloux (1998), por meio de anadlise de
sementes de milho normais e mutantes opaco2 em gel 2-D, encontraram proteinas de
diversos metabolismos diferencialmente expressas. Dentre as proteinas com
expressao aumentada em opaco2, eles encontraram um polipeptideo correspondente a
enzima sorbitol desidrogenase, corroborando os nossos resultados. O aumento da

expressao do gene SDH neste mutante de proteinas de reserva pode ser devido ao
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maior acumulo de acucares. De fato, sabe-se que o milho opaco2 desidrata mais
tardiamente, o que € um sinal de uma maior quantidade de acucares. Nao é raro que
mutagcdes na via de sintese de proteinas de reserva sejam acompanhadas por
variagbes na sintese de amido (Giroux et al., 1994). De qualquer forma, apesar das
diferengas na expressdo de SDH entre selvagem e mutante opaco2, a alteragéo
verificada nos mutantes sugay? e shrunken2 é muito mais drastica do que aquela

verificada no opaco?2 (Figuras 13 e 14).

LaF DAF DAF
19 20 25 1% Z0 2% 15 20 25

Su- [Wwe Sgy -

Selvagemn Sugary 1 Shrunken 2

Figura 13. Expressdo do transcrito da SDH nos mutantes sugaryl e shrunken2. SDH -
Northern blot usando SDH como sonda (400 pb) durante o endosperma em desenvolvimento
(15, 20 e 25 DAP) em diferente mutantes de milho (Selvagem, Sugary1 e Shrunken2); EtBr-
Controle com RNA ribossomal corado com brometo de etideo. Foram utilizados 12 uyg de RNA
total de sementes de milho.

Selvagem opaco?2
5 10 15 20 5 10 15 20

. o SDH

Figura 14. Expresséo do gene da SDH no mutante opaco2. SDH - Northern blot usando SDH
como sonda (400 pb) em milho selvagem (5, 10, 15 e 20 DAP) e opacoZ2 (5, 10, 15 e 20 DAP) .
EtBr- Controle com RNA ribossomal corado com brometo de etideo. Foram utilizados 12 pg de
RNA total de sementes de milho.
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2.6. A expressao e atividade da SDH repondem a sacarose

A expressdo aumentada da SDH em mutantes pode indicar que a regulagéo do
gene responde ao aumento dos agucares, mais provavelmente a sacarose, pois varios
genes sao regulados por este agucar, incluindo o gene da sacarose sintase (Giroux et
al., 1994). Para comprovar esta hipotese foram injetadas diferentes concentragdes de
sacarose na espiga de milho. Era esperada uma correlagao positiva entre a quantidade
de transcritos e a concentracdo de sacarose injetada. Como mostra a Figura 15
ocorreu um aumento da expressao génica e da atividade enzimatica conforme se
aumentava a concentracdo de sacarose, até um platd onde o aumento da sacarose
levou a inibicdo da SDH. Outros acucares como manitol, frutose e sorbitol foram
injetados e levaram a inibicdo da SDH, porém como nao ha certeza que estes
agucares, ao contrario da sacarose, que € o principal acucar translocado do floema
para a semente de milho, foram translocados para dentro da semente, esses
resultados nao foram conclusivos. De acordo com Giroux et al., (1994), genes
envolvidos na sintese de sacarose devem ser reprimidos pela sacarose, enquanto
aqueles envolvidos na degradagao da sacarose devem ser estimulados. Portanto, se
deduz que a SDH esteja relacionada com a degradagdo de sacarose, conforme o

esperado.
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Figura 15. Northern blot e atividade enzimatica para SDH de sementes de milho tratadas com
diferentes concentracdes de sacarose (0 a 300 mM). SDH - Northern blot usando SDH como
sonda (400 pb). EtBr- Controle com RNA ribossomal corado com brometo de etideo. B:
Atividade da enzima SDH de endosperma de milho tratado com diferentes concentragdes de
sacarose (0 a 300 mM). A atividade foi feita a 30 °C, pH 9,0. A concentracdo de NAD usada foi
de 2 mM. Os valores sao a média de 5 ensaios. As letras correspondem ao teste ANOVA de
um critério com pés-teste LSD, p<0,05.

2.7. O aumento de atividade de SDH nao esta associado a fosforilagdo da enzima
e parece decorrer apenas do aumento da transcrigao

As mesmas sementes de espigas injetadas com sacarose foram também usadas
em analise de cinética enzimatica para verificar se a atividade aumentada da SDH, nas
sementes de espigas injetadas com sacarose, € somente devido ao aumento da
transcricdo ou se estaria ocorrendo também aumento da atividade por modificacdo pos-
traducional, como por exemplo, fosforilagcdo. Por meio da variagao da concentragao do
substrato sorbitol, observou-se que quanto maior a concentragdo do substrato, maior a
atividade enzimatica, até alcangar um platdé onde a enzima atinge a sua velocidade
maxima comportando-se de acordo com a cinética de Michaelis-Menten (Figura 16 A),
o que corrobora o trabalho feito por Doehlert (1987a), no qual a enzima foi
caracterizada em milho pela primeira vez. A partir destes dados, foi feita a conversao

pelo método de Hanes-Woolf, para se obter os valores de Km e Vmax (Figura 16 B e
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Tabela 2). O valor do Km encontrado neste trabalho é a metade do valor encontrado
por Doehlert (1987a), provavelmente pelo fato do autor ter usado a enzima purificada,
enquanto neste trabalho foi usado extrato bruto. Os nossos resultados mostraram que
o Km se manteve constante nos diferentes extratos. A Vmax, ao contrario, foi maior nos
extratos de sementes de espigas injetadas com sacarose. Este resultado indica que o
aumento de atividade observado nas sementes de espigas injetadas decorre do
aumento da quantidade da enzima presente, e ndo da ativagdo pdés-traducional da
mesma. Este resultado foi confirmado pelo tratamento do extrato protéico com
fosfatase alcalina. Como mostra a Tabela 3 n&o houve reducdo na atividade SDH,
mesmo quando o extrato foi tratado com altas doses de fosfatase alcalina. Portanto,

estes resultados indicam que o controle do gene SDH se da ao nivel transcricional.
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Figura 16. Atividade da SDH em sementes tratadas com diferentes concentragbes de sacarose
(0 a 150 mM). A: Curva de saturacao da SDH, pH 9.0 a 30 °C. A concentragcao de NAD foi de
10 mM. B: Dados convertidos pelo método de Hanes-Woolf. Os valores sdo a média de 5
extracoes.

Tabela 2. Valores de Km e Vmax da atividade de SDH em sementes de milho tratadas com
diferentes concentracdes de sacarose obtidos pelo método de Hanes-Woolf.

Tratamento Km Vmax
Controle 4,34 64,60

50 mM sacarose 4,28 86,21
100 mM sacarose 472 93,28
150 mM sacarose 4,26 138,89
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Tabela 3. Efeito da defosforilacdo na atividade de SDH utilizando fosfatase alcalina (0-5 U).

Fosfatase alcalina (U) Atividade, unidade/mg proteina
0 627,22
0,25 608,48
0,5 644,53
1 640,20
2,5 547,92
5 648,85

2.8. Sequénciamento do clone genémico da SDH

Apesar da caracterizacdo da atividade enzimatica da SDH ter sido feita por
Doehlert j4 em 1987a, o gene que codifica esta enzima ndo havia sido descrito
anteriormente. Para obtencdo de uma sequéncia genémica do gene SDH utilizou-se
uma biblioteca comercial BAC (CUGI). Para identificacdo dos possiveis clones de SDH,
os filtros da biblioteca BAC foram hibridizados com uma sonda de cDNA de SDH obtida
do MAIZEST (Figura 17). Foram observados 38 clones positivos na hibridagdo, dos
quais foram comprados os 5 clones que apresentaram sinal mais forte. A presenca do
gene nestes 5 clones foi verificada por Southern blot (Figura 18). Os clones 2 e 5
demonstraram ser falsos positivos. Prosseguiu-se o estudo com o clone 1. Para
sequenciar este clone, fez-se uma biblioteca shotgun de 1.440 subclones e
sequenciaram-se 672. Para fazer o agrupamento das sequéncias foi criado um site
(https://carolina.cbmeg.unicamp.br/mzbacs/), onde as sequéncias eram depositadas,
‘trimadas’ e montadas. Foram obtidos um total de 100 clusters (Tabela 4). Destes, um
cluster de 7.050 pb e um singleton de 892 pb eram referentes ao gene da sorbitol
desidrogenase, o restante do BAC era constituido principalmente de transposons.
Apesar de termos uma sequéncia grande, faltava um pequeno fragmento entre o
cluster e o singleton. Foi desenhado um par de primers, e o fragmento faltante de 200
pb foi amplificado e sequenciado, obtendo-se uma regido ininterrupta de 8.151 pb. De
posse desta sequéncia, foi feita a predicdo de ORFs (Open Reading Frame) com o
‘Genscan’ (http://genes.mit.edu/GENSCAN.html), somente foi encontrada a ORF do
gene da SDH. As sequéncias foram depositadas no Genbank com os seguintes
numeros de acesso: DQ191049 e DU132578 a DU133156 e ficardo disponiveis a partir
de julho de 2006.
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Figura 17. Resultado da hibridagdo de um dos filtros da biblioteca BAC de milho. A membrana
é dividida em seis regides e os clones se apresentam sempre aos pares. A seta indica um

clone que provavelmente possui o gene que codifica a enzima sorbitol desidrogenase.

Clones BAC

1 2 3 4 5

Figura 18. Southern blot para confirmar os clones BAC da CUGI utilizando como sonda um
fragmento do gene SDH de 1.200 pb. Os clones BAC de milho de 1 a 5 foram digeridos com a

enzima Hind lll, que foi utilizada para a construgcao da biblioteca.

Tabela 4. Distribuigao dos reads seqlienciados do BAC de milho

Total de Reads Total de Total de reads Total de TOt?' de clusters
(singletons +

singletons nos contigs contigs contigs)

usados no
clustering

579 59 520 41 100
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Para verificar se o gene SDH era cdpia unica e, portanto, certificar-se que toda a
informagdo sobre a regulagdo encontrava-se no clone sequenciado, foi feito um
Southern blot. Na Figura 19 é possivel observar a presenga de apenas uma banda na
hibridacdo com diferentes enzimas e uma vez que este gene nao apresenta sitio
interno das enzimas utilizadas, foi possivel inferir que este gene apresenta uma unica

cépia no genoma do milho.

10 Kb
8 Kb

6 Kb
5 Kb
4 Kb
3,5Kb
3 Kb

Figura 19. Southern blot quantitativo para o numero de copias do que codifica a enzima sorbitol
desidrogenase de milho. 1 — Ladder 1 kb (Fermentas), 2, 3 e 4 — DNA de milho digerido com
Eco RI, Bam HI e Hind Ill respectivamente.

