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Resumo

A cana-de-agucar € uma graminea com grande capacidade de acumular sacarose
em seu colmo, a qual é purificada para produgdo de acgucar, etanol e biodiesel.As
plantas sdo capazes de perceber alteracbes ambientais e modificar o perfil de
expressdo génica, ativando mecanismos de defesa, incluindo a regulagdo da
fotossintese nos cloroplastos. Assim, o conhecimento do perfil de expressao do
genoma cloroplastidial viabiliza a identificacdo dos genes que regulam a
respostaaestresses abiodticos. Através de busca in silico por transcritos
cloroplastidiais em banco de ESTs de cana-de-agucar, foram identificados12 genes
com expressdo em Dbibliotecas de folha em diferentes estagios de
desenvolvimento,utilizados para desenho deprimers especificos. O RNA total foi
extraido a partir de folhas+1 de cana-de-agucar das variedades RB92579 (tolerante)
e RB72454 (sensivel) submetidas a estresse por déficit hidrico. Apds transcrigdo
reversa, aqPCR foi conduzida no sistema Rotor-Gene 6000 e a validagado dos dados
foirealizada no programa REST 2009. A andlise in silicomostrouuma prevaléncia dos
genes cloroplastidiaisem bibliotecas de folhas. As analises de expressdo génica
apontam a perfis de expressao diferenciados nas variedades analisadas. O aumento
nos niveis dos transcritos codificantes para componentes dos fotossistemas parece
auxiliar a cana-de-agucar na tolerancia a seca, pela reposicao e/ou aumento do
numero de fotossistemas na membrana do tilacéide. Enquanto que a repressao do
gene petA (citocromo bef) pode favorecer a redugcdo da produgcdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS). O gene rbcLapresentou uma indugcdo navariedade
tolerante em comparacdo com a sensivel, podendo estar relacionado com a alta
produtividade atribuida a essa variedade. Assim, indicamos os genes cloroplastidiais
psaA, psaB, psbA,psbD e petA os mais relacionados a tolerancia a seca, podendo
ser fortes candidatos a marcadores moleculares cloroplastidiais de tolerancia a seca,
visando auxiliar programas de melhoramento genético de cana-de-agucar.

Palavras-chave: cloroplasto; estresse abidtico, PCR quantitativa, marcador
molecular
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Abstract

Sugar cane is a grass with great capacity to accumulate sucrose in the stems, which
is extractedto produce sugar, ethanol and biodiesel.Plants can perceive
environmental changes and modify their gene expression profile by activating
defense mechanisms, including the regulation of photosynthesis in chloroplasts.
Thus, knowledge of the expression profile of the chloroplast genome allows the
identification of genes that regulate plant responses to abiotic stresses. Through in
silico search for chloroplast transcripts in ESTs database of sugarcane, 12 genes
were identified with expression in leaf libraries under different stages of development
for which specific primers were designed. Total RNA was extracted from sugarcane
+1leaves from RB92579 (tolerant) and RB72454 (sensitive) varieties subjected to
water deficit stress. After reverse transcription, gPCR was performed on Rotor-Gene
6000 system and data validation was performed on REST 2009. In silico analysis
showed a prevalence of genes in leaf libraries. Analyses of gene expression
indicated the difference in expression profiles in analyzed varieties. The increased
levels of coding transcripts for components of photosystems seems to help
sugarcane to cope with drought tolerance, due to the replacement and/or increase in
the number of photosystem subunits in the thylakoid membrane. The pefA gene
repression (cytochrome b6f) mayreduce the production of reactive oxygen species
(ROS). rbcL gene presented an induction in tolerant variety compared with the
sensitive and may be related to higher productivity in this variety. Thus, the
chloroplast genes psaA, psaB, psbA, psbD and petAare suggested to be related to
drought tolerance response, becoming strong candidates for chloroplast molecular
markers in drought tolerance, aiming to help genetic breeding programs of
sugarcane.

Key words:chloroplast; abiotic stress; quantitative PCR; molecular markers
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1. Introducgao

O Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-agucar, apresentando posigao
de destaque dessa cultura na agricultura brasileira.A cana-de-agucar € bastante
explorada por apresentar grande capacidade de acumular sacarose em seu colmo
entre as plantas C4, a qual é purificada para produgao de agucar, etanol e biodiesel,
principalmente.A partir da década de 1970, o Brasil ganhou destaque na produgao
de etanol combustivel, estabelecendo o setor sucroalcooleiro na matriz energética
do pais e tornando a cana-de-agucar uma importante matéria prima. A producgao de
cana-de-agucar e acucar no Brasil apresenta altos indices de produtividade e
competitividade, mas a regido Norte-Nordeste ainda apresenta indices de
competitividade menores que a Centro-Sul, razdo por que necessita de constantes
intervengdes governamentais.

As condi¢gdes ambientais no Pais tém causado grandes perdas nas lavouras de
cana-de-agucar, causando prejuizos econdmicos, principalmente na regiao
Nordeste, como a escassez de chuvas ocorrida em 2010 e 2011, situagcdo que vem
se repetindo nos ultimos anos. A seca afeta a produtividade das lavouras de cana-
de-agucar, obrigando os produtores a investir na formagao de novos canaviais para
recuperar as areas afetadas pelo clima, aumentando os custos da lavoura.

Diariamente, as plantas sado frequentemente expostas a diferentes tipos de
estresses biodticos e abidticos, tais como a seca, a salinidade do solo e as baixas ou
altas temperaturas séo consideradas os fatores mais limitantes da produgao vegetal,
ocasionando grandes perdas de produtividade de culturas economicamente
importantes. A percepcao dessas diferentes condi¢cdes de estresse leva a alteragdes

no perfil de expressao génica e a ativagao de respostas bioquimicas e fisioldgicas



nas plantas, de forma a propiciar a sobrevivéncia da mesma frente as condigbes
adversas.

Durante a percepgao do estresse por déficit hidrico, ocorre a diminuicdo da
taxa fotossintética nos cloroplastos, devido a baixa assimilacdo de didéxido de
carbono (CO,), decorrente do fechamento estomatico, além da grande deposi¢ao de
cuticula nas folhas; afetando a producdo de acucar pela planta. Essa percepgao
acarreta na alteragdo da expressdao génica, desencadeando em alteragdes
fisiolégicas para adaptacdo ao estresse. Dessa forma, o0s genes
cloroplastidiaistambém sao induzidos ou inibidos durante a percepcao do estresse.

O déficit hidrico € um dos fatores abidticos mais limitantes do crescimento
vegetal, sendo necessario investir em estratégias dispendiosas de irrigagdo da
cultura. Desta forma, estratégias de melhoramento genético vegetal visam o
aumento da eficiéncia e da produtividade de culturas através de novas variedades
de plantas adaptaveis as condigbes de cada regido.

Uma melhor compreensdo dos genes cloroplastidiais envolvidos nas
respostasao déficit hidrico € necessaria para caracterizar os mecanismos que
permitem a adaptagdo em condigdo limitante de agua. Porém, a falta de estudos
relacionados diretamente com o perfil de expressdo de genes cloroplastidiaissob
estresses abioticos dificulta a compreensao dos possiveis mecanismos que a planta
utiliza para tolerar o estresse sofrido.

Desta forma, este trabalho objetivou avaliar o perfil de expressdo de genes
cloroplastidiais em variedades de cana-de-agucar contrastantes para tolerancia ao
déficit hidrico, de modo a tracar um modelo presumivel de ativagdo ou inibigao

desses genes.



2. Revisao da Literatura

2.1 CANA-DE-ACUCAR (Saccharum spp.)

A cana-de-agucar € uma graminea perene em sua forma natural, porém,
semiperene no cultivo extensivo (CIB, 2009); tem como origem o Sudeste asiatico
(Daniels e Roach, 1987), apresentando facilidade de adaptagcdo as condigbes
climaticas do Brasil (Alfonsi et al., 1987).

As canas cultivadas comercialmente sdo principalmente hibridos de diferentes
espécies do géneroSaccharum, que €& agrupado na subtribo Saccharinae, tribo
Andropogoneae, se distinguindo por ser caracteristica de clima tropical e subtropical
(Amalraje Balasundaram, 2006).As variedades comerciais de cana-de-agucar se
originaram de cruzamentos realizados entre variedades da espécie S. officinarum —
rica em agucar, mas suscetivel a doengas — com variedades de S. spontaneum, que
€ pobre em acucar, porém resistente aos problemas do campo. Os hibridos obtidos
apresentaram maior resisténcia a pragas, doencgas e deficiéncia hidrica, por
exemplo; além de possuirem alto teor de sacarose (CIB, 2009).

A cana-de-acucar apresenta alta capacidade de fixagao de CO,, mesmo em
baixas concentragdes, por se tratar de uma planta com fotossintese C4 (Magro et al.,
2011), aumentando a produgao de sacarose pela planta. Essa caracteristica levou a
grande exploragdo econbmica da cana-de-agucar desde o periodo colonial, para
producao de agucar (Carvalho et al., 2013). A partir da década de 1970,a cana-de-

agucar ganhou destaque na producao de etanol combustivel, estabelecendo o setor



sucroalcooleiro na matriz energética do pais, que tornou a cana-de-agucar uma

importante matéria prima (Carvalho et al., 2013).

2.1.1 Importancia econémica

A cana-de-acucar € bastante explorada para extracdo de sacarose uma vez
que apresenta grande capacidade de acumular agucar em seu colmo quando
comparada a outras plantas C4, a qual é purificada para o consumo humano e de
animais, além de ser utilizada, industrialmente, para producado de acgucar, etanol e
biodiesel (Azevedo et al., 2011).

O Programa Nacional do Alcool (ProAlcool), lancado pelo governo brasileiro em
1975, visou estimular a produgédo de alcool anidro para mistura a gasolina como
estratégia para reduzir o consumo desta (Rodrigues L, 2010). A producao de etanol
a partir da cana-de-agucar por via fermentativa estimulou o crescimento do setor
sucroalcooleiro(NovaCana, 2013).0 pais é o segundo maior exportador de etanol do
mundo, perdendo apenas para a producao de etanol pelos Estados Unidos a partir
do milho (Rached, 2011).

A busca por combustiveis menos poluentes que os combustiveis fosseis e de
origem renovavel, gera um cenario ambientalmente mais atrativo, ampliando a
demanda por biocombustiveis e favorecendo a expansdo do setor canavieiro
(Waclawovsky et al., 2010). Em 2010, a producéao brasileira de etanol de cana-de-
agucar atingiu 27 bilhdes de litros, evitando a emissao de 130 milhées de toneladas

de CO3 na atmosfera (UNICA, 2011).



Entre os subprodutos da produgdo de acucar estda o melago, usado como
componente de ragbes para ruminantes; o bagago e a palha, que podem ser
utilizados para alimentagdo animal por ser uma fonte de fibras; e a cachacga, obtida
da fermentacao e da destilagao do caldo (CIB, 2009).Além disso, o0 bagaco e a palha
da cana-de-agucar saoutilizados para produgao da bioeletricidade. Esta eletricidade
€ utilizada para abastecer a propria usina e o excedente pode ser vendido para o
sistema elétrico nacional (UNICA, 2011).

Atualmente, o bagago da cana-de-agucar vem sendo utilizado para a produgao
do bioplastico, como na fabricacdo de vasos, colheres e sacolas plasticas, entre
outros objetos (Telles et al., 2011).Através do bioetanol e da bioeletricidade, a cana-
de-agucar € uma das culturas mais importantes como fonte primaria e a principal
forma de energia renovavel no Brasil (Nogueira, 2008). Assim, através do cultivo da
cana-de-agucar, o Brasil se distingue dos demais paises por ser capaz de produzir
tanto agucar quanto alcool, em escala industrial (Chieppe Junior, 2012).

Dessa forma, a producido de cana-de-agucar com altos rendimentos em terras
nao cultivadas pode ser a chave para seu desenvolvimento sustentavel, evitando
concorréncia com a producao de alimentos (Waclawovsky et al., 2010). Associadoa
estratégias de melhoramento genético, o aumento da eficiéncia e da produtividade
pode ser encontrado por meio de novas variedades de plantas adaptaveis as

condigdes de cada regido (Goes e Marra, 2008).