2.9. O gene SDH tem um intron a menos em comparagao com o gene SDH de
arroz

A estrutura do gene SDH foi obtida a partir da comparagdo da sequéncia de
cDNA de milho obtida do MAIZEST e do clone BAC sequenciado, utilizando o
programa ‘Sim4’. A regido 5 nao traduzida do gene sequienciado tem 5052 pb e a 3’
539 pb. A sequéncia de arroz possui uma alta similaridade (88%) com a de milho na
regido codificante, conforme mostra a Figura 20. O gene da SDH de milho tem trés
exons (124, 68 e 907 pb) e dois introns (1.382 e 99 pb), enquanto o de arroz tem quatro
exons (133, 68, 236 e 670 pb) e trés introns (788, 77 e 80 pb), ou seja, tem um intron a
mais (Figura 21). A perda de introns durante a evolugao é pouco compreendida, sendo
que a perda de introns é mais frequente que o ganho. Pensa-se que a perda de introns
ocorre normalmente por meio da recombinagdo do gene com o cDNA (Cho et al.,
2004). O gene de Arabidopsis tem cinco exons (118, 68, 528, 188 e 192 pb) e quatro
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introns (96, 99, 85 e 94 pb), como mostra a Figura 21. Comparado com gene de arroz,
o de milho parece ter perdido um intron, e ambos parecem parecem ter perdido o
ultimo intron em relagcao ao gene SDH de Arabidopsis, conservando-se a presenga dos
dois primeiros introns. A analise filogenética feita pelo método Neighbor-Joining, com
valores de bootstraps de 1.000 replicagdes entre a possivel sequéncia de proteina de
milho e de outras plantas monocotileddneas e dicotiledéneas mostra que a SDH de
milho e arroz sdo mais proximas evolutivamente, em relagdo a de Arabidopsis (Figura
22). Portanto, parece coerente sugerir que o gene SDH esteja de fato perdendo introns
ao longo da evolugdo dessas espécies, assim como ocorre com 0s genes Adh de
classe lll (Luque et al., 1994). O gene SDH de Drosophila tem 5 introns, enquanto o
gene SDH de Saccharomyces cerevisiae, Bombyx mori e Homo sapiens, que
apresentam 0, 7 e 8 introns, respectivamente, mostrando um aumento do numero de

introns conforme a complexidade do genoma aumenta (Luque et al., 1998).
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Milho 1 nuxelelelerv:NelelerXe CeChv: Al CGAINGCGGCGGCGGC GG ittt CleGele\GET]
Arroz 1 kvyelelelerv:XelelerNe Gig ALV ®CGAE Cle€eT
Milho CYAGAGGAGAACATGGCGGCGTGGCTGGTIGCO®AAGAACACCCTCAAGATCATGCCCTTCAAG
Arroz [(FWMCAGGAGAACATGGCGGCGTGGCTGGTEGC®AAGAACACCCTCAAGATCATGCCCTTCAAG]

USRI NN C TCCCGCCOGT®GGCCCTTATGATGTCCGOGTE@CGOATGAAGGCAGTGGGEATITGCGGC
S oo AN VAR CTCCCGCCIAGTINGGCCRTTATGATGTCCGIGT®CGEATGAAGGCAGTGGGOAT®TGCGGC]
JUSBIR TR AN /\ GCGAIMGTGCACTACCTCAGGGAGATGCGCAT®GCGCAMTITCGTGGTGAAGGAGCCGATG

S ale} AR/ GCGABMGTGCACTACCTCAGGGAGATGCGCATIGCGCANTTCGTGGTGAAGGAGCCGATG
Milho 232 [eaierNiyelelelelorNejerNeuyelslelo G eleloleiNecuyCerelente/eGelels c CloelelsleiyerNolelonNoon G
S ale VANNVANO G T GATCGGGCACGAGTGCGC®MGGCGTGATINGAGGAGGT®GGCARCGGCGTGACGCACCT®
VRN TRV C CGT[@GGCGACCGCGTGGCGCT®GAGCCEGGCETCAGCTGCTGGCGCTGC®MG®CACTGC
)b e eV ANNCIVNE C CGT®@GGCGACCGCGTGGCGCT®GAGCCIMGGCATCAGCTGCTGGCGCTGCRG®@CACTGC
Milho 352 hk¥Xelelelefele ETACAACCTETGCGAGGACATGAAGTTCTTCGCCACCCCECCEGTECAC]
S aaleANNCIIUN/\ )\ GGGCGGOCGOTACAACCT®MTGCGAGGACATGAAGTTCTTCGCCACCCCHCCI®GT®CAC
Milho 412 ®TCECT] G"CCAGGTGGTGCACCCGGCCG‘CCTGTGCTTCAAGCTCCCCG‘CﬁiG
Arroz 420 ®CT®GCOAACCAGAT®GTGCACCCINGEMGAINCTGTGCTTCAAGCTECCEGACAAS
s RN T RN/ G T GAGCCTGGAGGAGGGCGCCATGTGCGAGCCGCTGAGCGTGGGCGTGCACGCGTGCCGC
y:Sa VANV G T GAGCCTGGAGGARAGGCGCCATGTGCGAGCCGCTGAGCGTGGGCGTGCACGCGTGCCGC
Milho 532 [eedelecec EGGGCC@GAGACGGGEGTGCTEET®GT GGGCGCEGGOCC®ATCGGCCTJ
S ale - ANNYAN C GCGCOGCAMGT®CGGCCE@GAGACGGGEGCTGCTEATEATGGGCGCEGGECCIEATCGGCCTG
Milho 592 [ENGTEGelNe/euNelelslelelefelseCielsCunneleleleelofeClele/efesleniGeyNe c ifelelNeler\ T euxele)Ne
Sl VANV C TONCOCTGCTGGCGGCGCCEMGCETTCGGCGCGICGCGCGT®MGTCGATCGTGGAM®GTGGAC
Milho 652 [eC/erNelelelsloniG G eleleiye/elsls ECTEGGCGCEGACGCEGCCGTGOGGGTGTCGECS
Arroz 660 [eArerNeleleleloyyC Tels{eyyelelefeiC ®CT®GGCGCOGACGCEGCCGTGIRGGGTGTCGEC!E
Milho 712 [eleleielelelerNeleyXe/CINGECGenClerNeleNelericeleCruNeCleCeloele/sCruNe/elels T ClelerNoruNe
Arroz 720 [eelojelelelerNelerNeiGpyCeGClerGerNelexelerV: (sleCh €GCGGCIgATGGGCIE@GGACATC
USRIV G\ CGTOAGCCTGGACTGCGCCGGGTTCAGCAAGACEMATGICGACGGCGCTGGAGGCGACG
S ale V- ANNNAIUNGACGT@AGCCTGGACTGCGCCGGGTTCAGCAAGACEETGECGACGGCGCTGGAGGCGACG
Milho 832 [eeGCClelelelslelelerVNeleyyeuyelsionyCeuneleleleruieleleClerNer:vNelerNeruNerNele Cuelslefe/onye
S ale AR LA C Cloele CGCGCGGGAAGGTGTGCCTO®GTCGGGATGGGECACAACGAGATGACGETGCCGCTG

Milho 892 INeeGeeleleleelslecCGCelelerNeleiNelerNeeuyeleyyeleleC cuyciuyeleleleyy:Noyv:Nele) X7 Xe Cuyele
Arroz 900 KIXeleT(elelelefelelele:\ T C AlelelerNelepyelerNeleyyeleyyelele /. iy  yynelelelcyyNorvNeleyXorNe Cuyele

UGN TNV CCGCT@TGCATCGAMTTCCTECGCAGCGGCAAGETE®GACGT[®AAGCCGCTCATCACCCAC
)N VALV CCGCT®TGCATCGAEGTTCCTO@CGCAGCGGCAAGATOGACGT[@AAGCCGCTCATCACCCAC

Milho 1012 [eeCiuyeleleCinyenyele(orNe C clelerNoleNe/erNelerXeleloCuniyelerNeleuNor:Nelslelofols]e Clelelslefele
Arroz 1020 [eeriyyeleleCiyyeyyeleorNe G (elerNeleyyelerNelerXelelsCunyelerNelesyorNelslelefels]e T clelelefcle

Milho 1072 GCCZ—\T A AAGTCATGTTCAACCTCT
A

Arroz 1080 ®GCCATO@AAGGTCATGTTCAACCTCT|

Figura 20. Alinhamento da regido codificante de milho e arroz utilizando os programas ClustalX
e Boxshade. Em preto esta representada a conservacdo das seqiiéncias e em cinza a
moderada conservacgao das sequéncias nucleotidicas.
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Figura 21. Esquema da estrutura do gene da sorbitol desidrogenase de Z. mays (milho), O.
sativa (arroz) e A. thaliana (Arabidopsis). Os niumeros indicam os exons e as letras os introns.
As distancias sdo proporcionais aos tamanhos em pb.
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Figura 22. Analise filogenética da proteina SDH em angiospermas. A analise filogenética dos
genes da SDH foi feita pelo método Neighbor-Joining com valores de bootstraps de 1.000
replicagoes. Zea mays esta em vermelho, outras monocotileddneas em verde e dicotiledéneas
em azul. Zea mays (milho), Saccharum spp. (cana-de-agucar), Oryza sativa (arroz),
Arabidopsis thaliana, Malus domestica (maca), Eriobotrya japonica (néspera), Prunus cerasus
(cereja), Prunus persica (péssego).

2.10. A regiao regulatéria no intron 1 controla a intensidade da expressao de SDH

Partindo da premissa de que elementos regulatérios sdo conservados ao longo
da evolugéo, foi feita a comparacdo do DNA genbmico de arroz e milho, visando
encontrar possiveis regides conservadas em areas nao codificantes, porém como
mostra a Figura 23, apenas as regides codificantes mostraram-se conservadas,
podendo indicar uma distancia evolutiva muito grande a ponto de n&o se conservarem

os elementos regulatorios destas duas espécies. Foram testados diversos programas
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de alinhamento de sequéncias, como sugerido por Nardone et al., (2004), porém todos

eles apresentaram o mesmo resultado.
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Figura 23. Resultado da comparacgao das sequéncias de SDH de milho e arroz realizada pelo
programa “Advanced Pipmaker”’. Neste grafico a cor verde representa intron e a azul exon. A
regido codificante esta indicada pela seta. Os quadrados pretos indicam os exons do milho, os
quadrados cinzas indicam regido com CpG/GpC>0,75, os quadrados brancos indicam regido
com CpG/GpC=>0,60. As regides com no minimo 50% de similaridade estdo indicadas pelas
linhas pretas.

Como nao houve similaridade entre as sequéncias nao codificantes de milho e
arroz, decidiu-se testar a presenca de elementos regulatorios por meio de ensaios
experimentais. Foram feitas trés construcbes de expressao transiente, utilizando a
sequéncia regulatoria do gene SDH de milho e o gene repérter GUS. A primeira
construcédo continha 0,5 kb de regido promotora da SDH e foi chamada
pRTO0,5SDHGUS, a segunda continha 2,0 Kb da regido promotora de SDH e foi
chamada pRT2,0SDHGUS e uma terceira contrugcdo com 2,0 Kb da regidao promotora
e o primeiro exon e intron da SDH, foi chamada pRT3,6SDHGUS (Figura 24). Esta
ultima construgao foi feita para investigar o primeiro intron, uma vez que, normalmente
em plantas, o intron localizado mais préximo a regido 5 contém os elementos
regulatérios (Luehrsen e Walbot, 1991; Clancy e Hannah, 2002, Rose, 2002; Jeong et
al., 2006). Como controle da transformagdo, utilizou-se uma construgdo com o
promotor 35S do virus do mosaico da couve-flor (P RT35SGUS).

Inicialmente, foram bombardeados sementes e coledptiles de milho. Como
mostram as Figuras 24 e 25, as sementes e os coledptiles bombardeados com a
construgcao pRT3,6SDHGUS apresentaram uma quantidade maior de pontos azuis do
que as outras construgdes, inclusive maior que o controle, tanto nas sementes quanto

nos coleoptiles. As sementes bombardeadas com pRT2,0SDHGUS apresentaram uma
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maior quantidade de pontos azuis do que as bombardeadas com pRT0,5SDHGUS.
Inversamente, em coledptiles o pRT0,5SDHGUS levou a um numero maior de pontos
que o pRT2,0SDHGUS. Tanto as sementes quanto os coledptiles bombardeados com
a construcao controle, pRT35SGUS, apresentaram um maior numero de pontos do que
as bombardeadas com as construgées pRT0,5SDHGUS e pRT2,0SDHGUS (Figuras
24 e 25). Os dados obtidos permitem inferir que o controle da tecido-especificidade
pode estar na regiao de até 500 pb da regido promotora, pois esta regiao foi suficiente
para obter pontos azuis localizados apenas na regidao do endosperma. O fato de haver
expressao também no coledptile ndo é incomum a este tipo de ensaio, mas
provavelmente representa um artefato da técnica, pois genes que regulam as
prolaminas, que sao endosperma-especificos, também apresentam pontos de
transformagado em coledptiles (Freitas et al., 1994). Também podemos inferir a partir
dos resultados que o intron 1 é o principal responsavel pela intensidade da expressao

do gene SDH em milho, ou seja, deve conter um elemento “enhancer”.
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Figura 24. Esquema das constru¢des com as regides regulatérias da SDH (& esquerda),
sementes transformadas (ao meio) e coledptiles transformados (a direita). Os resultados das
transformacdes estdo ao lado das respectivas contrugdes. Os pontos azuis indicam os pontos

de atividade de GUS.
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Figura 25. Grafico da expressédo trasiente em sementes e coledptiles transformados com as
construgées pRT0,5GUS (0,5 Kb), pRT2,0GUS (2,0 Kb), pRT3,6GUS (3,6 Kb) e pRT35SGUS
(35S). As barras indicam a média de pontos de atividade de GUS de 6 repeticoes.