2.1.2 Cana-de-agucar no Brasil

A cana-de-agucar apresenta destaque na agricultura brasileira. Esta cultura
ocupa cerca de 8 milhdes de hectares ou cerca de 2,3% de toda a area agricola do
Pais (CONAB, 2011). O Brasil € o maior produtor mundial, produzindo cerca de 721
milhdes de toneladas de cana-de-aclcar, seguido pela india e China (FAOSTAT,
2014) (Figura 1). O Ministério da Agricultura do Brasil prevé um aumento na
producao de 3,25% até 2018/19, através da expansao da area cultivavel, pensando
nas caracteristicas agronédmicas de cada regido, sendo possivel acrescentar mais de

2,2 milhdes de hectares para a produgéo de cana-de-agucar (Brasil, 2013).
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Figura 1. Representacéo grafica dos nove maiores paises produtores de cana-de-agucar no ano de
2012 de acordo com a FAOSTAT. O Brasil se encontra como o maior produtor, seguido por india e
China. Fonte: FAOSTAT (2014) modificado.



Devido a fatores edafoclimaticos, o cultivo da cana-de-agucar se concentrou

historicamente no Sudeste, Centro-Oeste, Sul e Nordeste, permitindo duas safras

por ano(UNICA, 2011). Atualmente, encontram-se canaviais em varios estados do

Brasil(Figura 2).
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Figura 2. Mapa da produgéo agricola de cana-de-agucar no Brasil. Fonte:CONAB (2013a).



De acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2011), a
produtividade da cana-de-agucar na safra 2011/2012 teve um decréscimo de 9,8%
em relagcdo a safra de 2010/11. Essa diminuicdo esta ligada a diversos fatores
climaticos, como a estiagem ocorrida em 2010 e a escassez de chuvas em 2011,
sendo considerada a maior queda de produtividade dos ultimos 40 anos. As chuvas
escassas no Nordeste continuaram a afetar o ciclo produtivo da cana-de-agucar e,
consequentemente, na concentragdo de acgucares totais recuperaveis e seus
produtos (CONAB, 2013c).

Osegundo levantamento da safra 2013/2014 de cana-de-agucar (CONAB,
2013b) revelou que o Nordeste brasileiro sofreu com a seca no primeiro trimestre de
2013, prejudicando consideravelmente o ciclo da cultura, uma vez que a baixa
umidade do solo dificulta o desenvolvimento da soqueira.Essa estiagem ocorrida no
Nordeste durante a safra da cana-de-acucar trara consequéncias para o resultado
final do volume de cana-de-agucar produzido. Esses fatos confirmam como
mudangas ambientais podem gerar grandes perdas na produgao agricola.

Dentre os principais fatores abidticos Ilimitantes do crescimento e
desenvolvimento da cana-de-agucar em areas cultivadas,o déficit hidricoé um dos
mais importantes no Nordeste brasileiro, sendo necessario investir em estratégias
dispendiosas de irrigacao da cultura (Prabu et al., 2011). Considerando as previsdes
de alteragbes climaticas e de escassez de agua em diversas regides do Brasil,
apesar da adaptabilidade da cana-de-agucar ao calor, sera necessaria intensa
irrigacdo para manutengao da cultura emboa parte do Nordeste brasileiro (Deconto,

2008) (Figura 3). Dessa forma, a manutencdo do setor agroindustrial canavieiro no



Brasil demandara desenvolvimento de variedades de cana-de-agucar tolerantes

aodeéficit hidrico e com maior eficiéncia de uso dos recursos hidricos disponiveis.

CENARIO
PESSIMISTA

PROJECAO
PARA 2050

. Baixo risco climatico
D Risco temperatura baixa
. Risco de excesso hidrico

. Baixo risco com irrigagio de manutencio
D Baixo risco com forte irrigagdo de manutengio

. Alto risco climitico

. Amazdnia

Figura 3. Representacédo das areas com plantio favoravel de cana-de-agucar numa projecao para o
ano de 2050 com base num cenario pessimista do aquecimento global. Fonte: Deconto(2008)
modificado.

A cana-de-agucar apresenta um desenvolvimento excelente, quando se
consegue um sincronismo entre a tecnologia aplicada no cultivo e as condi¢cdes
climaticas favoraveis do local (CONAB, 2011). Portanto, pesquisas que visam obter
melhorias de variedades comerciais de cana-de-agucar tolerantes a fatores abidticos

sao de grande importancia para a economia do Pais (Menossi et al., 2008).



2.2 ESTRESSES ABIOTICOS

Diversos fatores bioticos e abidticos contribuiram na evolugédo das plantas ao
longo do tempo. As plantas foram submetidas a diferentes tipos de ambientes
definidos pelas condigdes edafoclimaticas locais, modificando as caracteristicas dos
individuos e tornando-as naturalmente tolerantes (Figura 4) (Bray et al., 2000).
Porém, estes mesmos fatores ambientais podem ser responsaveis por grandes

perdas de produtividade de culturas economicamente importantes.
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Figura 4. Mecanismos de percepgéo e respostas das plantas frente a estresses abitticos. Apds o
reconhecimento de alteragcbes no meio, o sinal é transduzido no interior das células da planta até
desencadear alteragdes fisioldgicas para adaptagédo ao estresse. Adaptado de Bray et al. (2000).
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Os fatores abidticos mais limitantes da produgdo vegetal sdo a seca, a
salinidade do solo eas baixas ou altas temperaturas (Benko-Iseppon et al., 2005;
Azevedo et al., 2011; Huang et al., 2012). A percepgéo dessas diferentes condigdes
de estresse leva a alteragbes no perfil de expressdo génica e a ativagdo de
respostas bioquimicas e fisiolégicas nas plantas, como o acumulo de solutos
compativeis e a aceleracdo de sistemas de remocado de espécies reativas de
oxigénio (ROS do inglés Reactive Oxygen Species) (Scortecci et al., 2012), de forma

a propiciar a sobrevivéncia da planta frente as condi¢cdes adversas.

Dessa forma, os estresses abidticos sdo capazes de desencadear uma série
de respostas nas plantas, desde modificagdes morfologicas e fisioldgicas, até
alteracdes moleculares e metabdlicas, a fim de garantir tolerancia a estas condi¢des

adversas (Pacheco et al., 2013).

A capacidade de alterar a expressao génica mediante mudangas ambientais
resulta na aclimatagao das plantas, ou até mesmo na tolerancia ao estresse sofrido
pelo vegetal(Benko-Isepponet al., 2011). A identificacdo dos genes relacionados a
resisténcia ou tolerancia ao déficit hidrico tem auxiliado no entendimento da

interagcdo entre esses genes e a resposta fisiologica resultante.

2.2.1 Déficit hidrico

O déficit hidrico é ocorre quando a quantidade da agua disponivel no ambiente
€ insuficiente para atender as necessidades basicasda planta (Bray et al., 2000; Taiz
e Zeiger, 2009), fato que afeta negativamente o crescimento vegetal (Osakabe et al.,

2014). Para sobreviver em situagao de estresse hidrico, mecanismos de aclimatagao
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evoluiram nas plantas em resposta ao estresse, para evitar ou reduzir os possiveis

danos causados (Ciarmiello et al., 2011).

Em geral, sdo ativados mecanismos para evitar a desidratagdo dos tecidos e
mecanismos de tolerdncia que permitem a planta continuar funcionando nessa
situagao (Bray et al., 2000; Taiz e Zeiger, 2009). Isso € possivel através da ativagéo
de complexas vias moleculares que culminam em alteragbes fisioldgicas,
morfolégicas e metabdlicas a fim de estabelecer a homeostase celular (Soares e

Machado, 2007).

As principais alteragdes morfofisiolégicas oriundas da incapacidade de
transportar agua para as folhas sdo: enrolamento das folhas, fechamento dos
estdmatos aumentando a atividade de fotorrespiragcao (devido a atividade oxigenase
da RuBisCO), redug¢ao da evaporagao e transpiragado induzida por acido abscisico
(ABA) e acumulo de metabdlitos. Dessa forma, o potencial hidrico se torna menor,
dificultando ainda mais a atragao da agua (Ciarmiello et al., 2011), porém o acumulo

de osmoprotetores favorece a tolerancia ao déficit hidrico (Verslueset al., 2006).

A medida que o potencial hidrico da planta diminui, as taxas fotossintéticas
também diminuem, reduzindo o crescimento vegetal (Shvaleva et al., 2006). Além
disso, as taxas de assimilacdo de carbono caem, dificultando assimilacdo dos
elétrons gerados na cadeia de transporte de elétrons e, consequentemente, uma

superproducao de ROS (Azevedo et al., 2011).

Durante a ocorréncia do estresse por déficit hidrico, ocorre a diminuigdo da
taxa fotossintética nos cloroplastos devido a baixa assimilagao de CO,, uma vez que

ocorre o fechamento estomatico aumentando a atividade de fotorrespiragéo, além da
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grande deposicao de cuticula nas folhas, afetando a produg¢ao de agucar pela planta

(Osakabe et al., 2014).

O decréscimo da entrada de CO, afeta diretamente a cadeia transportadora de
elétrons da fotossintese, aumentando a produgdo de ROS(Taiz e Zeiger, 2009). A
producdo de ROS nos cloroplastos, ocorre especificamente nos Fotossistemas |
(PSI) e II (PSIl), ocasionando o estresse oxidativo a planta (Miller et al., 2010)

(Figura 5).
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Figura 5.Transporte vetorial de protons e elétrons nas membranas do tilacoidedo cloroplasto através
dos fotossistemas Il e |, culminando na reducdo de NADP* em NADPH e na sintese de ATP. Fonte:
Taiz e Zeiger (2009) modificado.

Os danos oxidativos refletem rapidamente numa reducdo da taxa de
crescimento do vegetal. Desta forma, ocorre uma alteragcdo da expressdo génica

para ativar mecanismos de resposta a estresses (Bray et al., 2000). De forma geral,
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os estresses bibticos e abidticos inibem a produgdo de genes relacionados a
fotossintese, seja por interferéncia na transcricido ou na tradugdo desses genes

(Bilgin et al., 2010; Osakabe et al., 2014).

Assim, a capacidade de controlar a producdo de ROS e a limpeza no
cloroplasto € essencial para a tolerancia a seca (Kosova et al., 2011). Enquanto que
plantas sensiveis apresentam baixa capacidade de realizar a limpeza de ROS nessa

organela (Miller et al., 2010).

Estudos de perfis de expressdo em plantas submetidas a estresse por déficit
hidrico sdo capazes de detectargenes cloroplastidiais suprimidos ou induzidos
(Calsa Jr e Figueira, 2007b; Rodrigues F et al., 2009; Gupta et al., 2010; Prabu et al.,
2011) através de metodologias de analise aberta, como SAGE (Serial Analysis of
Gene Expression), bibliotecas de cDNA, EST e RNA seq. Entretanto, a falta de
estudos relacionados diretamente com o perfil de expressdo de genes
cloroplastidiais de cana-de-acucar sob estresses abidticos dificulta a compreensao

dos possiveis mecanismos que a planta utiliza para tolerar o estresse sofrido.

Devido a complexidade dos mecanismos de tolerancia a estresses sdo mais
conhecidos em plantas modelos como Arabidopsis (Bray, 2002). Deste modo, uma
melhor compreensdo dos genes envolvidos nas respostas a seca em cana-de-
acgucar é necessaria para caracterizar os mecanismos que permitem a adaptacdo em

condicao limitante de agua (Bray, 2004).
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2.3 CLOROPLASTOS — MAQUINARIA FOTOSSINTETICA

O cloroplasto € uma organela que contém toda a maquinaria enzimatica
necessaria para a fotossintese em plantas e algas, por isso constitui a fonte primaria
da produtividade mundial de alimentos (Wang et al., 2009). Essa organela & capaz
de desempenhar fungdes relacionadas ao metabolismo de nitrogénio, enxofre e
fésforo (Taiz e Zeiger, 2009), além de ser responsavel pela biossintese de acidos
graxos, aminoacidos, pigmentos e vitaminas (Saski et al., 2005). Porém, a fungéo
mais importante do cloroplasto € a fotossintese, processo biolégico responsavel pela

producao de trioses fosfato a partir da energia luminosa (Taiz e Zeiger, 2009).

No cloroplasto ocorrem as reagdes luminosas (fase dependente de luz) e o
ciclo de Calvin (fase independente de luz) da fotossintese (Taiz e Zeiger, 2009). Nas
reagcdes luminosas, a energia solar é convertida em energia quimica na forma de
ATP e NADPH, através da fotélise da agua.Essa conversdo ocorre nos
fotossistemas, complexos proteicos capazes de absorver energia luminosa e
desencadear a transferéncia de elétrons que reduzem NADP* a NADPH e oxidar
H,O a O,. No ciclo de Calvin, ocorre a fixacdo de CO, pela ribulose-bisfosfato
carboxilase oxigenase (RuBisCO), e juntamente com o ATP e o NADPH, produzidos
na fase clara, sdo produzidas as trioses fosfatos (G3P) (Figura 6), as quais sao

direcionadas ao citoplasma para a sintese de sacarose (Tikhonov, 2013a).
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Figura 6. Esquema geral da fotossintese.Fonte: Copyright © 2003 Pearson Education. Inc.,
publishing as Benjamin Cummings, modificado.

Assim como as mitocbndrias, os cloroplastos apresentam DNA, RNA e
ribossomos proprios, transcrevendo e traduzindo parte de suas proteinas,
apresentam segregagao nao mendeliana; de forma que os cloroplastos herdados
sdo comumente de origem uniparental (Wanget al., 2009). Na maioria das
angiospermas a heranca cloroplastidial € materna; assim, os cloroplastos de origem
paterna sao degradados antes da fertilizacdo (Borgonove e Silva-Filho, 2010). Essa
caracteristica tipica dos plastidios os torna excelentes alvos para incorporacao de
transgenes, promovendo uma contengao dos transgenes pela falta de fluxo génico
através do polen (Daniell et al., 2005; Clarke e Daniell, 2011), como demonstrado em

tabaco e tomate (Lossl eWaheed, 2011).
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2.3.1 Genoma cloroplastidial de cana-de-agucar

O genoma cloroplastidial ou plastoma das plantas superiores € uma molécula
circular de dupla fita de DNA com estrutura altamente conservada, conteudo génico
variando entre 120-130 genes, tamanho em torno de 120-180 kilobases (Kb)
(Tangphatsornruang et al., 2009). A poliploidia € uma caracteristica marcante dos
cloroplastos, as diversas cépias do DNA cloroplastidial (cpDNA) estao localizadas no
estroma, em regides denominadas nucledides. Estes ndo s&o delimitados por uma
membrana, mas possuem proteinas que mantém o DNA agregado (Alves, 2005;

Carrer, 1998).

O genoma cloroplastidial da cana-de-agucar (acesso NC_005878.2),
completamente sequenciado por Calsa Jr. e colaboradores (2004), possui 141.182
pares de bases (pb), contendo um par de regides repetidas invertidas (IRa, IRb; do
inglés Inverted Repeat Regions) de 22.794 bp cada. Essas regides sao separadas
por uma regido pequena de copia unica (SSC; do inglés Small Single Copy) de
12.546 pb e uma regido longade coépia unica (LSC; do inglés Large Single Copy) de
83.048 pb (Figura 7). Apresenta 116 genes, sendo 82 codificantes de proteinas,
quatro genes codificantes de RNA ribossomal (rRNA) e 30 genes de RNA
transportador (tRNA), além de 16 genes ycf (hypothetical chloroplast open reading

frames).
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Figura 7. Modelo do mapa do genoma cloroplastidial de cana-de-agucar. Os genes localizados fora
do circulo sdo transcritos no sentido horario, enquanto aqueles localizados dentro do circulo sao
transcritos no sentido anti-horario. Os genes estao agrupados por cor de acordo com sua categoria
metabdlica: metabolismo geral vermelho, transcricdo e aparelhos de tradugdo azul escuro, ORFs
cinza claro, complexo NADH desidrogenase amarelo, citocromo complexo b6f laranja,
fotossistemas | e Il verde, complexo ATP sintase marrom, subunidade grande da RuBisCO verde
escuro. Os genes em cinza escuro com asteriscos indicam presenga de introns (Calsa Jr et al.,
2004). Os genes marcados em quadrados vermelhos foram analisados neste estudo por RT-qPCR,
psbH, psbN, petA, rbcL, ndhC, ndhd, psaA, psaB, atpH, psbD, psbK e psbA. IR regibes repetidas
invertidas, SSC regido pequena de copia Unica e LSC regido longa de copia Unica.
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Dentre os genes codificantes de proteinas, tem-se os codificantes do
Fotossistema | (psa), Fotossistema Il (psb), Complexo citocromo bgf (pet), complexo
ATP sintase (afp) e o Complexo NADH desidrogenase (ndh). Essas familias génicas
estao diretamente relacionadas com o processo fotossintético e, consequentemente,
com a produgdo de sacarose pela cana-de-agucar. Além dessas familias génicas, o
gene cloroplastidialrbcL, codificante da subunidade maior da RuBisCO, esta
diretamente relacionado ao processo fotossintético pela fixacdo do CO, atmosférico

para produg¢ao de G3P (Tikhonov, 2013a).

O conhecimento da estrutura do genoma cloroplastidial dos organismos auxilia
em estudos de evolugéo e de relagdes fenéticas e filogenéticas(Wojciechowski et al.,
2004; Tangphatsornruang et al., 2009). Entretanto, a simples informagéo da
sequéncia de bases que compde um genoma nao garante a revelagao da funcéo e
dos mecanismos de controle da expressao génica presentes no genoma (Rabbani et
al., 2003; Rensink e Buell, 2005). Portanto, o estudo do perfil de expressao tem sido
utilizado para identificar genes envolvidos na resposta adaptativa a seca e outros

estresses abidticos em diversas espécies (Menossi et al., 2008).

Dessa forma, o estudo das familias génicas relacionadas aos fotossistemas e
demais complexos proteicos envolvidos no processo fotossintético em plantas
submetidas a estresses abioticos, pode revelar se ha mecanismos cloroplastidiais

que auxiliam na sobrevivéncia e na toleranciaao estresse sofrido.
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2.4 MELHORAMENTO GENETICO

No Brasil, a biotecnologia para o melhoramento da cana-de-agucar comegou a
ser utilizada na década de 90, com mapas genéticos e obtencdo das primeiras
plantas modificadas geneticamente (CIB, 2009). Diversas instituicdes de pesquisa
passaram a financiar estudos para identificagdo dos genes envolvidos no processo
de crescimento, no teor de agucar e na resisténcia a diversos tipos de estresses,
entre outras caracteristicas importantes para aumentar a produtividade comercial da
cultura. O uso dessa informacédo permite o desenvolvimento mais rapido de novas
variedades por meio da selec¢ao assistida por marcadores (Menossi et al., 2008).

O desenvolvimento de variedades de cana-de-acucar com alta eficiéncia no
uso de agua e tolerancia a estresses visa minimizar seus efeitos fisiolégicos, para
manter niveis ideais de sacarose em seu colmo. O conhecimento do perfil de
expressao génica desta cultura torna-se uma alternativa na identificacdo das vias e
dos genes que regulam a resposta aos estresses. Para isso, € preciso entender os
mecanismos moleculares basicos que as plantas utilizam para alterar sua fisiologia e
se adaptar ao fator de estresse ambiental (Scortecci et al., 2012).

Nesse contexto, a utilizagcdo da metodologia de sequenciamento e analise de
EST (Expressed Sequence Tag) tém sido eficiente para identificar genes expressos
durante determinada condicdo ambiental nas plantas (Gupta et al, 2010).
Entretanto, relativamente poucos estudos tém focado na expressao de genes
localizados no plastoma de cana-de-agucar potencialmente responsivos a estresses

abidticos (Calsa Jret al., 2004).
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2.5 TECNICAS DE ANALISE DA EXPRESSAO GENICA

A analise da expressao génica dispéem de diversas técnicas atualmente, como
Northern blot, DNA Microarrays(Microarranjo), SAGE (Serial Analysis for Gene
Expression— Analise Serial da Expressao Génica),EST(Expressed Sequence Tag —
Regiao de Sequéncia Expressa), PCR quantitativa em Tempo Real (qPCR) e
RNAseq, entre outras. A principal diferenca entre essas técnicas esta relacionada ao
tipo de analise empregada.

As tecnologias de SAGE, EST e RNA seq ndo necessitam conhecimento prévio
das sequéncias dos transcritos, sendo possivel a identificacdo de transcritos
desconhecidos (Nielsen et al., 2003). Essas metodologias caracterizam uma analise
de expressao génica do tipo aberta e seus dados sao utilizados para anotagao de
sequéncias genbmicas. Em contrapartida, analises fechadas, como a maioria dos
microarranjos de DNA (DNA Microarray) e PCR quantitativa em Tempo Real (QPCR),
sdo baseadas na sequéncia dos genes analisados, para o desenho de sondas e
primers que se ligam aos transcritos conhecidos (Kuo et al., 2002), sendo os dados
gerados usados para experimentos focalizados de quantificagdo da expressao (Yuen

et al., 2002).
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2.5.1PCR quantitativa em tempo real (QPCR)

A gPCR permite a quantificagdo dos niveis de mRNA de genes de interesse em
diferentes condigbes (Bustin, 2000). Essa tecnologia tem auxiliado na compreenséao
dos mecanismos envolvidos e no desenvolvimento de estratégias moleculares para
0 aumento da tolerancia a estresses em diversos organismos (Volkov et al., 2003;
Kasuga et al., 2004).

A técnica de qPCR foi descrita pela primeira vez em 1992 por Higuchi e
colaboradores. Nessa técnica é possivel acompanhar em tempo real cada ciclo de
amplificacdo da PCR pelo aumento da emissao de fluorescéncia, que ocorre pela
ligacdo de fluoroforos intercalantes em DNA dupla fita. Assim, é possivel
acompanhar a cinética de amplificacdo pelo acumulo e detecgao de sinal de
fluorescéncia a cada ciclo de amplificagao (Higuchi et al., 1993; Wittwer et al., 1997).
Com a finalidade de aumentar a sensibilidade da técnica o brometo de etidio foi
substituido por outros corantes fluorescentes (Schneeberger et al., 1995).0s
fluoréforos comumente utilizados sdo corantes intercalantes de DNA inespecificos
(SYBR Green®, EVA Green®) e sondas fluorescentes por hidrélise do tipo
TagMan®.

O sistema SYBR Green® utiliza um corante intercalante de DNA dupla fita que
fluoresce apds sua ligacdo. Durante a PCR, a amplificacdo da sequéncia-alvo
produzira amplicons dupla fita, onde multiplas moléculas de SYBR Green® poderao
se ligar e emitir uma fluorescéncia forte (Life Technologies Corporation, 2012). Esse
sistema € util para verificagdo de qualquer molécula dupla fita presente na amostra.

Contudo, a ligagédo inespecifica do corante pode levar a uma emissao de sinal
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fluorescente durante a ligagdo a artefatos da reagcdo, como dimeros de primers e
erros de amplificagao (Zipper et al., 2004).