2.11. A transcrigcao do gene SDH é ativada por sacarose e hipoxia

Para conhecer melhor o modelo experimental de transformacgao transitéria de
coledptiles, com especial atencéo a biologia implicada na expressdo do gene SDH, foi
testado se os coledptiles tinham atividade de SDH e se esta era ativada em presenca
de sacarose, assim como verificado em sementes de espigas injetadas com sacarose.
Como mostra a Figura 26, os coledptiles ndo apresentam atividade de SDH, porém
quando foram cultivados em presenga de sacarose por 6 horas, a atividade de SDH foi

induzida, seguindo uma curva semelhante a encontrada em sementes (Figura 15).
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Figura 26. Atividade da enzima SDH de coledptile de milho tratado com diferentes
concentracdes de sacarose (15-150 mM) e coledptiles ndo tratados, como controle. A reagao
foi feita a 30 °C, pH 9.0. A concentracdo de NAD usada foi de 2 mM.
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Ao verificar que a expressao do gene SDH também é induzida por sacarose nos
coledptiles em cultura, de certa maneira, dispunha-se de um modelo experimental
apropriado para avaliar in vitro o efeito indutor da sacarose na transcricdo do gene
SDH, confirmando os resultados obtidos no experimento de injecdo de sacarose nas
espigas (Figuras 15 e 16). Além disso, aproveitou-se para avaliar o efeito da hipoxia,
que é uma condi¢cdo encontrada no endosperma amilaceo (Rolletschek et al., 2005),
onde se localiza a maior expressao de SDH (Figura 12).

Coleoptiles de milho foram bombardeados com a construg¢éo pRT3,6SDHGUS, e
cultivados em meio liquido contendo diferentes agucares, como a sacarose, glicose e
frutose. Para avaliar o efeito da hipoxia, o meio liquido com sais MS foi borbulhado com
hélio. Como mostra a Figura 27, a expressdao do SDH é aumentada na presenca de
sacarose e hipoxia, e quando os coledptiles foram submetidos a ambas condi¢cdes
houve um aumento ainda maior da expressao do SDH. Ao contrario, a frutose e a
glicose nédo parecem ter efeito significativo na expressdo do SDH, desta maneira
descartando também a hipdtese de que o aumento da expressao fosse causado por
estresse osmotico. Além disso, o promotor constitutivo 35S (Construgdo pRT35SGUS)
nao respondeu a nenhum dos tratamentos (Figura 27). Apesar dos experimentos de

bombardeamento apresentarem alta variabilidade entre as repeticdes, a analise
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estatistica dos dados permite concluir que tanto a sacarose quanto a hipoxia tem um
efeito indutor e aditivo na transcricdo do gene SDH (Figura 27). Este resultado é
corroborado pelos experimentos de injecdo de sacarose na espiga (Figura 15) e explica
aquele obtido na analise da expressdo de SDH nos mutantes sugary1 e shrunkenZ2
(Figura 13). As construgdes pRTO0,5SDHGUS e pRT2,0SDHGUS também foram
avaliadas, mas o baixo numero de pontos azuis obtidos (dados nédo apresentados),
aliado a mencionada variabilidade dos resultados, ndo permitem tecer conclusdes
confiaveis.

A resposta a hipoxia e a sacarose parecem estar normalmente relacionadas nos
genes do metabolismo de agucares, como o0 gene da sacarose sintase de milho, que
também responde a ambos estimulos (Zeng et al., 1998). Aparentemente, o aumento
da expressdao mediado pela sacarose € mediado pelo fluxo metabdlico de carbono,
mais do que pelos niveis da sacarose. A falta de oxigénio pode interromper o ciclo de
Krebs, comprometendo o fluxo metabdlico da glicélise. Se este € de fato o caso, a
baixa quantidade de oxigénio também pode alterar este sistema. A maior parte dos
genes diminui a expressao quando estdo em condigdes com pouco oxigénio, porém
alguns genes como a sacarose sintase ndo. Embora a sacarose sintase e a invertase
possam ambas clivar sacarose, a expressao da invertase diminui em condigdes com
pouco oxigénio, ao contrario da sacarose sintase, que aumenta. Desta forma, tanto o
acucar quanto os niveis de oxigénio podem alterar o fluxo de carbono por meio da
primeira etapa da glicélise, que é catalizada pelas hexoquinases, que também mediam
a primeira etapa na via de sinalizagdo dos agucares (Zeng et al., 1998 e Koch et al.,
2000).
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Figura 27. Grafico da expressao transiente de coleoptiles cultivados com diferentes agucares e
submetidos a hipoxia. Os coledptiles foram cultivados em meio liquido contendo: sais MS (1),
sais MS e 50 mM de sacarose (2), sais MS e 50 mM de frutose (3), sais MS e 50 mM de glicose
(4), sais MS e hélio borbulhado no meio (5) e sais MS com 50 mM de sacarose e hélio
borbulhado no meio (6). Os coledptiles foram transformados com as construgao pRT3,6GUS e
pRT35SGUS , como controle. As barras indicam a média do numero de pontos azuis (atividade
de GUS) e desvio padrao (n=5 repeticoes).

2.12. Possiveis elementos cis-regulatérios no intron 1 do gene SDH

Como apresentado anteriormente, a tentativa de encontrar possiveis elementos
regulatérios por meio do alinhamento das sequéncias de SDH de milho e arroz ou
Arabidopsis nao foi bem sucedida, talvez pela distancia evolutiva entre essas espécies.
Decidiu-se entdo clonar e sequenciar o primeiro e segundo intron de espécies mais
préximas do milho, como Coix, milheto, sorgo, aveia e cana-de-agucar.

Como mostra a Figura 28, observou-se uma diferenga de tamanho no intron 1 e

uma conservacdo do tamanho do intron 2 entre as espécies testadas. E interessante
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notar que o intron 1, que regula a expressdo génica em milho, em todas as espécies
apresenta-se maior do que o intron 2, o que ocorre também em alguns outros introns
“regulatorios”, como o do gene da sacarose sintase de milho (Clancy e Hannah, 2002)
e da profilina de Arabidopsis (Jeong et al., 2006). Quando as sequéncias foram
comparadas, observamos que o intron 2 apresentava muito mais regides conservadas
entre espécies de tribos de sub-familias diferentes, enquanto que o intron 1
apresentava regides conservadas apenas entre tribos mais préximas, pertencentes a
mesma sub-familia (Figura 29). E bastante intrigante que justamente o intron 1, onde
se localizam as regides regulatorias parecga estar sofrendo tanta alteracéo ao longo da
evolugao das espécies, enquanto que o intron 2 parece bem mais conservado (embora
nao saibamos ainda se o intron 2 exerce alguma funcgao regulatéria responsavel pela

sua maior conservagao ao longo da evolugéo.

123 456 7 8 91011 123 4567 89 10 11

—

B T TS T,

Intron 1 Intron 2

Figura 28. Amplificacdo dos introns 1 e 2 de diferentes espécies de gramineas. 1 — Ladder 1
Kb Fermentas, 2 — Ladder 100 pb Invitrogen, 3 — Milho, 4 — Coix, 5 —Milheto, 6 — Sorgo, 7 —
Aveia, 8 — Cana, 9 — Arroz, 10 — BAC (Controle positivo), 11 — Controle negativo (sem DNA).
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Figura 29. Classificacdo das Gramineae mostrando a relacdo entre os cereais cultivados e
comparagao do intron 1 e 2 de SDH de milho com diferentes gramineas. As seqiiéncias dos
introns 1 e 2 de milho foram comparadas com as seqliéncias das demais espécies utilizando o
programa Pipmaker. Os tragos nos graficos indicam a similaridade com mais de 50% das
sequéncias nucleotidicas. Na classificacdo das gramineas estdao em verde as espécies com
similaridade no segundo intron, porém nao no primeiro; em vermelho estdo as espécies com
similaridades no segundo e primeiro intron e em azul as espécies que nao foram testadas.

Foram encontrados quatro possiveis elementos regulatérios conservados, com
total homologia, no intron 1 comuns a milho, milheto, sorgo, cana-de-agucar e Coix,
como mostra a Figura 30. Sao eles DOF, E-BOX/MYC, ARR1 e PYRIMIDINE. O DOF é
unico em plantas, foi isolado de milho e é um fator endosperma especifico que se liga
1999). O motivo E-BOX/MYC esta

relacionado com resposta a desidratagcao e outros fatores abiéticos (Oh et al., 2005). O

ao Prolamin Box (Yanagisawa e Schimidt,

motivo ARR1 esta envolvido na ligagdo ao DNA e ativagdo da transcricdo por
citoquininas (Sakai et al., 2000). E finalmente o motivo PYRIMIDINE que €& um
elemento cis do complexo GARE que responde a giberelina e estd envolvido na
repressao por agucares (Morita et al., 1998). Para verificar a presenga do fator de
transcricdo correspondente a cada um destes sitios de ligacao, fez-se uma busca no

MAIZEST e foram encontradas possiveis proteinas para DOF, E-BOX/MYC e
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PYRIMIDINE, e uma proteina de ligagdo ao DNA para ARR1. Os elementos
regulatérios aqui descritos devem ser considerados apenas como informagao
preliminar até que ensaios experimentais confirmem sua funcionalidade na regulagao
da expressao do gene SDH. Entretanto, o fato de ndo termos encontrado estes
elementos nas espécies mais distantes do milho (aveia e arroz), ja pode ser uma

indicacdo de diferencas no metabolismo e fungdo do sorbitol nas sementes dessas

especies.
Intron 1
1 2 34
—Hi
5’ U 3
Nome do fator Strand Sequéncia
] DoF (-} AAGTTCCCATCTTTTTITGCATTGT
Il E-BOX/MYC (+) TGTTTGCACGTGCTGAA
B ARR1 (+) ATCGARGATTTGGTCAGCGTCAGC GTTTTC
1 PYRIMIDIHE BOX (+) TCCCTTTTGGGA

Figura 30. Esquema da distribuicdo dos elementos regulatérios no intron 1 da SDH de milho.
Os fatores estao localizados em escala e indicados por cores. A tabela indica em qual strand
esta o fator e a seqliéncia onde foram localizados os fatores. As sequiéncias séo similares a
milho, Coix, milheto, sorgo e cana-de-agucar. A sequéncia sinal esta sublinhada.
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CAPITULO 1l

PAPEL DO SORBITOL NA SEMENTE DE MILHO - NUTRICAO DO EMBRIAO?

1. INTRODUCAO

Nas sementes de milho em desenvolvimento o principal agucar translocado do
floema para semente é a sacarose. Existem dois mecanismos de quebra de sacarose
quando esta chega do floema. Ela pode ser hidrolizada pela invertase, formando
glicose e frutose, ou alternativamente, pode ser metabolizada pela sacarose sintase na
presenca de UDP para formar frutose e UDP-glicose. Em ambos os casos, a frutose é
um dos produtos. Até o momento, sabe-se apenas que a frutose pode ser fosforilada
pela hexoquinase e que posteriormente segue, por diversas outras etapas, até o amido
(Figura 4B — Capitulo 1). Varios artigos descreveram a presenga das hexoquinases em
sementes de milho (Cox e Dickinson, 1973, Tsai et al., 1970 e Doehlert, 1987b). Porém
0s niveis da atividade das hexoquinases sdo baixos quando comparados com os da
invertase e da sacarose sintetase (Tsai et al., 1970 e Doehlert, 1987b). Esta
observagado sugere que a atividade da hexoquinase pode limitar a utilizacdo de
sacarose pelas sementes em desenvolvimento. Além disto, a frutose em excesso pode
inibir a sacarose sintase (Morell e Copeland, 1985; Doehlert, 1987b), o que poderia
acarretar, em caso extremo, na interrup¢do da translocagdo da sacarose do floema
para a semente (Koch, 1996).

Doehlert (1987a) descobriu uma via alternativa de utilizacdo da frutose no
endosperma, catalizada pela enzima sorbitol desidrogenase. A sorbitol desidrogenase
de semente de milho é capaz de reduzir frutose em sorbitol na presenga de NADH e
oxidar sorbitol em frutose na presengca de NAD. Entretanto, a correlacdo negativa
encontrada entre a frutose e a atividade de SDH (Doehlert e Kuo, 1990) indica que a
dire¢do da reagéo, normalmente, se da de frutose para sorbitol. Sendo assim, a sorbitol
desidrogenase apresentou-se como uma enzima capaz de aliviar o acumulo de frutose
no endosperma. Faltava contudo, determinar qual o proximo passo na metabolizagao

do sorbitol (Figura 6).

49



Apesar da alta atividade de SDH no endosperma amilaceo, o sorbitol ndo é
acumulado no endosperma, indicando que é um metabdlito intermediario. Doehlert
(1988) sugeriu que o sorbitol poderia ser posteriormente convertido em glicose pela
atividade de uma aldose redutase (AR), como acontece em mamiferos. Entretanto, até
o presente momento, nao foi possivel detectar uma atividade de AR no endosperma de
milho, ficando, portanto, a questdo do destino do sorbitol em aberto. Durante o
desenvolvimento desta etapa do trabalho da tese, estudando os dados da literatura,
pensou-se em duas alternativas, ndo excludentes, para o destino do sorbitol sintetisado
no endosperma do milho.

Uma primeira alternativa para o uso do sorbitol no endosperma seria sua re-
conversao em frutose, pela mesma SDH. Ou seja, o sorbitol serviria como um alivio
temporario da alta concentragcao de frutose, que além disso poderia também controlar o
balanco NAD/NADH .

Uma segunda alternativa para o uso do sorbitol produzido no endosperma seria
sua translocagao para o embrido. Carey et al., (1982) descreveram o acumulo de
sorbitol pelo embrido de milho em desenvolvimento. Uma vez que o embrido nao
sintetisa sorbitol (n&o tem atividade SDH), a unica explicagdo para o seu acumulo no
embrido seria a importagao do sorbitol sintetisado no endosperma. Esta possibilidade
parece bastante interessante se considerarmos que embora existam diversas
publicagdes em relagdo ao transporte de carbono do floema para a base da semente,
nada se sabe sobre o transporte entre o endosperma e o embrido (Rolletschek et al.,
2005).

A semente de milho em desenvolvimento € suprida pela sacarose que vem do
floema, através do pedicelo e células de transferéncia até os principais compartimentos
do endosperma e embrido. A sacarose é introduzida no endosperma por transferéncia
apoplastica (parede celular), pelos transportadores de sacarose, de maneira ativa. Uma
vez dentro das células do endosperma, a sacarose € clivada em hexoses (glicose,
UDP-glicose, frutose), que sao translocadas dentro do endosperma por transferéncia
simplastica (citoplasma), pelos plasmodesmatas (Giaquinta et al., 1983, Nolte e Koch,
1993) .

A difusdo das hexoses segue em diregao a parte superior do endosperma onde

o estoque de amido se inicia. O embrido esta distante da regido de transferéncia da
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semente e nao existe sistema vascular conectando o pedicelo da semente ao embrido.
O fluxo de fontes de carbono para dentro do embrido parece ser fortemente controlado
por caracteristicas da regido do endosperma que circunda o embrido, porém o0s
mecanismos especificos sdo desconhecidos, mas provavelmente envolvem as
invertases e seus inibidores (Rolletschek et al., 2005).

Os resultados apresentados neste capitulo buscaram o entendimento do papel
do sorbitol e da SDH na semente de milho, bem como seus papéis no fluxo de carbono

do endosperma para o embrido.

2. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.1. Aldose redutase — Uma alternativa para metabolizagao do sorbitol

Procurando desvendar qual era o destino do sorbitol produzido no endosperma,
e dispondo do banco de EST de endosperma e outros bancos publicos de ESTs de
milho, fez-se uma busca por genes homadlogos a enzimas capazes de utilizar o sorbitol,
como substrato, como a aldose redutase (AR), NADP-dependente sorbitol
desidrogenase e sorbitol oxidase. Destes, apenas o gene da AR foi encontrado
expresso na semente de milho. A AR seria capaz de converter sorbitol em glicose,
como foi sugerido por Doehlert (1988). As aldose redutases sdo enzimas monoméricas
NADPH-dependente que tém especificidade por diversos agucares e aldeidos
aromaticos. O unico gene/enzima de AR ja descrito em cereais foi em cevada, que
apresenta expressao no embrido da semente. O substrato da AR do embrido da
cevada ainda nao foi definido. A enzima apresenta baixa afinidade a substratos como
glicose, gliceraldeido e eritrose (Roncarati et al., 1995), sendo que o sorbitol n&o foi
testado (Bartels, D. comunicacéo pessoal). Até agora nao foi encontrada atividade de
AR na semente de milho, provavelmente devido a dificuldade em isolar a enzima ativa.

Como mostra a Tabela 5, o transcrito AR encontrado € muito mais expresso no
embrido de milho do que no endosperma. O fato de encontrarmos AR também nas
pontas de raizes e outros tecidos ndo é incomum, uma vez que 0 mesmo ocorre com
outras proteinas-chave do metabolismo de carboidratos da semente, como as

invertases e sacarose sintase (Koch, 2004). Por meio de ensaios de RT- PCR (reverse-

51



trancriptase PCR) confirmamos que a AR de milho, embora expressa em diversos

tecidos, mas ndo é expressa no endosperma e sim no embrido (Figura 31).

Tabela 5. Distribuicdo do ESTs- da possivel aldose redutase em bibliotecas de cDNA de
diferentes tecidos. Niumero normalizado de ESTs por biblioteca (x10.000).

Gene Endosperma | Folha | Raiz | Pendédo | Plantula | Embridao
Aldose Redutase 0,62 1,44 | 44,50 3,31 0,72 5,68

1 2 3 4 5§ 6 7T 8 9 10

-«+— 933 pb

Figura 31. Analise de RT-PCR amplificando um fragmento relativo a AR. 1 — Ladder 1 kb
Fermentas, 2 — Raiz, 3 - Folha, 4 — Embrido, 5 — Endosperma 10 DAP, 6 — Endosperma 15
DAP, 7 — Endosperma 20 DAP, 8 — Coledptile, 9 — Controle negativo (sem DNA) e 10 — Ladder
100 pb Invitrogen.

O gene da aldose redutase de milho quando comparado com o de cevada (H.
vulgare) (Roncarati et al., 1995) fica distante evolutivamente, o que pode sugerir
diferenca na funcdo (Figura 32) e a possibilidade de que em milho a AR seja capaz de

usar o sorbitol como substrato.
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Figura 32. Analise filogenética da aldose redutase em diferentes espécies. A andlise
filogenética da proteina aldose redutase foi feita pelo método NJ com valores de bootstraps de
1000 replicagdes. Zea mays esta em vermelho, plantas em verde, microorganismos em preto e
animais em azul. Oryza sativa (arroz), Zea mays (milho), Digitalis purpurea (Common foxglove),
Arabidopsis thaliana, Hordeum vulgare (cevada), Pachysolen tannophilus (levedura),
Saccharomyces cerevisiae, Bos taurus (boi), Sus scrofa (porco), Oryctolagus cuniculus
(coelho), Homo sapiens, Mus musculus (camundongo), Rattus norvegicus (rato).

Devido as dificuldades em medir a atividade da AR e visando caracterizar e
verificar a capacidade desta enzima de milho em metabolizar o sorbitol em glicose, o
cDNA da AR (MAIZEST) foi clonado em pET28a, com o His-tag na regidao N-terminal
(pET28aNcolXhol) e C-terminal (pET28aNdelBamH]). Inicialmente foram testadas para
as duas construcdes a expressao nas temperaturas de 25 °C e 37 °C e nos tempos de
inducao 4, 6 e 12 horas. Como mostra a Figura 33, a condi¢ao de indugéo por 6 horas
a 37 °C apresentou o melhor resultado para ambas as construgdes, em termos de

rendimento por tempo. Uma vez padronizada a condicdo de inducdo, foi feita a
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expressao em uma escala maior e a proteina foi purificada primeiramente em uma
coluna de afinidade com niquel. Conforme mostra a Figura 34 as fragdes eluidas entre
50 e 200 mM de imidazol apresentaram a maior parte da AR (34,561 kDa) e uma
menor quantidade de contaminantes. Podemos perceber também nesta figura que a
construcdo com o His-tag na regido N-terminal apresentou um rendimento maior do
que a construgcdo com o His-tag na regido C-terminal. Portanto, a partir deste ponto foi
utilizada apenas a construcao pET28aARNCcolXhol. As fragbes eluidas foram dializadas
e submetidas a uma purificacdo em coluna aniénica. Os testes de atividade com a
proteina AR recombinante purificada ainda nao foram realizados, mas serao

fundamentais para confirmar a afinidade desta enzima pelo sorbitol.

25 °C 37 °C 25 °C 37 °C
L Oh 4h 6h 12h 4h 8h 12h L ©Oh 4h 6h 12h 4h 6h 12h
kDa
B0 —
a0 —
e +— 34,561
B — - kDa
o —

20—
16 —
10|

pET28aARNcolXhol pET28aARNdelBamHI

Figura 33. Expressdo da AR de milho em pRIill com as constru¢gdes pET28aNcolXhol e
pET28aNdelBamHI. L — Ladder de proteina BenchMark (Invitrogen). Expressao induzida de 0 a
12 horas em 25 e 37 °C. A seta indica a banda correspondente a AR (34,561 kda).
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Figura 34. Etapas de purificagdo da proteina AR nas construcbes pET28aNcolXhol e
pET28aNdelBamHI. L - Ladder de proteina BenchMark (Invitrogen), S — Fragao soluvel, P —
Precipitado, FT (Flow-through) — sobrenadante que ndo se ligou a resina, L1 — lavado e
gradiente de imidazol de 5 a 200 mM. A seta indica a banda correspondente a AR (34,561
kDa).

2.2. Identificagao de um transportador de sorbitol no endosperma de milho

O embrido nado expressa a SDH, portanto, a AR n&o teria o sorbitol como
substrato nesse tecido, a ndo ser que o mesmo fosse translocado do endosperma para
o embrido. Revisando a bibliografia, verificamos que Carey et al. (1982) identificaram
quantidades crescentes de sorbitol no embrido em desenvolvimento. Uma vez que o
embrido nao sintetiza sorbitol, como explicar o acumulo do mesmo nesse tecido? Duas
hipéteses poderiam ser formuladas. Na primeira, menos plausivel, o sorbitol
encontrado no embrido seria decorrente da oxidagao da glicose pela AR. Na segunda
hipétese o sorbitol encontrado no embrido teria sua origem no endosperma, de onde
seria constantemente translocado para subsequente metabolizagdo pela AR. Somente
parte do sorbitol eventualmente ndao metabolizado seria acumulado no embrido,
explicando porque o acumulo de sorbitol no embrido seja muito inferior a quantidade
esperada se levassemos em conta a grande atividade de SDH do endosperma e a
quantidade de sorbitol constantemente produzida.