A PCR em tempo real apresenta trés fases caracteristicas: amplificagcao
exponencial, linear e estacionaria ou plateau (platd). Na primeira fase, amplificagéo
exponencial, a quantidade de amplicons é detectavel como sinal fluorescente,
ocorrendo duplicacdo do numero de amplicons ao final de cada ciclo. Durante a fase
linear o aumento no numero de copia dos amplicons passa a ser linear, a medida
qgue os reagentes vao se tornando limitantes. Enquanto que na fase estacionaria néo
ha produgao de amplicons devido a falta ou esgotamento de reagentes (Freeman et
al., 1999). A fase de amplificagcdo exponencial € a etapa mais importante para a
analise dos dados. Nessa fase pode-se estabelecer uma relagao entre a quantidade
de amplicon produzido e a quantidade inicial do DNA alvo ou gene alvo. A Figura 8

mostra um grafico de gPCR com suas fases identificadas.
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Figura 8. Representacao grafica das fases da PCR quantitativa, relacionando o nimero de ciclos com
o aumento da quantidade do sinal fluorescente e do produto. Adaptado de Wittwer et al. (1997).
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A interpretacdo dos dados provenientes do termociclador necessita do
esclarecimento de alguns conceitos tipicos de uma reacédo de PCR em tempo real:
threshold, Cq (ciclo de quantificagdo) e eficiéncia da amplificagéo. O threshold € uma
linha arbritaria indicada no grafico de amplificagdo com o objetivo de eliminar o
‘ruido de fundo” do equipamento, correspondendo ao limiar minimo de deteccao de
fluorescéncia do equipamento. O ponto Cq, corresponde ao numero de ciclos onde a
curva cinética da reagao atinge uma fluorescéncia limiar, o threshold. Esse ponto
pode ser definido pelo pesquisador ou gerado automaticamente pelo equipamento,
devendo estar posicionado na fase exponencial da curva. O valor do Cq de uma
reacao € dependente da quantidade de moléculas presente na amostra, entdo, um
menor numero de inicial de moléculas necessita de um numero maior de ciclos para
gerar um aumento exponencial do sinal da fluorescéncia (Mackay et al., 2007; Pelt-
Verkuil et al., 2008).A eficiéncia (Eff) da amplificacdo de cada gene analisado deve
variar idealmente entre 90% e 100% (-3.6 >slope> -3.1), podendo ser determinada
através da equagdo: E = 10"sP) _ 1 Em uma situacgdo ideal, a quantidade de
amplicons deve dobrar a cada ciclo de amplificagdo, correspondendo a uma
eficiéncia de 100%.

Além desses parametros, € necessario adicionar uma curva de dissociagao
(melting) do amplicon, a fim de validar o ensaio quando se utiliza fluoréforos
intercalantes de DNA, como o SYBR Green®. A curva baseia-se na temperatura de
melting, onde 50% dos amplicons estao dissociados. Para tanto, o produto da PCR é
submetido a varias temperaturas para determinacao do pico de dissociagdo. A

presenga de um unico pico na curva assegura que somente o alvo dos primers foi
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amplificado, sendo capaz de detectar a presenca de produtos inespecificos e
dimeros de primer.

A andlise de quantificagcdo por qPCR pode ser feita em niveis absolutos
(quantificacdo absoluta) ou niveis relativos (comparagdo entre amostras,
quantificacao relativa). O método mais utilizado para quantificagao relativa é o da
comparagao do limiar da fase exponencial (2'AAcq). Este método se baseia que a
reagcao esta ocorrendo com eficiéncia de aproximadamente 100% e que existem
genes com expressao constante nas amostras (genes de referéncia). Assim, podem-
secomparar os valores Cq das amostras com um controle, sendo esses valores
normalizados a um gene de referéncia apropriado. Para cada amostra, calcula-se a
diferenca de valores de Cq entre o gene alvo e o de referéncia (ACqQ).
Posteriormente, subtrai-se o valor de ACq da condicao controle do valor de ACq da
condigao tratada (AACq). O valor obtido é referido como quantificagdo relativa

(VanGuilder et al., 2008) (Figura 9A).

A B

ACt = Ct genealvo ™ Ct gene referéncia Razao = (E gene alvo) ACt gene alvo (controle - tratado)
AACt = ACt ratado = ACt controle (E referencia) ACt referéncia (controle - tratado)
Razdo = 2 4A¢

Figura 9. Exemplificagdo das férmulas de calculo para expressao génica por PCR em Tempo Real,
descritas pelo método AACq (VanGuilder et al., 2008) (A) e pelo método do programa REST (Pfaffl et
al., 2002) (B).
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O programa Relative Expression Software Tool REST (Pfaffl et al., 2002)
realiza uma estimativa de expressao génica com nivel de significancia entre os
genes alvo e genes de referéncia, com base no método AACq; porém é capaz de
corrigir as diferengas na eficiéncia da cada primer. Por isso, € possivel utiliza-lo para
comparar genes com eficiéncias de amplificagéo distintas (Figura 9B).

Atualmente, a técnica de gPCR é a mais precisa para quantificar niveis de
expressdo de determinado gene em diversas condigdes, além de oferecer dados
rapidos e reprodutiveis (Ginzinger, 2002).Em razao disso, a gPCRfoi escolhida para
realizar a analise da expressao diferencial de genes do cloroplasto de cana-de-

agucar, que ja possui genoma sequenciado.
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3. Objetivos

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o perfil de expresséo de genes cloroplastidiais em variedades de cana-
de-agucar contrastantes para o estresse por déficit hidrico comparativamente a seus

controles nao estressados.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ |dentificar genes cloroplastidiais codificantes de subunidades de fotossistemas,
complexos citocromo bgf, NADH desidrogenase e ATP sintase, além do gene
codificante da subunidade maior da RuBisCO, expressos em bibliotecas de

cDNA disponiveis em bancos de dados transcricionais de cana-de-acucar;

e Avaliar o perfil transcricional dos genes selecionados pelo uso da técnica RT-

gPCR, em variedades contrastantes para tolerancia, submetidas ou ndo ao

estresse por déficit hidrico;

e |dentificar pelo menos quatro genes candidatos, com maior associagdo a

resposta de tolerancia ao estresse analisado.
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4.Material e Métodos

4.1 ANALISES IN SILICO

Partindo da sequéncia referéncia do plastoma de cana-de-agucar (Calsa Jr et
al., 2004; acesso NC_005878.2), as sequéncias nucleotidicas dos genes
cloroplastidiais pertencentes as familias psa, psb, pet, ndh e atp, além do gene rbcL,
foram analisadas por meio da ferramenta BLASTn (Altschul et al., 1990) contra o
banco de dados transcricionais de acesso publico no TIGR Gene Index de cana-de-
agucar (SoGil Gene Index; http://compbio.dfci.harvard.edu/cgi-bin/tgi/
gimain.pl?gudb=s_officinarum), composto majoritariamente a partir de dados do
projeto SUCEST (Vettore et al., 2001). A partir da analise do perfil de expresséao in
silico, selecionou-se os TC's (Tentative Consensus — unido de varias reads para
formar um contig), que apresentaram maior correlagdo de expressdo em bibliotecas
de cDNA em folhas de cana-de-agucar.

Os primers especificos foram desenhados a partir da sequéncia dos genes
selecionados com o auxilio do programa Primer3 (Rozen e Skaletsky, 2000;
http://frodo.wi.mit.edu/) para amplificacdo por PCR em tempo real (QPCR). Os limites
estipulados de temperatura de anelamento foram de 50 a 60°C, tamanho do
amplicon foi de 50 a 150 pb, conteudo GC de 50%, fator de auto-
complementariedade maxima inicial de 3,0 e fator de auto-complementariedade na
regidao 3’ de 0, conforme parametros recomendados por Calsa Jr e Figueira (2007b).
O par de primers selecionado para cada gene foi testado quanto a: estabilidade,
temperatura de anelamento e interagdes entre primers (dimeros, heterodimeros e

grampos), através do programa NetPrimer (http://www.premierbiosoft.com
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/netprimer/index.html) e sua especificidade foi verificada em bancos de dados por

BLASTN.

4.2 MATERIAL VEGETAL

O experimento foi conduzido em casa-de-vegetacdo da Universidade Federal
Rural de Pernambuco (UFRPE), através de colaboragdo com o Laboratério de
Fisiologia Vegetal do Departamento de Biologia da UFRPE e o Laboratério de
Genbmica Funcional da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). O
delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em arranjo fatorial
2 x 2 correspondendo a duas variedades de cana-de-agucar, RB72454 (sensivel a
seca) e RB92579 (tolerante a seca) e dois tratamentos (controle e déficit hidrico por
oito dias), com trés repeticbes para cada tratamento, totalizando 12 unidades

experimentais (Figura 10).

Figura 10.Experimento montado em casa-de-vegetacao (Laboratério de Fisiologia Vegetal/lUFRPE)
90 dias ap6s transplantio e aclimatagao, antes do inicio dos tratamentos.
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As variedades de cana-de-acucar foram gentiimente cedidas pela Rede
Interuniversitaria para o Desenvolvimento do Setor Sucroalcooleiro (RIDESA)
procedentes da Estagdo Experimental de Cana-de-agucar de Carpina
(EECAC/UFRPE), localizada a 56 km da cidade do Recife-PE.

As plantas utilizadas foram propagadas assexuadamente, utilizando-se
fragmentos de seccgéo transversal dos colmos com aproximadamente 10 cm de
comprimento e contendo uma gema, os quais foram colocados para brotagcdo em
bandejas com capacidade para 17 kg contendo solo da mesma regidao. Um més
apods o plantio, as plantulas com aproximadamente 20 cm e 3 folhas foram
transferidas para vasos de polietilieno com capacidade para 15 kg de solo
identificado como franco-argilo-arenoso. O periodo experimental, incluindo
transplantio, aclimatacao, aplicacdo dos tratamentos e avaliacdo das variaveis
fisiolégicas foi de maio a setembro de 2011.

Durante o periodo de 90 dias, os vasos foram mantidos na capacidade de pote
(100%) determinada previamente pelo método gravimétrico. Para tanto, a superficie
dos vasos foi coberta com circunferéncias de plastico branco para evitar a perda de
agua do solo por evaporagédo. Foi feita a reposicdo da agua transpirada diariamente
através do método da pesagem dos vasos. ApoOs esse periodo foi realizada a

suspensao da rega.
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4.2.1 Parametros fisiolégicos

Os parametros fisioldégicos foram analisados no Laboratério de Fisiologia
Vegetal da UFRPE, coordenado pela Prof. Dra. Rejane Jurema Mansur Custodio
Nogueira, a fim de mensurar o déficit hidrico.

As avaliagbes das trocas gasosas foram realizadas no oitavo de exposicédo a
seca, no horario entre 11 e 13 horas, com analisador portatii de gases a
infravermelho (IRGA), ADC, modelo Lci, (Hoddesdon, UK). As medidas foram feitas
na parte abaxial da folha +1 (folha mais nova com ligula visivel), avaliando a taxa de
fotossintese (A), transpiragao (E) e concentragao de CO; intracelular (Ci).

No oitavo dia apds a suspensdo da rega foi avaliado o potencial hidrico foliar
(Wwf), o qual foi determinado nas folhas +1, mediante uso da camara de pressao de
Scholander (Scholander et al., 1965) ao meio-dia (12 h).

Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia e as médias
comparadas entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando

o software ASSISTAT 7.7 (Silva e Azevedo, 2009).
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4.3 ANALISE DO PERFIL GENICO

Para obtencdo das amostras para a analise do perfil génico foram coletadas as
folnas +1, a folha mais jovem que apresenta ligula visivel, das trés réplicas
bioldgicas de cada tratamento com auxilio de tesoura previamente limpa com etanol
a 70%, conforme denominagdo de van Dillewijn e Waltham (1952). As amostras
coletadas foram cortadas em fragbes menores, colocadas em tubos do tipo Falcon,

imediatamente imersas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C.

4.3.1 Extragao e Quantificagao de RNA

O RNA total foi extraido a partir de 250 mg de folhas de cana-de-agucar
utilizando o reagente TRIzol® (Invitrogen™). Essa metodologia de extragdo de RNA
permite o isolamento de RNA total de qualidade, além de facilitar o isolamento de
RNAs de varios tamanhos (Chomczynski e Sacchi, 1987). As amostras foram
maceradas em nitrogénio liquido até se obter um po fino, adicionou-se 1ml de
TRIzol® seguido de homogenizagdo por 15 s, incubagdo por 2 min no gelo e
centrifugadas a 12.000 x g por 10 min a 4°C. A fase aquosa foi recolhida para tubo
novo e adicionou-se 0,5 V de cloroformio PA gelado, seguido de homogeneizagao
por 15 sege centrifugagdo a 12.000 x g por 15 min a 4°C. A fase aquosa foi
transferida para tubo novo e precipitada com isopropanol por 10 min no gelo.
Posteriormente, centrifugaram-se as amostras a 12.000 x g por 10 min a 4°C. Em

seguida, o precipitado (pellet) de RNA foi lavado em etanol 70% (v/v) e centrifugado
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a 7.500 x g por 10 min a 4°C. Os RNAs foram dissolvidos em agua tratada comdietil-
pirocarbonato 0,01% (H».O DEPC) e estocados a -80°C.