O transporte de hexoses normalmente € realizado por meio de proteinas
transportadoras (Koch, 2004). Portanto, se a segunda hipotese for verdadeira,
provavelmente existe um transportador de sorbitol na semente de milho. Analisando os

bancos de ESTs de milho foi possivel encontrar um transcrito que codifica um possivel
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transportador de sorbitol (Tabela 6), que é aparentemente expresso apenas no
endosperma. A baixa expressao do transportador de sorbitol € compativel com a idéia
de que sua expressao esta restrita a uma sub-regido pequena do endosperma,
provavelmente a que circunda o embrido. Resumidamente, a nossa hipotese consiste
na frutose sendo convertida em sorbitol pela SDH, o sorbitol sendo translocado para o
embrido pelo transportador de sorbitol, e no embrido, finalmente, o sorbitol seria

reduzido em glicose pela AR, como mostra a Figura 35.

Tabela 6. Distribuicdo do EST do possivel transportador de sorbitol em bibliotecas de cDNA de
diferentes tecidos. Numero normalizado de ESTs por biblioteca (x10.000).

Gene Endosperma | Folha | Raiz | Pendao | Plantula | Embriao
Transportador de Sorbitol 0,15 0,00 | 0,00 0,00 0,00 0,00

Endosperma

Amido

/SDH

Frutose <= Sorbitol

Iranspbqgt?do ’ ‘3‘\'
e sorbito I
.‘Sorhitgf "Ix'

._IAR f
. Glicose

Embriio

Sacarose

Figura 35. Esquema hipotético em sementes de milho da via do sorbitol, onde a frutose é
reduzida em sorbitol pela SDH, o sorbitol é translocado para o embrido pelo transportador de
sorbitol e convertido em glicose pela AR. A sacarose é translocada para a semente e
convertida em frutose e posteriormente em amido em varias etapas.

2.3. O sorbitol sintetizado no endosperma é transportado para o embridao
Para confirmar o transporte de sorbitol do endosperma até o embrido, sementes
de milho foram injetadas na camada mais externa do endosperma com 10uL de

solugéo 1M de sorbitol marcado com carbono 13 ou agua, como controle. Apds 6h as
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sementes injetadas foram colhidas e o endosperma foi separado do embrido (que foi
cuidadosamente lavado para retirar restos de endosperma). Estes érgaos foram entéo
macerados e 0s agucares foram extraidos com alcool 80%, depois liofilizados e lidos
em espectrometria de massas. A Figura 36 mostra, como esperado, presenca de
sorbitol no endosperma injetado. A Figura 37 mostra que o extrato alcoolico de embrido
também contém sorbitol marcado, comprovando, portanto, que houve transporte deste

agucar do endosperma para o embrido.

Endosperma 6h Agua i TOF M8 ES.
100 1
Glicose/Frutose
181.08
95 Isotopdlogo de Sorbitol
miz 179
180.08
; J : A
Endosperma 6h1M
sy 179,08 181,08 TOF M$ Eé-
Sorhitol
Glicose/Frutose
Isotopdlogo de
Tk mjz 179
l Sorbitol marcado
120,08 ./
182,09
o | I miz
176 177 178 178 180 181 182 183 184 185

Figura 36. ESI-MS do endosperma apds 6 horas da injecdo na semente de milho. Acima
espectro onde foi injetado agua, como controle e abaixo espectro onde foi injetado *C sorbitol.
As setas indicam a massa do acucar identificado. Em vermelho esta indicada a massa do
sorbitol marcado.
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Embrido 6h Agua
100 1

1TE0E TOF M2 ES-

Glicose/Frutose
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miz 179

l 181.09
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Embrido 6h 1M
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Glicose/Frutose

. Sorhitol
Isotopdlogo de /

¥ miz 179
l 121.08
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l 1820
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Figura 37. ESI-MS do embrido apds 6 horas da injegdo na semente de milho. Acima espectro
onde foi injetado &gua, como controle e abaixo espectro onde foi injetado "*C sorbitol. As setas
indicam a massa do acucar identificado. Em vermelho esta indicada a massa do sorbitol
marcado.

Além disso, verifica-se (Figura 38) que o sorbitol marcado € quebrado em
glicose e/ou frutose. Embora n&o tenha sido possivel diferenciar o pico da glicose
daquele da frutose, estes resultados parecem indicar que o sorbitol, chegando no
embrido, € usado em processos subsequentes. Como o embrido ndo tem atividade
SDH (que converteria sorbitol em frutose), o pico de hexose '*C corresponderia &
glicose produzida via reducdo do sorbitol pela possivel AR do embrido. Uma outra
possibilidade seria o transporte para o embrido de *C-frutose proveniente da oxidagao
do "*C-sorbitol no endosperma pela SDH. Entretanto, esta hipdtese parece menos
plausivel, porque a quantidade de '*C-frutose/glicose € maior no embrido que no
endosperma (Figura 38). Podemos observar na Figura 38 que existe frutose/glicose
vindas do sorbitol marcadas no embrido e endosperma onde foi injetada agua, este fato
nao é estranho, pois encontramos acgucares marcados naturalmente. Observamos na

Figura 38 que a intensidade relativa dos agucares marcados € a mesma para 0s
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embrides e endospermas injetados com agua e com sorbitol marcado. Isto ocorre
porque a area visualizada corresponde a 100% do valor do ion com maior m/z, no caso
frutose/glicose, porém a intensidade nominal do embrido e endosperma injetados com

sorbitol marcado s&o maiores do que nos injetados com agua.

A EmbriScEh M

TOF M5 E&-
i 361,156 eE
] *. )
] Frutose ! Glicose Frutose / Glicose
] Marcado
y 3 T + 1
B  Embridcsh Agua 362,119 TOF M5 ES-
100 7 361,125
% ]
0 . .
C 1|!Eundu:-sperrna Bh M 361221 TOF M5 E5-
1 362,193
]
0 = T T
D 1I!Eﬂndnsperma Eh Agu=a 261,162 TOF ME ES-
362131
e

T 1 miz
361 362

Figura 38. ESI-MS do embrido (A e B) e endosperma (C e D) apés 6 horas da injecao na
semente de milho. B e D, espectro onde foi injetado agua, como controle; e A e C espectro
onde foi injetado *C sorbitol. As setas indicam a massa do acucar identificado.

2.4. O embriao sobrevive tendo o sorbitol como unica fonte de carbono?

Embora existam diversas publicagdes em relagdo ao transporte de carbono do
floema para a base da semente, nada se sabe sobre o transporte entre o endosperma
e o embrido (Rolletschek et al., 2005). O embrido estd distante da regido de
transferéncia da semente e nao existe sistema vascular conectando o pedicelo da
semente ao embrido. Os nossos dados preliminares sugerem que o sorbitol € um dos
agucares translocados para o embrido. Este cenario parece bastante interessante se
considerarmos que o endosperma, devido a intensa sintese de amido em curso,
compete com o embrido pelo agucar que entra na semente. Numa situagao destas, a

sintese de sorbitol seria uma alternativa eficaz para que parte do carbono ingressante
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na semente escapasse a maquinaria de sintese de amido do endosperma (uma vez
que o endosperma nao tem atividade AR para metabolizar o sorbitol) e poderia ser
transportada para suprir as necessidades do embrido em desenvolvimento. Se este
fato for verdadeiro, espera-se que o embrido, em condicdes extremas, possa
sobreviver tendo como unica fonte de carbono o sorbitol. Para testar esta hipotese,
embrides de 14 DAP de milho foram colocados em meio contendo sacarose, sorbitol ou
manitol como unicas fontes de carbono. Como mostra a Figura 39, o embrido
apresenta crescimento comparavel tanto em sacarose como em sorbitol, mas ndo em
manitol. Corroborando nossos resultados, mas apontando também para uma fungao do
sorbitol na diferenciacéo celular embrionaria, Swedlund e Locy (1993) observaram que
o crescimento dos calos em sorbitol foi diferente do que o observado com outras fontes
de carbono, tendo o sorbitol propiciado o crescimento de apenas calos embriogénicos e
sendo que os calos crescidos em sorbitol tiveram uma maior capacidade de

regeneragao do que os crescidos em sacarose.

Figura 39. Embrides de milho com 14 DAP crescidos com sais MS (4,5 g/l) em todos os
tratamentos por 7 dias. 1 — Sais MS, 2 — 87,65 mM manitol, 3 - 87,65 mM sacarose e 4 - 87,65
mM sorbitol.
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2.5. Qual a importincia da sintese de sorbitol no endosperma para o

desenvolvimento do embridao?

Como mostra a Figura 39 o embrido também apresenta bom desenvolvimento
tendo a sacarose como unica fonte de carbono. Carey et al. (1982) comprovaram que o
embrido também acumula sacarose ao longo do desenvolvimento. E de se perguntar,
portanto, se o sorbitol ndo seria apenas uma alternativa secundaria a sacarose para o
desenvolvimento do embrido. Para averiguar esta possibilidade, um mutante da SDH
foi isolado do banco de mutantes de milho UniformMu (McCarty et al, 2005) (Figura 40),
em colaboragcdo com a Dra. Karen Koch (University of Florida). Como mostra a Figura
41, o mutante para o gene SDH é letal para a semente, indicando que a SDH e a
correspondente sintese de sorbitol desempenham papel crucial no desenvolvimento da
semente. O possivel inserto do gene da SDH parece estar 100 pb acima do sitio de

inicio da tradugao, isto pode contribuir para a variagdo dos graus fenotipicos.

Uniformbiu Maize Grid 1 - X

A B 123 4567 8 31011 21214151617 18192021 222024
B50bp— =
+—618bp Unifor midu Maize Grid1- Y
D 12345673 210112 IHISIENIBI9D N 22234
6500p—+ -

Figura 40. Screening dos mutantes SDH da populagdo UniformMu. Foram amplificadas bandas
unicas da SDH de milho com primers especificos para a regiao 5’ (A) e 3’ (B) do gene. Ambos
os primers foram usados em conjunto com primers especificos Mu para a busca no UniformMu
Reverse Genetics Grids dos insertos Mu no gene da SDH. Possivel inserto Mu na SDH do
UniformMu Maize Reverse Genetics Grid 1 (C e D). A banda adicional observada na figura D,
que nao esta indicada pela seta, é provavelmente devido ao uso rotineiro do PCR neste eixo
para busca de outros insertos. Trés plantas desta familia apresentaram fenétipo marcante na
semente que variam na severidade da deformacdo do endosperma e embrido em uma unica
espiga.
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Figura 41. Fenodtipo da semente de milho da familia UniformMu carregando o possivel inserto
Mu inserido no gene da SDH. As sementes selvagens sao cheias (ambas bronze e amarela) e
estdo entremeadas com sementes mutantes que variam de quase normais a sementes com
pericarpo vazio, tendo pouco desenvolvimento do endosperma ou embrio.

O efeito do mutante SDH é tao drastico que n&o parece ser unicamente devido a
falta de sorbitol como fonte de carbono para o embrido, principalmente se levarmos em
conta que a sacarose também ¢ translocada para o embrido e que o embrido sobrevive
tendo como unica fonte de carbono a sacarose. Portanto, deve haver uma outra causa
para o fendtipo letal verificado. O endosperma ndo é um tecido fotossintético e ndo ha
sistema vascular de transporte, sendo assim um ambiente pobre em oxigénio. Nestas
condic¢oes, a sintese de amido pode levar a um aumento de NADH, pela metabolizagao
da sacarose, que acaba por ser toxico para a semente (Rolletschek et al., 2005). Uma
vez que a sintese de sorbitol consome NADH, auxiliaria na detoxificagdo da semente.
Se este fato for verdadeiro, é esperado que quanto maior a quantidade de sacarose
que ingressa na semente, maior seja a necessidade de detoxificagdo do NADH e
portanto, maior a atividade da SDH necessaria. Como apresentado no Capitulo Il desta
tese, o raciocinio acima parece estar de acordo com o aumento de expressédo do gene

SDH verificado sob estimulo da sacarose e hipoxia.
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CONCLUSOES

1)

2)

3)

5)

6)

7)

8)

9)

SDH é um dos transcritos mais abundantes na biblioteca de endosperma no

inicio do desenvolvimento (10 DAP).