A integridade do RNA extraidofoi verificada em gel de agarose 1% em tampao
TAE 1X, para visualizagdo dos rRNAs 28S e 18S. O gel foi submetido a corrente de
70V por 40 min, tendo como marcador de pesomolecular DNA Ladder® 1kb
(Invitrogen™). As bandas de RNA foram visualizadas por meio de coloragdocom
corante fluorescente EZ-Vision® (Amresco®) em transiluminador-UV e fotografado
com camera digital. As fotos foram processadas em editor de fotos PhotoScape
(Mooii Tech).

A concentracdo do RNA extraido foi medida por espectrofotometria em
espectrofotomteroBiowave DNA (Biochrom). A pureza do RNA extraido é calculada
pela razao entre as absorbancias Az € Agzgo, a qual deve permanecer em torno de
1,8 - 2,0. Valores inferiores a 1,8 indicam que a amostra pode estar contaminada por
proteinas ou lipideos, e valores superiores a 2,0 indicam que a amostra pode estar
contaminada por fendis. A razao Agso/Azso para ambas as variedades estudadas se
encontram no intervalo desejavel de pureza, evitando que contaminantes na amostra
e resquicios de reagentes da extracdo interfiram no rendimento da qPCR(Bezerra,

1998).
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4.3.2 Tratamento com DNase | e Sintese de cDNA

ApoOs a quantificagdo, 5 pg do RNA extraido de cada amostra foi submetido a
tratamento com a enzima DNase |, livre de RNase (Thermo Scientific™). Seguiu-se
as especificagdes do fabricante utilizando 1U da enzima DNase | para cada pg de
RNA, tamp&o de reacdo com MgCl; (10x) e agua destilada e deionizada tratada com
DEPC 0,01% para volume final da reacdo de 10 ul. A reagao foi incubada a 37°C por
30 min. Em seguida foi adicionado o tamp&o de EDTA 50 mM a reacéo e incubada a
65°C por 10 min para inativagao da enzima.

A sintese da primeira fita de cDNA foi realizada utilizando-se o RNA tratado
com DNase |, seguindo as especificagdes do kit Cloned AMV First-Strand cDNA
Synthesis (Invitrogen™). Escolheu-se utilizar primers randémicos para a sintese de
cDNA, de forma a conseguir amplificar RNAs cloroplastidiais dispersos no RNA total
(Calsa Jr. e Figueira, 2007a). Para tanto, adicionou-se 500 ng dosprimershexameros
randémicos, 5 ug do RNA tratado, 10 mM de dNTPs e agua destilada tratada com
DEPC 0,01% para volume final de 12 ul. O RNA foi desnaturado a 65°C por 5 min e
resfriado a 4°C por 5 min. Em seguida foi adicionado 0,1 M DTT, tampé&o 5x, 1 U
RNase OUT™, 15 u da enzima Cloned AMV Reverse Transcriptase e agua destilada
tratada com DEPC 0,01% para ajuste do volume final da reacao de 8 pl.

A reacao de transcricdo reversa foi realizada no termociclador 2720 Thermal
Cycler (Applied Biosystems) nas seguintes condi¢des de ciclagem: 25°C por 10 min,

45°C por 40 min e 85°C por 5 min, depois armazenado a -20°C.
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4.3.3 Amplificagao do DNA e cDNA por PCR convencional

De forma a testar a integridade e qualidade dos primers sintetizados, realizou-
se uma PCR utilizando DNA total de folhas de cana-de-agucar,extraido pelo método
CTAB 2% (Doyle e Doyle, 1991). Posteriormente, realizou-se uma PCR a partir de
um pool de cDNA, composto pela jungdo equimolar das triplicatas biologicas das
amostras controles de ambas as variedades de cana-de-agucar. Em ambas as
reacdes utilizaram-se os 12 primers desenhados, além dos quatroprimers para os
genes de referéncia.

As PCRs foram conduzidas em termociclador GeneAmp Thermal Cycler 2720
(Applied Biosystems), utilizando tampao PCR 10X, 10 mM de dNTP mix, 50 mM de
MgCl,, 0,5 uM de primers especificos e 1 u de Tag-DNA polimerase. A amplificagao
foi realizada de acordo com o programa: 94°C por 2 min para desnaturacdo, 35
ciclos de amplificagcado correspondendo a 94°C por 15 s, 60°C por 30 s e 72°C por 1
min; e com extensao final a 72°C por 5 min.

Da mesma forma, uma PCR convencional foi conduzida para testar a qualidade
do cDNA sintetizado de cada tratamento, utilizando osprimers especificos para o
geneActina.

As amplificagdesforam evidenciadas em gel de agarose 1% corado com

brometo de etidio (5 ug ml™).
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4.4 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA POR RT-gPCR

As reacoes de PCR em Tempo Real foram conduzidas empregando a
tecnologia SYBR Green® (Molecular Beacons), utilizando o kit Rotor-Gene SYBR
Green PCR(Qiagen) no sistema Rotor-Gene 6000 (Corbett Research) disponibilizado
pelo Laboratério de Biologia Molecular da Universidade de Pernambuco. A reagao
de amplificagcdo foi realizada num volume final de 12ul, contendo 1ul do cDNA
diluido (1:2), a concentragao ideal de cada primer, 2x Rotor-Gene SYBR Green PCR
Master Mix e agua ultrapura (Milli-Q) estéril. A reagdo ocorreu em trés etapas: 95°C
por 10 min; seguidos de 40 ciclos de: desnaturagao a 95°C por 30 s, temperatura de
anelamento 6tima de cada par de primer por 30 s e extensao a 60°C por 60 s. Ao
final da ciclagem, o produto obtido foi submetido a um aquecimento gradual de 60até
95°C, para obtengao da curva de dissociagao (melting).

O experimento de PCR em tempo real incluiu amostras em ftriplicatas biolégicas
(plantas distintas) e triplicatas técnicas (reagdes distintas a partir de uma mesma
amostra), controles negativosNTC (No Template Control — reagao de PCR sem o
cDNA) e triplicatas do controle RT minus (Reverse Tanscriptase minus —reagao de

sintese de cDNA sem adigc&o da enzima RT).
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4.4.1 Normalizagao e Eficiéncia da qPCR

Os pares deprimers foram testados para determinar a concentracdo associada
a obtencao do menorciclo de quantificagcao (Cq),0 qualnao favorece a formacao de
dimeros. Para tanto, utilizou-se as seguintes concentragbes de cada um dos pares
de primers: 0,25 pM, 0,4 uM, 0,5 uM e 0,7 uM.

Além disso, elaborou-se uma curva padrdao composta por triplicatas de cinco
diluicdes seriadas (180 ng, 90 ng, 45 ng, 22,5 ng e 11,25 ng) a partir da juncéo do
cDNA das amostras controle de ambas as variedades estudadas.Assim, foi possivel
verificar as eficiéncias de amplificagao dos genes alvo e dos genes de referéncia.

A eficiéncia dos primers(Eff) para a amplificacdo foi determinada a partir do
valor de slope(M) (inclinagdo da reta) da curva padrdo, sendo considerados
valoresem torno de -3, oque indica uma reagdo com 100% de Eeficiéncia. O
coeficiente de correlagdo de Pearson (R?) resultante da andlise da curva padrao foi
considerado como valoridealquando acima de0,80. A eficiéncia de amplificacéo da
PCR deve ter valor igual a 1,0 (100%), correspondendo a taxa na qual um amplicon

de PCR é gerado, sendo consideradossatisfatorios valores entre 90 e 120%.
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4.4.2 Delineamento experimental

A expressao génica foi avaliada em triplicatas (3) de cada tratamento (controle

e seca por oito dias) para cada gene de interesse (n=12) para o 6rgao folha. Foram

avaliados quatro genes de referéncia: genes de cana-de-agucar ortélogos aos que

codificam as proteinas de arroz B-actina (Actina), Tubulina B-2/8-3 (Tubulina),

poliubiquitina 2 (UbiQ2) (Iskandar et al., 2004), bem como a proteina ribossémica

rpl35-4 (Calsa Jr e Figueira, 2007b) (Tabela 1).

Tabela 1. Genes de referéncia de cana-de-agucar para teste de estabilidade na qPCR. Sequéncia

dos primers, numero de acesso (TC n°) e tamanho do amplicon (pb). O TC n° corresponde ao numero

de identificacdo da sequéncia (fentative consensus) no banco de dados de ESTs de cana-de-agucar

(TIGR Gene Index).

Primers
Gene TC n° Amplicon  Referéncia
Forward (5 3°) Reverse (5> 3°)
Iskandar et
Actina CTCAACCCCAAGGCTAACAG GGCATGAGGAAGGGCATAA  TC23717 195 pb | 2004
al.,
Iskandar et
Tubulina CTCCACATTCATGGCAACTC TCCTCCTCTTCTTCCTCCTCG TC48524 103 pb 1 S
al.,
Iskandar et
ubiQ2 CTTCTTCTGTCCCTCCGATG TCCAACCAAACTGCTGCTC TC56667 159 pb | 2004
al.,
Calsa Jre
rpl35-4 CTGAAGACGGAGAGGGAAAA GGCGAAGAGAAACTAACAC TC57186 264 pb Figueira,
2007b
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Gene de referéncia é aquele gene responsavel por fungdes basicas de
importancia elevada para a manutengao do funcionamento celular, cuja expresséao é
dita constante nos diferentes tecidos e estagios de desenvolvimento do organismo.
O gene de referéncia deve ser selecionado para ser o referencial da quantificagéo
relativa, mantendo uma expressédo constante em todos os tratamentos realizados
(Huggett et al., 2005). A escolha incorreta do gene de referéncia pode resultar na
interpretacédo equivocada da expressao bioldgica real dos genes de interesse.

Os genes de referéncia foram analisados pelos programas estatisticosGeNorm
(Vandesompele et al., 2002; http://medgen.ugent.be/~jvdesomp/genorm/) e
NormFinder (Andersen et al., 2004; http://moma.dk/normfinder-software), permitindo
o calculo da variacédo da expressdo. Além disso, foi avaliado se & possivel utilizar um
gene ou mais como referéncia de expressao do ensaio (Andersen et al., 2004).

O programa geNormpermite o calculo de fatores de normalizacdo para cada
amostra com base na média geométrica dos genes testados, assumindo valores de
estabilidade (M) abaixo de 1,5 como ponto de corte. Através da comparagado aos
pares das quantidades relativas de expressao de cada gene analisado de todas as
possiveis combinacdes génicas deste gene pareado contra os demais.E possivel
definir quantos genes de referéncia sdo necessarios para validar o experimento de
gPCR das amostras analisadas, como proposto por Vandesompele e colaboradores
(2002).