A expressdo da SDH tem seu pico aos 15 DAP caindo a niveis baixos aos 25
DAP.

A SDH é expressa preferencialmente no endosperma, mais especificamente na
regido basal do endosperma amilaceo.Nos mutantes sugary? e shrunken2 a
atividade da SDH e a transcrigdo do gene SDH é maior do que nas sementes

selvagens.
A transcri¢do do gene SDH é induzida por sacarose e hipoxia.

O gene da SDH de milho é dividido em trés exons e dois introns, sendo que

ocorre uma perda de introns durante a evolugao das plantas.

O intron 1 da SDH contém elementos regulatorios que controlam a intensidade

da transcrigao.

O sorbitol pode ser transportado do endosperma para o embrido na semente de

milho.

Foi encontrada a expressdo de uma aldose redutase no embrido de milho e

ESTs de um possivel transportador de sorbitol no endosperma.

10) O sorbitol pode ser translocado do endosperma para o embrido pelo

transportador de sorbitol e ser convertido em glicose pela aldose redutase no

interior do embrido.

11) Os embrides de milho conseguem se desenvolver tendo como unica fonte de

carbono o sorbitol.

12) A inativagao do gene SDH ¢ letal para a semente de milho.

63



CONSIDERAGOES FINAIS

O metabolismo de amido e proteinas de reserva de milho vem sendo estudado
ha muito tempo e os primeiros genes relacionados a estas vias foram identificados por
meio de estudos com mutantes. Muito foi descrito sobre a fisiologia e genética da
semente de milho, porém alguns processos ainda permanecem desconhecidos,
principalmente os relacionados a nutricdo do embrido.

O metabolismo do sorbitol, ligado ao fluxo de carbono e por sua relagédo com a
diabetes, tem sido amplamente estudado, porém em milho, sua fungcdo permanece
indefinida. A presencga do sorbitol no endosperma e embrido de milho foi descrita por
Carey et al. (1982). Shaw e Dickinson (1984), demonstraram por meio de experimentos
com carbono marcado que o sorbitol ndo é translocado das folhas para a semente e
nem é acumulado. A sorbitol desidrogenase (SDH) de sementes de milho, que é capaz
de metabolizar frutose em sorbitol e sorbitol em frutose, foi primeiro caracterizada
bioquimicamente por Doehlert (1987a). Doehlert et al. (1988) sugeriram que o sorbitol
poderia ser um intermediario na biossintese de amido, servindo como substrato para
sintese de glicose via uma enzima tipo aldose redutase (AR). Todavia, até agora,
nenhuma atividade de AR pbde ser detectada no endosperma de milho, ficando o
destino do sorbitol incégnito neste tecido.

O metabolismo do sorbitol em milho permaneceu esquecido por muito tempo,
até que por meio de analises feitas no banco de dados MAIZEST verificamos que aos
10 DAP a SDH foi o EST que apresentou o maior numero de transcritos, segundo
estimado pelo numero de reads no banco de dados. Os resultados apresentados no
Capitulo | desta tese mostram que é possivel que o endosperma sintetize uma grande
quantidade de sorbitol e despertaram o questionamento sobre qual seria o papel do
sorbitol na semente de milho.

Dispondo de um banco de ESTs de endosperma e de outros bancos publicos de
ESTs de milho, encontramos o gene da AR expresso no embrido de milho. A SDH nao
€ expressa neste tecido, portanto, a AR nao teria o sorbitol como substrato no embriao,
a nao ser que o sorbitol fosse translocado do endosperma para o embrido. Carey et al.

(1982) ja haviam identificado quantidades crescentes de sorbitol no embrido em
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desenvolvimento. Considerando que o sorbitol encontrado no embrido teria que ser
transportado do endosperma para o embrido procuramos € encontramos um
transportador de sorbitol no endosperma de milho, por meio de analises nos bancos de
ESTs de milho.

Por meio de experimentos com sorbitol marcado com carbono 13, comprovamos
o transporte do sorbitol do endosperma para o embrido. Além disso, os dados parecem
indicar que o sorbitol marcado, chegando ao embrido, € convertido em glicose, via
reducao do sorbitol pela AR embrionaria.

Embora existam diversas publicagdes em relagcdo ao transporte de carbono do
floema para a base da semente, nada se sabe sobre o transporte entre 0 endosperma
e o embrido (Rolletschek et al., 2005). O embrido esta distante da regido de
transferéncia da semente e ndo existe sistema vascular conectando o pedicelo da
semente ao embrido. Os dados mostrados no capitulo Il sugerem que o sorbitol € um
dos agucares translocados para o embrido. Este cenario pareceu bastante interessante
considerando que o endosperma, devido a intensa sintese de amido em curso,
compete com o embrido pelo agucar que entra na semente. Numa situacao destas, a
sintese de sorbitol seria uma alternativa eficaz para que parte do carbono ingressante
na semente escapasse a maquinaria de sintese de amido do endosperma (uma vez
que o endosperma nao tem atividade AR para metabolizar o sorbitol) e poderia ser
transportado para suprir as necessidades do embrido em desenvolvimento. Através de
experimentos de cultura in vitro, comprovamos que o embrido imaturo de milho
consegue sobreviver tendo o sorbitol como unica fonte de carbono, indicando que o
embrido, de fato, consegue metabolizar o sorbitol e usa-lo subseqlientemente como
forma de energia.

Além disso, isolamos um mutante de SDH para verificar se o sorbitol ndo seria
apenas uma alternativa secundaria a sacarose para o desenvolvimento do embrido. O
mutante para o gene da SDH mostrou ser letal para a semente, indicando que a SDH e
a correspondente sintese de sorbitol desempenham importante papel no
desenvolvimento da semente.

O efeito do mutante SDH se mostrou tao drastico que néo parece ser devido
unicamente a falta de sorbitol como fonte de carbono para o embrido. Alias, a sacarose

também é translocada para o embrido e 0 embrido também sobrevive tendo a sacarose

65



como unica fonte de carbono. Portanto, como explicar o fendétipo letal verificado no
mutante sdh/sdh? Considerando que o endosperma € um ambiente pobre em oxigénio,
a metabolizacdo da sacarose para sintese de amido certamente leva a um aumento
consideravel de NADH, que pode chegar a ser toxico para a semente (Rolletschek et
al., 2005). Uma vez que a sintese de sorbitol consome NADH e recupera NAD,
auxiliaria na detoxificagcdo da semente. Se este raciocinio é verdadeiro, espera-se que
quanto maior a quantidade de sacarose que entra na semente, maior seja a
necessidade de detoxificagdo do NADH. Ensaios de Northern blot, atividade enzimatica
e expressado transiente, descritos no Capitulo I, permitram demonstrar que a
transcricdo do gene SDH é induzida pela sacarose e hipoxia, corroborando a hipétese
acima.

Portanto, podemos sugerir a partir destes resultados que o fluxo de carbono do
endosperma para o embrido se da da seguinta maneira: a sacarose chegando no
endosperma ¢é clivada em frutose, que por sua vez pode ser reduzida a sorbitol pela
SDH, numa reagao que recupera NAD e auxilia na manutengdo do equilibrio
NADH/NAD no endosperma. O sorbitol, por sua vez, € transportado através de um
possivel transportador de sorbitol para dentro do embrido. Uma vez no embrido, o
sorbitol € metabolizado em glicose por uma aldose redutase, sendo desta forma,
utilizado como fonte de carbono.

Os resultados apresentados nesta tese mostram um mecanismo inédito de
interagcdo metabdlica entre o embrido e o endosperma, mediado pelo sorbitol, cuja

sintese na semente, até entio, era tida como um caminho “sem saida”.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

1) Caracterizar o mutante SDH por meio de caracterizagdo anatémica e fisioldgica das
sementes mutantes sdh/sdh e SDH/sdh ao longo do desenvolvimento.

2) Investigar a translocagao de sorbitol do endosperma para o embrido em tempo real
por meio de micro-injetagdo de '*C sorbitol marcado nas sementes de milho em
desenvolvimento, acompanhando o fluxo através das sub-regibes da semente
(Rolletschek et al, 2005).

3) Caracterizar o possivel transportador de sorbitol expresso na semente de milho,
quantificando sua expressao em diferentes regides da semente por RQ-PCR (PCR em
tempo real) e localizando os mMRNAs por hibridizag&o in situ. Testar funcionalmente o
transportador de sorbitol, por meio de expressao heterdloga em levedura e testes de
internalizacao de sorbitol marcado (Weschke et al., 2000).

4) Caracterizar a aldose redutase na semente de milho do mesmo modo descrito para
o transportador de sorbitol, expressar o gene da AR em sistema heterdlogo e iniciar a

caracterizagao bioquimica da proteina recombinante

5) Investigar os elementos regulatérios do intron 1 por meio de ensaios de

transformacao transiente e permanente.
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MATERIAL E METODOS

As técnicas rotineiras de Biologia Molecular empregadas neste projeto estado
descritas nos seguintes manuais de laboratério: Sambrook et al., 1989; Gelvin et al.,
1993; Coligan et al., 1997 e Ausubel et al., 1997.

1. Material vegetal

Foram utilizadas nos experimentos plantas de milho (Zea mays L.) cultivadas em
casa de vegetacdo sob condigdes de iluminagdo (14 horas de claro) e irrigacéo
controladas. Foram cultivadas as linhagens F352, A188, BR400 (shrunken2), BR402
(sugary1) e BR102 (normal). As plantas foram coletadas com 10, 15, 20 e 25 DAP e
diferentes tratamentos e mantidas em —80 °C até o uso.

Sementes de milho foram submersas por 24 horas em agua estéril e colocadas
por cinco minutos em alcool 70%, posteriormente submersas por 30 minutos em
hipoclorito de sédio 50% e lavadas por seis vezes com agua estéril. Estas sementes
foram colocadas em papel de germinagcdo e mantidas por trés dias em camara de
germinagao com temperatura de 25 °C no escuro e quando foram utilizadas plantulas,
esta foram mantidas por mais quatro dias sob iluminagdo controlada com 16 horas de
claro. As plantulas foram coletadas, tendo suas partes congeladas separadamente em
nitrogénio liquido.

2. Determinacao in silico da expressao dos genes

Para determinacao do numero de reads nos diferentes dias apds a polinizagao
do endosperma de milho foi realizado ‘tblastn’ das sequéncias selecionadas contra o
banco do MAIZEST (https://maizest.unicamp.br). Apés a escolha do melhor cluster, foi

feita uma rotina em SQL - Generic Database Query (select library.code, count(*) from

reads_cluster , reads, plate, library, clusters where clusters.name =
'MZCCL10001G12.¢' AND reads cluster.cluster id = clusters.id AND
reads_cluster.reads_id = reads.id AND reads.plate_id = plate.id AND

plate.lib_code = library.code group by library.code) para determinagdo do numero de

reads nas diferentes bibliotecas.
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Para determinar o nimero de ESTs no banco de dados de diferentes tecidos foi

realizado Northern blot virtual no banco de dados MAIZEST (www.maizest.unicamp.br).
3. Northern blot

Foram coletadas sementes de milho das linhagens cultivadas com 10, 15, 20, 25
DAP e diferentes tratamentos das quais foi extraido o RNA total pelo método de cloreto
de litio (Manning, 1991 com modificagbes). Foram coletados folhas, caules e raizes de
plantulas com sete dias apds a germinacao e inflorescéncia e espigueta de plantas
adultas F352. O RNA total foi extraido com Trizol®, seguindo as orientagbes do
fabricante (Invitrogen).

A quantificagdo da concentragdo do RNA foi realizada por espectrofotometria
(GeneQuant da Pharmacia Biotech).