Por sua vez, o NormFinder é capaz de realizar uma estimativa da variagao da
expressao intra e intergrupos, como também combina as duas para calcular valores
de estabilidade — stability value (Sv), classificando os candidatos pelas diferengas

das condigbes experimentais (Andersen et al., 2004).
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Apods a selecdo dos genes de referéncia, para a normalizagado da reagao de
gPCR, calculou-se a variagao de expressao relativa pelo modelo proposto por Pfaffl
e colaboradores (2002) com o auxilio do programa Relative Expression Software
Tool (REST-2009) (Pfaffl et al., 2002). Este programa permite uma estimativa de
expressao génica com nivel de significancia entre os genes alvo e genes de
referéncia selecionados, com base no método AACq; porém, corrigindo as

eficiéncias dos diferentes primers.
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5.Resultados

5.1 PREVALENCIADE ESTs CLOROPLASTIDIAIS EM DIFERENTES ESTAGIOS

DA CANA-DE-ACUCAR

Um total de 41 sequéncias consenso (TC, tentative concensus) de cana-de-
agucar apresentou correspondéncia com genes cloroplastidiais no banco de ESTs —
TIGR Gene Index, porém 57% dos TC’s ndao apresentaram informagdes da biblioteca
de origem, ndo sendo possivel inclui-los nas analises. Os 15 TC’s com identificagéo
apresentaram-se distribuidosem diferentes bibliotecas de cDNA (~o6rgaos),
mostrando a prevalénciapresumivel dos genes identificados na planta. Observou-se
maior ocorréncia dos genes cloroplastidiais em folhas maduras ou etioladas, nas
bibliotecas pSL (genes psbH, psbD, psbZ, psbM, ndhC e atpH), LV1 (gene petA),
LR1 (gene petG), NR2 (gene psaB) e Sugarcane mature leaf tissue library (genes
psbK e rbcL), e pouca prevaléncia em inflorescéncias e sementes, FL5 (genes psbT
e psbN), raizes, RT2 (gene atpl) e epiderme lignificada do colmo, SB1 (genes ndhl)
(Figura 11A).

Observou-se que 37% dos TC’s identificados na busca in silico pertenciam a
familia psb (Figura 11B) codificantes para subunidades do fotossistema Il, que é o

complexo proteico responsavel pela captagéo da luz solar e fotdlise da agua.
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Figura 11. (A) Prevaléncia dos érgaos vegetais observados em bibliotecas de cDNA correspondentes
a genes cloroplastidiais de cana-de-agucar disponivel no banco de dados TIGR Gene Index de cana-
de-agucar. (B) Distribuicdo in silico das familias génicas identificadas no banco de dados TIGR Gene
Index, sendo fotossistema | (psa), fotossistema Il (psb), citocromo bgf (pet), NADH desidrogenase
(ndh) e ATP sintase (atp).

De acordo com os dados de expressao normalizados de cada TC nas
bibliotecas identificadas (Tabela 2), encontrou-se prevaléncia do gene psaB na
biblioteca NR2 a partir de um pool de tecidos (0,38%), seguido do gene rbcL (0,14%)
e psbM (0,13%).
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Tabela 2. Transcritos codificados por genes cloroplastidiais encontrados no banco de dados TIGR
Gene Index por meio de BLASTn. Sdo mostrados dados referentes ao tamanho do TC, a identificagdo
no banco TIGR Gene Index, o gene correspondente, a similaridade (Sim) do alinhamento obtido,
prevaléncia dos TC’s nas bibliotecas, bibliotecas de origem e o 6rgao utilizado para construgdo da

biblioteca.
Tamanho . Gene . A 0 o S
(pb) TC T Sim (%) Prevaléncia (%) Biblioteca Orgao
2.661 TC148630 psaB 100 0,38 NR2 pool de 6rgaos
1.821 TC128385 rbcL 100 0,14 Folhas maduras Folhas
939 TC133997 psbM 100 0,13 pSL Folhas
584 TC152448 psbZ 100 0,13 pSL Folhas
673 TC132114 ndhl 100 0,1 SB1 Epiderme lignificada
do colmo
835 TC150955 atpH 100 0,04 pSL Folhas
1.162 TC128448 ndhC 97 0,04 LR1 e pSL Folhas
963 TC112716 petA 98 0,04 LV1 Folhas etioladas
2.640 TC143836 psbD 100 0,04 pSL Folhas
411 TC151639 psbH 100 0,04 pSL Folhas
813 TC152533 psbK 100 0,03 Folhas maduras Folhas
744 TC112891 atpl 100 0,01 RT2 Raiz
620 TC153893 petG 100 0,01 LR1 Folhas imaturas
911 TC153582 psbN 100 0,01 FL5 Inflorescéncia/
Semente
911 TC153582 psbT 100 0,01 FL5 Inflorescéncia/
Semente

* TC: tentative consensus — uniéo de varias reads para formar um contig.
NR2: todas as bibliotecas; pSL: folhas apds inducao floral; SB1: epiderme lignificada do colmo; LR1:
primérdio foliar; LV1: crescimento foliar in vitro; RT2: apice radicular e 0,3 cm a partir do apice radicular em

plantas maduras; FL5: flor em diferentes estagios de desenvolvimento.

A partir desses dados seguiu-se com o desenho de primers a partir da
sequéncia do gene correspondente do plastoma da cana-de-agucar para analise de

sua expressao por RT-gPCR.
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5.1.1Desenho de primers

A busca por perfil de expressdo de ESTs do plastoma de cana-de-agucar no
banco de dados TIGR Gene Index mostrou que varios genes
cloroplastidiaispertencentes as familias psa, psb, pet, ndh e atp, além do gene rbcL,
foram identificados por metodologias que se baseiam no sequenciamento de cDNA
total. Assim, foi possivel selecionar 15 TC’s para desenho de primers especificos
para amplificacdo de regides respectivas aos genes atpH, atpl, ndhC, ndhl, petA,
petG, psaB, psbD, psbH, psbK, psbM, psbN, psbT, psbZ e rbcL.

Foram adicionados a analise trés genes (psaA, psbA e ndhJ) que, apesar de
nao terem apresentado informacgdes da biblioteca de cDNA, sua identificacdo pode
acrescentar informacgdes acerca do funcionamento cloroplastidial a partir da analise
de sua expressao diferencial por RT-gPCR.Os genes atp/ e ndhl foram excluidos
das analises por terem sido identificados apenas em bibliotecas de raiz e colmo,
respectivamente. No total, 16 genes cloroplastidiaisforam selecionados a partir da
identificacdo no banco de dados SoGl Gene Index/TIGRpara desenho dos
iniciadores especificos visando analise de PCR em Tempo Real.

O desenho dos primers foi realizado no programa Primer3, com base nos
parametros  pré-estabelecidos. Contudo, as sequéncias nucleotidicas
correspondentes aos transcritos dos genes psbZ, petG, psbT e psbM nao atenderam
aos parametros ajustados para selegcao de primers eficientes para a qPCR, néo
sendo possivel obter tais primers para esses genes. Dessa forma, conseguiu-se

desenhar primers para apenas 12 genes (Tabela 3).
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Tabela 3. Primers desenhados pelo programa Primer3 a partir de genes cloroplastidiais de cana-de-

agucar.

Posicdo do pareamento

na sequéncia;sequéncia do primerforward e

reverse,

respectivamente; tamanho do amplicon; temperatura de anelamento (TM); possiveis interagdes entre

os primers (NetPrimer).

Amplicon AG
Gene Posicao Sequéncia (5’ > 3’) TM (°C) Interacoes
(pb) (kcal/mol)
A 773 CAACCCCCTTTTTCACCT %8 57,39 -
sa -
P 870 ATCGCTCAACCATAGACCAC 57,61 -
5 453 AGGGGGTTGGTTACATCTAC o 55,45 - -
sa
P 553 CTCCGAAAAGTCCTGACA 54,55 Homodimeros -3,92
840 AGTAGGGATCTGGTTCACTG 54,14 -4,62
pSbA 96 Homodimeros
935 CGACCTTGGCTATCAACTAC 54,99 -49
41 CTGTTCTTTGTCCGACTAGC 55,19 -5,16
psbK 84 Homodimeros
124 CAGGCATAACATCCACGA 56,38 -5,24
136 TTAGGGGGTTGGTTTACAGG 58,81
psbD 120 Heterodimeros -43
255 ACTATTGGCAGGTGTGGA 54,72
34 CCTAAGCCAAAACGGACT 55,38
psbH 102 Heterodimeros -3,94
135 GACCCCCATAAAAGGAGTAG 55,26
14 CTTTAGTCGCCATCTCCA 54,71 -
psbN 119 -
132 TTAGTCCCCGTGTTCTTC 53,39 -
Grampo -1,5
217 GCAGTGCTTCCTGATACTGT 55,47
petA 96 Homodimeros - 5,89
312 CAACCCTCCCTTTTTACC 54,51 - -
314 GGAGAAGTGCCGATTTTC 54,36
ndhJ 111 Heterodimeros - 5,88
424 GCCAGCCTATCCAACTTT 55,29
102 TAGTGAAGGACCAGAGAAGC 54,63
ndhC 146 Heterodimeros - 3,94
247 CCCAAGGGTAGAGAAAGACT 55,04
5 AGTTGGTCAAGGTACTGCTG 55,40 - 3,65
atpH 138 Homodimeros
142 GCCACAACCAGTCCATAA 55,20
556 GGTAGAGCGTGTTATGAGTG 53,36
rbcl 141 Heterodimeros -5,74
696 GGTTTCGGCTTGTGCTTT 58,85
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Os primers foram submetidos a alinhamento local (BLASTn) contra banco de
dados publico no NCBI (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), a fim de confirmar a
especificidade dos primers obtidos.

As analises realizadas pelo NetPrimer revelaram que a maioria dos primers
obtidos formam estruturas secundarias como dimeros de primers [complementagao
entre as bases no mesmo primer(homodimeros) ou entre os primers(heterodimeros)]
e alguns com formag&o de grampo (dobramento do primer).Contudo, os valores de
energia livre de Gibbs (AG) foram baixos, e provavelmente nao ocasionariam

problemas durante as analises de RT-qPCR (Rychlik, 1993).
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5.2 ANALISE DO MATERIAL VEGETAL

5.2.1 Perfis fisiolégicos do material vegetal

5.2.1.1 Potencial hidrico foliar (Ywf)

Observaram-se diferencas significativas no W,-em ambas as variedades
estudadas, em relagdo ao seu controle(Figura 12). A variedade tolerante sob seca
apresentou uma redugdo significativa de 37% do W, em comparagdo com a
variedade sensivel. Essa reducdo mostra que a variedade tolerante, possivelmente,
esta acumulando mais soluto e osmoprotetores para prote¢cao contra a dessecacao e

na tentativa de captar mais agua do solo.

Variedades de cana-de-agtcar

Sensivel Tolerante

H Controle

Ll Seca

Ww MPa
I

*® ¥

L

++

Figura 12. Valores médios do potencial hidrico foliar (W, nas variedades de cana-de-agucar
tolerante e sensivela seca, cultivadas em casa-de-vegetagcadosob déficit hidrico por oito dias, com
medidas ao meio-dia (12 h). * Comparagéo entre tratamentos (controle e seca). + Comparagao entre
variedades. ** diferenca significativa ao nivel de 5% pelo teste Tukey. ++ diferenca significativa ao
nivel de 5% pelo teste Tukey. CV% = -5,19, DMS para colunas=0,2556 e DMS para linhas=0,2556.
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5.2.1.2Fotossintese liquida (A), transpiragao foliar (E) e concentragao interna
de CO, (Ci)

As plantas das variedades toleranteesensivel apresentaram reducdes
significativas na fotossintese (A) em relagdo ao seu controle, de 96% e 94,5%,
respectivamente (Figura 13).Porém, ndo se observou redugdes significativas da
fotossintese no tratamento sob seca entre as variedades. A fotossintese & bastante
afetada pela redugao de absorgédo de CO,, neste experimento, ambas as variedades

de cana-de-agucar n&o conseguiram manter os niveis de fotossintese liquida.

40
35

20 - aB

15 - M Controle

il Seca

A{pmol CO2 m-2 s-1)

bA

T

bA

Sensivel Tolerante

Variedades de cana-de-agucar

Figura 13. Valores médios da fotossintese liquida (A) nas variedades de cana-de-agucar tolerante e
sensivela seca, cultivadas em casa-de-vegetagédosob déficit hidrico por oito dias. Letras minusculas
comparam diferentes tratamentos dentro de uma mesma variedade. Letras mailusculas comparam o
mesmo tratamento entre variedades. Letras iguais ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.CV% = 12,41, DMS para colunas=3,1251 e DMS para linhas=3,1251.
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Para a transpiracéo foliar (E), houve redugdes significativas de 99,4% e 92,4%
emambas as variedades de cana-de-agucar,tolerantee sensivel, respectivamente,em
relacdo ao seu controle a quase zero (Figura 14). Essa alternativa de reducéo da
transpiracéo evita a perda de agua, evitando a dessecag¢ao, mostrando que ambas
as variedades foram eficazes nesse parametro. Porém ndo houve diferengcas em

relagao as variedades estudadas no tratamento seca.
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Variedades de cana-de-acucar

Figura 14. Valores médios da transpiracao foliar (E) nas variedades de cana-de-agucar tolerante e
sensivela seca, cultivadas em casa-de-vegetagdosob déficit hidrico por oito dias. Letras minusculas
comparam diferentes tratamentos dentro de uma mesma variedade. Letras mailusculas comparam o
mesmo tratamento entre variedades. Letras iguais n&do diferem significativamente pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.CV% = 27,32, DMS para colunas= 1,7805 e DMS para linhas= 1,7805.
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A variedade sensivel submetida a seca apresentou redugdo na concentragao
interna de CO,(Ci) de 59% em comparagdo com seu controle, porém nao
apresentoudiferencga significativa (Figura 15). Enquanto que o tratamento seca da
variedade toleranteapresentou um aumento na concentragao interna de CO, de 16%
em relacdo ao seu controle. Esse discreto aumento na variedade tolerante mostra
que, mesmo sob seca, essa variedade é capaz de acumular maior concentragao de

CO; interno em comparagao com seu controle.

200 - ah
180 -
160 - aA 3A
140 -
120 -
100 -
80 -
60 -
40 -
20 -

G

H Controle

kd Seca

Sensivel Tolerante

Variedades de cana-de-agtcar

Figura 15.Valores médios da concentragao interna de CO, (Ci) nas variedades de cana-de-agucar
tolerante e sensivela seca, cultivadas em casa-de-vegetacadosob déficit hidrico por oito dias. Letras
minusculas comparam diferentes tratamentos dentro de uma mesma variedade. Letras maiusculas
comparam o mesmo tratamento entre variedades. Letras iguais ndo diferem significativamente pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade. CV% = 58,29, DMS para colunas= 88,43574 e DMS para
linhas= 88,43574.

50



5.2.2 Extracao de RNA total

As analises de extracdo de RNA mostraram um padrao esperado de bandas no

gel de agarose 1%, correspondendo ao RNA ribossomal 28S e 18S (Figura 16).

Figura 16. Gel de agarose 1% com o RNA total extraido. Utilizou-se o marcador de DNA 1 kb.

A quantificagdo do RNA dessas amostras (Tabela 4) revelou que, para ambas
as variedades analisadas, foi extraida boa quantidade de RNA com grau de pureza

adequada as analises de PCR em tempo real.

51



Tabela 4. Quantificagdo de RNA total de folhas de cana-de-agucar das variedades tolerante e

sensivel a seca sob diferentes regimes hidricos, controle eseca por oito dias.

Conc. Med.

Tratamento Variedade Razao**
(ng/uL)*
Tolerante 566,6 1,82
Controle
Sensivel 414,66 1,77
Tolerante 474.6 1,78
Seca
Sensivel 502,7 1,71

* Concentracdo média das triplicatas bioldgicas
** Razao Axgo/Asgo

5.2.3 Teste dos primers e sintese de cDNA

De forma a testar a integridade e qualidade dos primers sintetizados, realizou-
se uma PCR convencional, utilizando DNA gendmico e extra nuclear de folhas de

cana-de-agucar como molde (Figura 17).

1Kb C- psaA psaB psbA psbK 25pb petA psbD ndhJ ndhC atpH rbcL psbH psbN 1 Kb actin tubulin UbiQ2 rpl35-4 25 pb

Figura 17. Gel de agarose 1% com o produto da PCR convencional do teste dos primers de cloroplasto
de cana-de-acgucar, utilizando DNA gendmico e extra nuclear como molde. Controle negativo (C-),
marcador de DNA 25 pb e 1 Kb.
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Assim, constatou-se que os primers desenhados para genes cloroplastidiais de
cana-de-agucar sao especificos, uma vez que amplificaram apenas uma banda com
tamanho esperado, conforme a Tabela 3.

O teste dos primers a partir de um pool de cDNA das amostras controle revelou
que estes sao capazes de amplificar a partir do cDNA de cana-de-agucar (Figura
18). A reacdo de PCR a partir dos cDNAs de cada tratamento e réplica bioldgica
utilizando o primerpara o gene da Actina (gene de referéncia, verTabela 1) mostrou
que apenas em duas amostras foi possivel verificar a presenca de uma banda

especifica de 195 pb para o gene da Actina (Figura19).

100pb psaA psaB psbA psbD psbH psbK psbN petA  ndhC ndh) atpH rbcl 100 pb  actin tubulin ubiQ2 rpl35-4

Figura 18. Gel de agarose 1% com o produto da PCR convencional do teste dos primers de cloroplasto
de cana-de-agucar, utilizando pool de cDNA como molde. Controle positivo DNA (C+), controle negativo
(C-), marcador de DNA 100 pb.
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Figura 19. Gel de agarose 1% com o produto da PCR convencional do teste dos primers de
cloroplasto de cana-de-agucar, utilizando cDNA de cada tratamento como molde (Controle e Seca).
Controle positivo DNA (C+), controle negativo (C-), marcador de DNA 100 pb. 579 (variedade
tolerante), 454(variedade sensivel), réplicas biolégicas de cada tratamento (P1, P2 e P3).

5.3ENSAIO DE gPCR

5.3.1 Otimizagcao dos primers

A otimizacdo dos primers revelou a concentracao ideal para os ensaios de
gPCR. Assim, estabeleceram-se as melhores concentragdes de cada par de primera
fim de seobter o melhor desempenho de amplificagdo (menor Cq). A Figura 20A
mostra a comparagédo entre as curvas de amplificagdo para o gene psaA com o
gradiente de concentragao do primer. Ao lado pode-se comparar a curva de melting

(Figura 20B) obtida com a concentragao de 0,5 uM.
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Figura 20. (A) Grafico de amplificagao do gene psaA obtido no Rotor-Gene 6000 (Corbett Research)
comparando as diferentes concentragdes no ensaio de otimizacao dos primers de cloroplasto de
cana-de-agucar. (B) Curva de dissociagao (melting) obtida a partir da amplificagdo do gene psaA de
cana-de-agucar na concentragdao de 0,5 pM, mostrando apenas um pico de dissociagao
(aproximadamente 80°C), confirmando a amplificagdo especifica do alvo.

Para cada primer foi estabelecida uma concentragéo ideal. Todos os genes de
referéncia (actina, rpl35-4, tubulina e UbiQ2) apresentaram a concentragcédo de 0,7
MM como a mais adequada, assim como os genes psbA e psbK. Enquanto que os
genes psaA,psaB, psbD, atpH e rbcL mostraram melhor amplificagcdo na
concentragao de 0,5 pM, ja os genes ndhJd,ndhC,psbH, psbN epetA, apresentaram
concentracdo de 0,4 yM como a ideal. Essas concentragdes foram utilizadas nas

demais analises de qPCR.

5.6.2 Eficiéncia de amplificagao

A eficiéncia de amplificacdo dos genes obtida pela construgdo de uma curva
padrao a partir da diluicido seriada das amostras de cDNA mostrou que os primers
utilizados neste estudo apresentam eficiéncias semelhantes. A Figura 21 mostra a
curva padréo de amplificacdo do gene psbK; o slope (M), que esta relacionado com

a eficiéncia da amplificacéo, foi de -3,235, refletindo numa eficiéncia (Eff) de 104%.
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O coeficiente de Pearson (R?) foi de 0,97, indicando que houve precisdo entre as

triplicatas do ensaio.
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Figura 21. Curva padrdo de amplificagdo do gene psbK.

As eficiéncias de amplificacdes de cada par de primer estao listadas na Tabela

5. Valores de eficiéncia entre 0,85 e 1,2 e coeficiente de Pearson (R?) superior a

0,80, foram considerados satisfatorios.
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Tabela 5. Eficiéncias de amplificagao, slope(M) e R? apresentados pelos primers.

Fotossistema |

Fotossistema Il

Citocromo b6f

NADH desidrogenase

ATP sintase

Subunidade maior da
RuBisCO

Genes de referéncia

psaA
psaB
PSbA
psbK
psbD
psbH

pSbN

petA

ndhJ

ndhC

atpH

rbcl

Actina
Tubulina
rpl35-4

UbiQ2

91

120

115

104

96

103

107

114

94

96

92

103

97

99

87

92

0,91705
0,93079
0,9477
0,97036
0,96904
0,93411

0,93376

0,93584

0,90564

0,94346

0,93437

0,8518

0,94344
0,95582
0,9111

0,87079

-3,557
-2,918
-3,012
-3,235
-3,418
-3,248

-3,1565

-3,024

-3,466

-3,423

-3,532

-3,2426

-3,403
-3,349
-3,678

-3,528
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5.6.3 Validagao dos genes de referéncia

A estabilidade da expressao dos genes de referéncia foi determinada pelos
programas estatisticosgeNorm(Vandesompele et al., 2002) e NormFinder (Andersen
et al., 2004). O geNorm permite calcular a variagdo da média geométrica dos valores
de expressao dos genes candidatos. Ao passo que o NormFinder é capaz de medir
a variacdo de expressado, como também classificar os candidatos pelas diferencas
das condicbes experimentais.

De acordo com o programa NormFinder, o gene que apresentou o menor valor
de estabilidade de expressao génica (Sv) foi o rpl35-4 (Sv= 0,044), seguido do gene
UbiQ2, com mesmo valor de Sv.Com isso, o programa mostrou que o melhor gene
de referéncia é o rpl35-4, porém pode-se considerar ambos 0s genescomo 0s mais

estaveisnas amostras analisadas pelo NormFinder (Tabela 6).

Tabela 6. Valores de estabilidade (Sv) determinados pelo programa NormFinder para os candidatos a
genes de referéncia testados.

Valor de estabilidade

Gene
(Sv)
rpl35-4 0,044
UbiQ2 0,044
Actina 1,121
Tubulina 1,350
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O programa geNorm calcula a estabilidade de expressédo (M) para cada gene

baseado na relagdo entre a expressdo da média das variagdes (V) do valor da

expressao,

no estudo,

dos possiveis pares formados por esse gene e cada um dos candidatos

conseguindo corrigir pequenas variagdes nos genes de referéncia. Para

tanto, assumiu-se valores de estabilidade (M) abaixo de 1,5 e coeficiente de variagédo

(V) abaixo

de 0,15 (Vandesompele et al., 2002).0 algoritmo do programa exclui o

maior valor de M e torna avaliar as médias de variacdo de expressao restantes, até

encontrar valores 6timos de M (M<1,5). Durante as analises no geNorm, constatou-

se que o gene Actina apresentou o pior valor de estabilidade (M=2,6). Assim,

obteve-sea

22).

<] ] =]
w ] ~

=]

W

Média de estabilidade da expresséo (M)

combinagaorpl35-4/UbiQ2com o melhor valor de estabilidade (Figura

fubulm pI35-4/UbrQ2
genes mais estaveis —

actin
« genes menos estaveis

Figura 22.Grafico obtido no programa geNorm relacionando a estabilidade génica de cada gene
analisado, com valor de estabilidade M<1,5. E possivel distinguir os genes mais estaveis (rp/35-

4/UbiQ2) dos

genes menos estaveis (Tubulinae Actina).
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Ao se comparar os resultados obtidos por ambos os programas, NormFinder e
geNorm, observou-se que o gene rpl35-4 foi classificado como o gene mais estavel,
confirmando que este gene pode ser utilizado como gene de referéncia nas
amostras de folha de cana-de-agucar.Como o geNorm tende a selecionar o melhor
par de genes pela sua similaridadee o NormFinder seleciona os genes com base na
sua variagao de expressao, constatou-se que essas duas analises foram capazes de
agrupar os genes rpl35-4 e UbiQ2 como mais estaveis nas amostras analisadas.
Dessa forma, considerou-se que o par proposto pelo geNorm (rpl35-4/UbiQ2) como

0 mais estavel para o6rgaoestudado.