A analise de Northern blot foi realizada a partir de uma eletroforese com 12 ug
de RNA total em gel de 1% agarose por 6 horas a 50 volts em tampao MOPS
desnaturante (5% de formaldeido). O RNA foi entdo transferido para membranas de
Nylon Hybond™-N* (Amersham Pharmacia Biotech) durante 12 horas em tampzo de
transferéncia SSC 10X. A sonda foi obtida a partir da digestdo com Eco Rl e BamH |
dos clones do MAIZEST (SDH - MZCCS15044A12, Sacarose sintase -
MZCCL20013D04 e 27 kDa gama zeina — MZCCL10001G10). As membranas foram
pré-hibridadas por 4 horas em solugédo 5X SSC, 5X Denhardt’'s, 1X SDS e 50% de
formamida, 50 mM fosfato de sddio pH 6.8, 1% SDS e 100 ug de DNA de esperma de
salmdo. Em seguida foi adicionada a sonda, previamente desnaturada por 5 min a 96
°C, a solucao de hibridagéo (5X SSC, 1X SDS e 50% de formamida, 20 mM fosfato de
sédio pH 6.8, 1% SDS e 5% de sulfato de dextran) que foi realizada por 12 horas a 42
°C. As membranas foram lavadas uma vez a temperatura ambiente e duas vezes a 65
°C em solugéo de 0,1% de SDS e 1,0% de SSC e expostas a radiografia empregando o
filme Kodak MGX/Plus a -70 °C. Os filmes foram revelados automaticamente no
equipamento Macrotec MX-2.

4. Analise filogenéticas

As sequéncias protéicas foram alinhadas com o programa CLUSTALX
(Thompson et al., 1997). A sequéncia de aminoacidos foi analisado pelo método
neighbor-joining (Saitou e Nei, 1987) utilizando o programa NEIGHBOR (PHYLIP,
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Phylogeny Inference Package version 3.57c; Felsenstein, 1993) e distdncias PAM
(Dayhoff et al., 1978), obtidas com o programa PRODIST (PHYLIP). O Bootstrap na
analise neighbor-joining foi feita com o programa SEQBOOT (PHYLIP). As arvores
foram visualizadas com o programa TREEVIEW (Page, 1996).

5. Atividade enzimatica

Foi feita a extragao de proteina total de raiz, folha e caule de plantulas de milho,
semente inteira, endosperma e embrido de plantas adultas e embrido somatico de
milho com o tamp&o de extragdo com 50 mM Tris-HCI (pH 7,5) contendo 5 mM MgCl, e
1 mM DTT, na proporgdo de 0,2 g de peso fresco/ml de tampdo. O material foi
macerado no proprio tampao e em seguida, homogeneizado e centrifugado por 15
minutos a 4 °C e 14.000 rpm. Foi coletado o sobrenadante e foram preparadas
aliquotas com a mistura de 10 ug de proteina total em 10 yL da extracdo e de 5 pL de
tampao de amostra (50 mM Tris-HCI pH 8,0; 20% glicerol; 0,025% de azul de
bromofenol; 5% de B-mercaptoetanol). O material foi submetido a eletroforese a 4 °C,
com uma corrente de 25 mA e 60 V por 12 horas em gel PAGE nativo 12%. Apds a
corrida, o gel foi incubado por 10 min a temperatura ambiente numa solugédo com 68
mM de sorbitol, 0,15 mM NAD (B-Nicotinamide adenine dinucleotide), 0,18 mM nitro
blue tetrazolium, 0,06 mM phenazine methasulfate e 50 mM Tris-HCI, pH 8,0 com
agitacao horizontal. Apos este periodo foi fixado em uma solugdo aquosa 9% de acido
acético e 45% de metanol.

A atividade da SDH foi medida no espectofotdmetro seguindo a redu¢cdo de NAD
a NADH a 30 °C. Os ensaios de SDH continham 30 mM de sorbitol, 2 mM de NAD, 5
mM de MgCl, e 100 mM de Tris-HCI, pH 9.0, em um volume final de 1 mL. Para os
ensaios de cinética enzimatica foram usados 10 mM de NAD e alteradas as
concentracdes de sorbitol, de 0 a 25 mM. A reducédo de NAD foi monitorada a 340 nm
no espectofotdbmetro DU-65 Beckman. Uma unidade enzimatica foi definida como 1
nmol de NAD reduzido por minuto, por miligrama de proteina a 30 °C. A concentragao
protéica dos extratos foi determinada pelo método de Bradford (1976) usando o

reagente de ensaio protéico da Bio-Rad.

Para os ensaios de efeito da desfosforilagdo, a atividade da SDH foi feita no

tampao de reacdo, contendo de 0-5 unidade de fosfatase alcalina ou na reagao
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contendo 5 unidades de fosfatase alcalina e de 0-40 mM de B-glicerol fosfato (inibidor
de fostatase alcalina). As reagdes controle sem fosfatase alcalina continham 40 mM de

B-glicerol fosfato. Uma reacao controle sem sorbitol foi feita em cada ensaio.
A analise estatistica feita foi Anova de um critério com pds-teste LSD, p<0,05.

6. Espectrometria de massas

As bandas de gel foram cortadas em pequenos pedagos e secas com
acetonitrila. Aos pedacgos secos foi adicionado 25 mM NH4HCO3 e solugao de tripsina.
A digestao foi feita durante a noite. O produto da digest&o foi analisado com o nano-LC-
MS/MS usando Q-Tof Ultima API (Micromass) acoplado com o CapLC liquid
chromatograph, utilizando a coluna nanoease Symmetry C18 0.075 x 150 mm. O
espectro MS/MS foi adquirido com todos os +2 e +3 e os dados finais foram
processados utilizando Proteinlynx Global Server (Waters). Os dados processados
foram pesquisados con o banco de dados NR usando o motor de pesquisa Mascot
(Matrix Science Ltd).

7. Ensaio in situ de atividade enzimatica

Foram feitos cortes longitudinais a mado com 2 mm de espessura de sementes
de milho de 16 DAP. As sementes foram fixadas imediatamente (as primeiras gotas do
fixador foram aplicadas na lamina durante o corte) em 2% de paraforamaldeido, 2% de
poli-vinilpirrolidona 40 e 0,0001 M DTT, pH 7.0, a 4 °C por 1 hora. Apés a fixagao, os
cortes foram lavados durante a noite em agua a 4 °C, sendo a agua trocada ao menos
cinco vezes para retirada dos carboidratos (Sergeeva e Vreugdenhil, 2002).

Os cortes foram incubados por 10 min a 37 °C num tampao de reagédo com 68
mM de sorbitol, 0,15 mM NAD (B-Nicotinamide adenine dinucleotide), 0,18 mM nitro
blue tetrazolium, 0,06 mM phenazine methasulfate e 50 mM Tris-HCI, pH 9,0 com
agitagéo horizontal. Os controles foram feitos incubando na solugdo com auséncia de
sorbitol. A reacdo foi interrompida lavando os cortes duas vezes em agua destilada,
uma vez em solugdo aquosa 9% de acido acético e 45% de metanol e depois fixados

em FAA (50% etanol, 4% formaldeido e 5% acido acético).

O material foi visualizado em lupa Stemi SV 11 da Zeiss e as fotografias tiradas

com o programa KS 100 3.0 da Zeiss.
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8. Médoto de injecao na espiga de milho

Uma seringa de 1 mL com 0,33 mm de didametro foi usada para injetar 5 ml de
solugao na base de espigas de milho com 14 DAP. Resultados preliminares com anilina
vermelha demonstraram que a solugéo injetada demorou duas horas para atingir o
apice ap6s a injecao (Figura 42). Os experimentos foram realizados entre 10 da manha
e 6 da tarde. Os tratamentos consistiram em injetar agua, como controle, e 50, 100,
150 e 300 mM de sacarose. As sementes foram coletas e imediatamente congeladas

em nitrogénio liquido apds 8 horas, sendo 6 horas para transcrigdo do gene.

Figura 42. Método de injegdo de agucares na espiga de milho. A: Espiga injetada com corante
apos duas horas. B: Detalhe da espiga, sementes com corante apds duas horas. C: Espiga
cortada longitudinalmente, sementes coradas.

Foi medido o brix com refratbmetro ATAGO 1T da seiva da base da espiga,
usando padrdes de concentragdo conhecida de sacarose. Esta medida foi realizada
para estimar a concentragdo de sacarose translocada, uma vez que 90% do agucar

translocado para a espiga é sacarose.

9. Isolamento do promotor

Filtros de uma biblioteca gendbmica BAC de milho (Bacterial Artificial
Chromossome) da Clemson University Genomics Institute (CUGI), com tamanho médio
de inserto de 137 kb (Tamanho do genoma: 2500Mb) cobrindo 14 genomas
equivalentes foram adquiridos (Tomkins et al., 2002) com o intuito de selecionar os

clones que tinham o gene que codifica a enzima sorbitol desidrogenase. Esta biblioteca
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foi construida no sitio Hind Ill do pCUGI e contém 247680 clones (645 placas) (6 filtros
por biblioteca).

A sonda de 1,2 kb para identificagado dos clones foi obtida a partir da digestao do
clones MZCCL10001G02 do MAIZEST com Eco Rl e Bam HI. Os filtros foram pré-
hibridizados em solugdo 5X Denhardt's, 100 mg mL" de DNA de esperma de salméo
desnaturado, 6X SSC and 0,5% SDS por 6 h a 65°C. As hibridizagées foram feitas
durante a noite a 65°C no mesma solugdo de pré-hibridizacdo contendo a sonda
marcada com [o*?P] dCTP. Os filtros foram lavados duas vezes em temperatura
ambiente em 2X SSC e 0,1% SDS e uma vez a 65 °C por 20 min em 0,2X SSC e 0,1%
SDS e expostas a radiografia empregando o filme Kodak MGX/Plus a -70 °C. Os filmes
foram revelados automaticamente em equipamento Macrotec MX-2. Foram
identificados 38 clones positivos, sendo que foram adquiridos cinco deles. Foi feita a
confirmagédo dos cinco clones, por meio de digestdo com Hind Ill e Southern blot,
conforme descrito anteriormente. Foi escolhido o clone 0117G10 para sequenciamento,

por apresentar o sinal mais forte de hibridagdo com a sonda utilizada.
10. Biblioteca Shotgun

O DNA do clone BAC 0117G10 obtido por meio de extragdo de DNA com o Kit
“Qiagen Plasmid Purification — Giga Prep” (Qiagen), a partir de 5 litros de cultura,
seguindo as orientagdes do fabricante, foi sonicado e os fragmentos foram separados
por tamanho em gel de agarose. Fragmentos com tamanho de 0,8 a 1,2 kb foram
recuperados do gel de agarose e clonados com o kit TOPO Shotgun Subclonig Kit no
vetor pCR-4Blunt-TOPO (Invitrogen Life technologies, Carlsbad, CA, USA) seguindo as
instrucdes do fabricante (Invitrogen).

Os clones foram sequenciados como descrito por Verza, et al (2005). As
sequéncias obtidas foram submetidas no Genbank com os seguintes numeros de
acesso: DQ191049 e DU132578 a DU133156.

As sequéncias foram analisadas com o programa ‘PHRED’ (Ewing e Green,
1998) e montadas com CAP3 (Huang e Madan 1999) com os parametros padroes

usados para a montagem de ESTs.
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11. Analise computacional

As regides nao codificadoras: 5, 3’ e introns nas sequéncias gendmicas foram
identificadas utilizando o programa SIM4 (http://pbil.univ-lyon1.fr/sim4.html;_Florea et
al., 1998). O alinhamento multiplo de sequéncias gendmicas visando identificar
segmentos conservados foi realizado com o programa “Advanced PipMaker”
(http://bio.cse.psu.edu/pipmaker; Schwartz et al., 2000). Estas analises foram feitas
com a colaboracdo de Renato Vicentini dos Santos, do laboratério de Genoma
Funcional —- CBMEG — UNICAMP.

12. Southern blot

O numero de cépias do gene que codifica a enzima sorbitol desidrogenase foi
determinado por meio de experimentos de hibridacdo de DNA (Hoykaas, 1988). O DNA
genémico de milho foi extraido utilizando-se o tamp&o CTAB e posteriormente
purificado em colunas Microcon 100 (Amicon), conforme as orientagdes do fabricante.
Aproximadamente 10 ug de DNA gendmico foram digeridos com as enzimas Hind llI,
BamH | ou EcoR | por 16 horas a 37 °C, submetido a eletroforese em gel de 1,0% de
agarose a 30V por 12 horas e transferido para membrana Hybond N seguindo as

orientagdes do fabricante (Amersham Pharmacia Biotech).

A sonda foi preparada a partir de 50 ng do inserto da digestdo com BamH | e
Eco RI do clone MZCCS15044A12.g de aproximadamente 400pb, purificado com o kit
S.N.A.P. (Invitrogen), que foi marcado com o isétopo [a*?P] dCTP com o Kit “Read-to-
Go DNA Labelling Beads (-dCTP)” (Amersham Biosciences). Os nucleotideos nao
incorporados na marcacgao foram removidos por meio de uma purificacdo em resina
Sephadex G-50. A incorporagao da radioatividade foi analisada em Cintildmetro
DisplayUnit 1217 Rackbeta com aliquotas retiradas antes e depois da filtragéo.

As membranas foram pré-hibridadas por 4 horas em solugcédo contendo 5X SSC;
5X Denhardt’s; 200 mM Tris-HCI pH 7,5; 1% SDS; 50% de formamida e 1,0 ug/mL de
DNA de esperma de salmao, previamente desnaturado por 5 min a 96 °C. Em seguida
foi adicionada a sonda, previamente desnaturada por 5 min a 96 °C, e a hibridagéo foi
realizada por 16 horas a 42 °C. As membranas foram lavadas uma vez a temperatura
ambiente e duas vezes a 65 °C em solucdo de 0,1% de SDS e 1,0% de SSC e
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expostas a radiografia empregando o filme Kodak MGX/Plus a -70 °C. Os filmes foram

revelados automaticamente no equipamento Macrotec MX-2.
13. Plasmideos empregados

Foram feitas trés construgbes ulilizando a sequéncia gendémica da sorbitol

desidrogenase que estéo representados na Figura 24.

pRT35SGUS — Este plasmideo foi usado como controle, sendo oriundo do pRT103
com o promotor 35S. Ao pRT103 foi acrescentado o gene GUS com os sitios Nco | e
Bam HI.

pRT0,5SDHGUS — Este plasmideo é oriundo do pRT103, sendo que foi retirado o
promotor 35S, acrescentado o gene GUS com os sitios Nco | e Bam HI e 0,526 kb da

regiao promotora da SDH do -1 ao -526 pb, clonado com os sitios Hinc 1l e Nco |.

pRT2,0SDHGUS - Este plasmideo € oriundo do pRT103, sendo que foi retirado o
promotor 35S, acrescentado o gene GUS com os sitios Nco | e Bam HI e 2,071 kb da

regiao promotora da SDH do -1 ao -2071 pb, clonado com os sitios Hinc Il e Nco |.

pRT3,6SDHGUS - Este plasmideo é oriundo do pRT103, sendo que foi retirado o
promotor 35S, acrescentado o gene GUS com os sitios Nco | e Bam HI e 2,071 kb da
regido promotora da SDH do -1 ao -2071 pb e mais a regido +1 a +1525 pb, incluindo o
primeiro exon, o primeiro intron e parte do segundo exon da SDH, clonado com os

sitios Hinc Il e Nco |.

14. Bombardeamento

Foi usado nos ensaios de bombardeamento o canh&o de hélio construido em
série pelo EMBRAPA - Recurso Genéticos de Brasilia (CENARGEM) (Aragéo et al.,
1995). Em todos os ensaios foi empregada uma pressao de 1.200 psi de gas hélio e
vacuo de 28 mm de Hg, seguindo as orientacdes basicas do fabricante. As sementes e
coledptiles foram transferidos para o meio MS antes dos disparos, tendo sido
posicionados dentro da camara de vacuo do canhdao numa distancia de 6 cm do disco
de ruptura. Foram efetuados dois tiros por placa, com a inversao da posi¢ao do

material em 180° dentro da camara de bombardeamento entre cada disparo.
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As microparticulas utilizadas no bombardeamento (10 mg de ouro) foram
preparadas a partir de uma lavagem em agua, uma vez em etanol 70% e por ultimo,
uma lavagem em etanol anidro. O material foi centrifugado por 30 seg a 5.000 rpm e
ressuspendido em 60 uL de glicerol 50%. Na preparacao o DNA e as microparticulas
foram homogeneizados em vortex por 5 min e nesse material foram adicionados
simultaneamente 20 uL de espermidina 0,1 M e 50 uL de CaCl, 2,5 M. A mistura
continuou sendo homogeneizada por 3 min e depois permaneceu em repouso por mais
3 min. Em seguida o material foi centrifugado por 5 seg a 5.000 rpm, o sobrenadante
descartado e o sedimento lavado uma vez com 200 pL de etanol 70% a 4 °C e duas
vezes com 200 uL de etanol anidro a 4 °C (Kemper et al., 1996). As microparticulas
foram entdo ressuspendidas em 60 pL de etanol anidro e 7 uL dessa preparagao foram
depositados em cada tela de ago ou disco de “kapton”, que permaneceram secando

por 3 minutos no vacuo.

Nos tratamentos para testar o controle da regido regulatéria por sacarose e
hipoxia, os coledptiles (trés dias apds a germinagao) foram colocados em meio liquido
com 4,2 g/L de sais MS, no controle, e nos tratamentos os sais MS foram
suplementados com 50 mM de sacarose, 50 mM de frutose, 50 mM glicose, 8 minutos
de hélio borbulhado no meio e 50 mM de sacarose com 8 minutos de hélio borbulhado
no meio. Os coledptiles foram mantidos por 6 horas no tratamento, transferidos para
meio MS sdlido para o borbardeamento e posteriormente o tratamento foi repetido e os

coledptiles foram mantidos a 25 °C no escuro por 24 horas.
15. Analise histoquimica de GUS

A atividade da proteina B-glucoronidase foi analisada histoquimicamente de
acordo com Jefferson (1987). Vinte e quatro horas apdés os ensaios de
bombardeamento as sementes e coleodptiles foram incubados em uma solugao
contendo 10 mg de X-Gluc dissolvido em 40 mL de tampéo de revelagdo (50 mM
fosfato de sddio pH 7.0; 10 mM Na;EDTA,; 0,1% sarcosyl; 0,1% de Triton X-100; 5 mM
ferrocianato potassio, 5 mM ferricianato potassio, 10 mM de B-mercaptoetanol e 20%
de metanol) por 24 horas a 37 °C no escuro. Os tecidos foram observados em lupa

Zeiss e fotografados com camera digital.
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As analises estatisticas utilizadas foram analise de homogeneidade de variancia
Bartlett e comparagdes multiplas por Duncan, p<0,05.
16. Médoto de injegado do sorbitol marcado na semente de milho

Uma seringa Hamilton microliter 700 (Aldrich) de 10 uL foi usada para injetar 10
uL de solugédo na parte superior das sementes de milho com 14 DAP (Figura 43) . Os
experimentos foram realizados entre 10 h da manha e 4 h da tarde. Os tratamentos
consistiram em injetar agua, como controle, e 1 M de sorbitol "*C marcado (Cambridge
Isotope Laboratories, USA). As sementes foram coletas ap6s 6 horas, o embrido foi
separado do endosperma e lavado em agua milliQ por 3 vezes. Os endospermas e 0s

embrides foram congelados separadamente em nitrogénio liquido.

Figura 43. Método de injecdo de C sorbitol. A: Injecdo do sorbitol marcado na semente de
milho. B: Detalhe da injegdo na semente.

17. Extracao dos agucares

Foram adicionados 400 puL de etanol 80% fervendo nos tubos contendo os
embrides e os endospermas de milho, as amostras foram maceradas e centrifugadas
por 10 minutos a 14.000 rpm a temperatura ambiente. O sobrenadante foi transferido
para outro tubo e o procedimento foi repetido trés vezes e o sobrenadante foi liofilizado
(Shaw e Dickinson 1984).
18. Espectrometria de massa dos agucares

O espectro ESI-MS foi obtido em modo ion positivo em um espectrometro de
massa hibrido Q-TOF (Micromass, Manchester, U.K.). As seguintes condi¢des padrdes
ESI-MS foram utilizadas: temperatura da fonte 100 °C, temperatura da retirada dos
solventes 100 °C, voltagem de capilar 3.0 kV, e voltagem do cone 40 V. As amostras

(250 pL) foram homogenizadas em um frasco contendo partes iguais de agua e
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acetonitrila, completando o volume final para 1,0 ml. Acido férmico (10 pL) foi
adicionado a amostra para analise em ESI(+)-MS. As solu¢des foram injetadas com a
taxa de fluxo de 5 uL/min utilizando uma bomba de seringa (Aparato Harvard), e o
espectro de massas foi adquirido na faixa de 50-2000 m/z.

19. Germinagao dos embrides zigoéticos

Embrides de milho com 14 DAP foram retirados da espiga e colocados por 5
dias no escuro em meio de cultura com sais MS 4,3 g/L e vitamina Gamborg 11,2 g/L,
como controle e 87,65 mM de sacarose, 87,65 mM de sorbitol e 87,65 mM de manitol.
20. Producao e purificagao da proteina AR recombinante

Os fragmentos de DNA correspondentes a AR foram obtidos a partir de
reacoes de PCR, tendo como molde clones das bibliotecas do MAIZEST. Os primers
utilizados adicionaram aos produtos de PCR sequéncias correspondentes aos sitios de
restricdo Nde | ou Nco | na extremidade 5 e Bam HI ou Xho | na extremidade 3’
(5ARNdeNco - GCATATGGCCATGGCGCGGCACTTC, 3ARBamXho -
GGGATCCTTACTCGAGTTCACCATCCCAGAGC). Os fragmentos amplificados, apés
digestdo com as respectivas enzimas, foram inseridos no vetor pET28a (Novagen).

O fragmento de DNA correspondente a proteina AR foi clonado no vetor
pET28a, e o plasmideo, inserido na bactéria E. coli pRil. A linhagem pRil contém um
plasmideo que expressa tRNAs raros, correspondentes a cdédons de eucariotos, o que
facilita o reconhecimento e a transcrigdo de genes eucariotos pela bactéria.

A expressao da AR foi induzida em 20 mL de meio LB suplementado com 100
mM de lactose, por trés horas, apos a DOgg ter atingindo o valor de 0,6. Foram
testadas as temperaturas de 25 e 37 °C e os tempos de 4, 6 e 12 horas e depois as
amostras foram submetidas a analise por gel SDS-PAGE.

Para o teste de solubilidade, os pellets celulares foram ressuspendidos em 500
uL de tampao de lise (50 mM fosfato de sodio pH 7.2, 5% glicerol, 100 mM de NaCl e
80 ug/mL de lisoenzima) As suspensdes foram submetidas a dois ciclos de sonicagéo
de 30 segundos. Os extratos foram centrifugados a 12.000 rpm por 20 minutos a 4°C, e
0s sobrenadantes coletados em outro tubo.

As amostras foram incubadas em tampao de amostra de proteinas (Tris-HCI 50
mM pH 6,8, glicerol 8%, SDS 1%, B-mercaptoetanol 1%, EDTA 2 mM, azul de
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bromofenol) a 100 °C por cinco minutos e submetidas a eletroforese em gel SDS-PAGE
15%.

A primeira purificagao foi feita em resina de niquel (Qiagen), eluindo-se em um
gradiente de imidazol de 5 a 200 mM. As fragdes coletadas foram submetidas a
eletroforese em gel SDS-PAGE 15%. As fragdes de 50 a 100 mM de imidazol, foram
dializadas em tampao 20 mM Tris-HCL, pH 7.5, 5 mM EDTA, 7 mM B-mercaptoetanol e

20 mM NaCl e purificadas em uma coluna de troca anidnica.
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