5.4 QUANTIFICAGAO RELATIVA POR RT-gPCR

5.4.1 Comparacao tolerante/sensivel vs. respectivos controles

As analises de expressao relativa de genes cloroplastidiais de cana-de-agucar
obtidos por RT-gPCR mostraram que as variedades analisadas apresentam um perfil
de expressao cloroplastidial contrario para genes dos fotossistemas | e Il. A Tabela
Tapresenta os valores de expressao (VE) relativados genes de interesse gerados
pelo programa estatistico REST 2009 (Pfaffl et al., 2002) para cada variedade
analisada em comparacdo com seu respectivo controle. Os valores entre 0 e 1
indicam a repressdo do gene (Down-regulation), enquanto que valores acima de
1indicam a indugao do gene (Up-regulation), utilizando os genes de referéncia rp/35-

4 e UbiQ2 para normalizacdo dos resultados. O teste de hipétese considera valores

60



significativos aqueles com p-value< 0,005, valores acima nao sao significativos,

considerando que nao houve variagao da expressao (No).

Tabela 7. Expressdo relativa de genes cloroplastidiais de diferentes variedades de cana-de-agucar
submetidas a seca comparando com seus respectivos controles nao tratados, em relagdo aos genes de
referéncia rp/35-4 e UbiQ2. Dados obtidos no programa REST 2009.

psaA 344419 724,22-18287,5 0,00000 Up 1,10  0,20-4,93 0,8350 No
psaB 23,37 12,00 - 44,27  0,0000*  Up 0,16  0,08-028 0,0000* Down
psbA 16,47 1,39- 113,64 0,0010*  Up 0,07  002-024 0,0000* Down
psbK 750,44 450,98-1.330,92 0,0000* Up 0,63  026-107 0,0440* Down
psbD 332,85  208,01-516,31 00000+ Up 020  011-041 0,0000* Down
psbH 0,03 0,01-0,05 0,0000* Down 1,08  048-2398 0,7990 No
psbN 1,58 0,04-511,35 0,7730  No 0,73  035-147 0,1900 No
petA 0,03 0,01-0,09 0,0000* Down 118  0,53-2,57 0,4870 No
ndhJ 1,93 0,10-194,87 0,5980  No 2,78  122-6/46 00020+ Up
ndhC 0,1 0,07-0,14 0,0000* Down 228  124-420 00050+ Up
atpH 0,03 0,10-0,07 0,0000* Down 0,58  029-1,07 00230 Down
rbel 0,65 0,04-1476 06740 No 3,86 0,77-1506 0,0130* Up

VE: valores de expresséo relativa; EP: erro padrao; Up: gene induzido; Down: gene reprimido; No: sem

diferenca significativa entre controle e tratado. *valores significativos a a=5%, pelo teste de hipétese P(H1)
REST 2009.

A variedade tolerante apresentou uma indugdo nos genes representantes do
fotossistema | (PSl),psaA e psaB, e do fotossistema Il (PSll),psbA, psbK e psbD, em
comparagao com seu controle. Ao passo que o gene psbH, pertencente ao PSII, foi

reprimido; assim como o0s genes pertencentes ao citocromo bgf, petA, complexo
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NADH desidrogenase, ndhC, e ATP sintase, atpH. A Figura 23A mostra o perfil de

expressao dos genes cloroplastidiais avaliados nessa variedade.

A Expressao Relativa (variedade tolerante)
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Figura 23. Representagdo grafica da expressado relativa de genes cloroplastidiais da variedade
tolerante(A) e sensivel (B) de cana-de-agucar em relagdo aos genes de referéncia UbiQ2 e rpl35-4,
submetida a seca por oito dias. As barras representam 50% dos valores observados; a linha tracejada
representa a mediana das amostras; os limites extremos representam 25% das amostras superiores
(T) € 25% das amostras inferiores (4). * mostram valores de expressdo com diferengas significativas
a p<0,05 pelo teste de hipoteses P (H1) REST 20009.
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A variedade sensivel apresentou uma indugdo dos genes estudados do
complexo NADH desidrogenase, ndhJ e ndhC, além do gene rbcL, codificante da
subunidade maior da proteina RuBisCO. Ao passo que alguns genes pertencentes
ao PSII, psbA, psbD e psbK, foram reprimidos; assim como o gene para a ATP
sintase, atpH, e o gene psaB do PSI (Figura 23B).

Sob déficit hidrico, a variedade toleranteapresentou uma indugao dos genes do
PSI, tendo um aumento de 3.000 vezes na expressédo do gene psaA e de 23 vezes
do psaB, em comparagdao com o grupo controle. Enquanto que a variedade sensivel
nao foi capaz de manter niveis constantes desse fotossistema, apresentando uma
repressao transcricional do gene psaB de 6 vezes, em comparagdo com seu
controle.

O PSIlI apresentou uma variagdo no padrao de expressao dos genes
codificantes estudados em ambas as variedades. O gene psbN ndo apresentou
alteragao na sua transcricao nas variedades deste estudo, enquanto os genes psbA
(VE=16,45), psbK (VE=750,44) e psbD (VE=332,85) foram induzidos na variedade
tolerante. Esses mesmos genes mostraram-se reprimidos na variedade sensivelsob
seca, com valores de expressao de 0,073, 0,631 e 0,205, respectivamente.
Curiosamente, apenas o gene psbH foi reprimido sob seca na variedade tolerante
(VE=0,026), enquanto que sua expressdao manteve-se constante na variedade
sensivel sob seca.

O gene petA,codificante de componente do citocromo bgf, apresentou
repressao de 38 vezes na variedade tolerante, enquanto que este mesmo gene nao

apresentou variacdo na variedade sensivel.
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O complexo NADH desidrogenase apresentou uma indugdo na variedade
sensivel, através da expressao de duas vezes dos genes ndhC e ndhdJ. A variedade
tolerante se comportou de forma inversa, onde apenas o gene ndhC foi reprimido
cerca de 10 vezes em comparagao com seu controle.

O gene petH, representante da ATP sintase, foi reprimido em ambas as
variedades, tendo uma repressao de 31 vezes na variedade tolerante e de 1,7 vezes

na variedade sensivel.

5.4.2 Comparacgao variedade sensivel vs. variedade tolerante

As analises de expressao relativa de genes cloroplastidiais de cana-de-agucar
obtidos por RT-gPCR na comparagédo entre as amostras submetidas a seca das
variedades analisadas (sensivel e tolerante), utilizando os dados das amostras da
variedade sensivel como controle no programa REST 2009, confirmaram os
resultados de expressao relativa obtidas em primeira analise. Hd uma expressao

preferencial de genes dos fotossistemas | e |l na variedade tolerante (Tabela 8).
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Tabela 8.Expressdo relativa de genes cloroplastidiais de cana-de-aglucar submetidas a seca
comparando as variedades sensivel e tolerante, em relagdo aos genes de referéncia rpl35-4 e UbiQ2.
Dados obtidos no programa REST 2009.

psaA 224,928 32,875-796,783  0,0000* Up
psaB 3.333,84 2.506,903 - 4.820,706  0,0000* Up
psbA 79,476 46,442 - 141,809  0,0000* Up
psbK 906,097 533,618 - 1.389,860  0,0000* Up
psbD 408,826 252,999 - 707,366  0,0000* Up
psbH 2,536 1,184 -5688  0,0040* Up
psbN 4,954 0,121 - 1.527,948 0,2300 No
petA 0,221 0,058-0,737  0,0020* Down
ndhJ 2,857 0,143-298,259  0,3330 No
ndhC 0,839 0,543-1,203  0,3170 No
atpH 0,744 0,194 - 1,941 0,4440 No
rbelL 10,186 0,489 - 228,664  0,0350* Up

VE: valores de expressao relativa; EP: erro padrdo; Up: gene induzido; Down: gene reprimido;

No: sem diferenca significativa entre as amostras. *valores significativos a a=5%, pelo teste de
hipotese P(H1) REST 2009.

A variedade tolerante, em comparagao com a variedade sensivel, apresentou
uma indugéo nos genes representantes do fotossistema | (PSl), psaA(VE = 224) e
psaB (VE = 3.333), e do fotossistema Il (PSll), psbA(VE = 79), psbK (VE =
906),psbD(VE = 408) e psbH (VE = 2,3). Apenas o gene psbN, pertencente ao PSII,
nao apresentou variagdo da expressao.O genepetArepresentante do complexo

citocromo bef foi inibido na variedade tolerante cerca de 4 vezes. Os genes do
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complexo NADH desidrogenase, ndhC e ndhdJ, assim como o gene atpH da ATP
sintase, ndao apresentaram variagao da expressao relativa em comparagao com a
variedade sensivel.Nesta analise, o gene rbcL, codificante da subunidade maior da
RuBisCO, foi induzido10 vezes em comparagado com a variedade sensivel.

A Figura 24 mostra o perfil de expressao dos genes cloroplastidiais avaliados

nacomparacao entre as variedades.
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Figura 24.Representacdo grafica da expressdo relativa de genes cloroplastidiais da variedade
tolerante de cana-de-agucar comparando com a variedade sensivel de cana-de-agucar em relagao
aos genes de referéncia UbiQ2 e rpl35-4, submetida a seca por oito dias. As barras representam 50%
dos valores observados; a linha tracejada representa a mediana das amostras; os limites extremos
representam 25% das amostras superiores () e 25% das amostras inferiores (L). * mostram valores
de expressao com diferencgas significativas a p<0,05 pelo teste de hipoteses P (H1) REST 2009.

66



Assim, verificou-se que a variedade tolerante apresenta um perfil de transcrigao
preferencial de ativacdo de genes dos fotossistemas | e Il e repressao de genes
envolvidos em outros complexos da fotossintese, como citocromo bgf. De forma
contraria, a variedade sensivel a seca apresenta um perfil transcricional para
ativagcdo de genes codificantes de subunidades do citocromo bgf e NADH
desidrogenase, reprimindo genes codificantes de ambos fotossistemas. A indugéo
do gene rbcL parece estar relacionada com a alta produtividade atribuida a essa

variedade.
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6. Discussao

6.1 IDENTIFICACAO DE ESTs CLOROPLASTIDIAIS DE CANA-DE-ACUCAR

A andlise de prevaléncia de ESTs do plastoma de cana-de-agucar no banco de
dados TIGR Gene Index mostrou que varios genes cloroplastidiais sao identificados
por metodologias que se baseiam no sequenciamento de cDNA, como bibliotecas de
EST e SAGE. A maior parte dos transcritos codificados por genes cloroplastidiais foi
identificada em bibliotecas de folhas. Os dados de prevaléncia de transcritos em
TC’s, mostram que os genes cloroplastidiais sdo encontrados com facilidade em
bibliotecas de cDNA, principalmente, quando se utiliza folha como 6rgédo de estudo.
Os mRNAscloroplastidiais apresentam uma curta cauda poli-A (Rott et al., 1998),
permitindo sua eventual captura com primers oligo-dT utilizados em técnicas de
expressdo génica, principalmente em tecidos fotossintéticos, devido ao elevado
numero de ploidia e copia do genoma plastidalnas folhas (Calsa Jr. e Figueira,
2007a).Porem a falta de informacdes referentes aos TC’s encontrados, biblioteca,
condigao bioldgica e estagio de desenvolvimento, dificultou uma abordagem mais
ampla, envolvendo mais genes para serem testados em estresse por seca.

Devido ao maior numero de TC's identificados como sendo pertencentes a
familia psb (fotossistema Il), acredita-se que a prevaléncia de genes dessa familia
leva a um aumento na quantidade de tais complexos nas membranas dos tilacoides.
Em Deschampsia antarctica (Poaceae), Lee e colaboradores (2014) identificaram
uma inducdo de genes do PSIl, mostrando que esse complexo proteico € bastante

expresso em condi¢gdes normais de desenvolvimento.
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6.2 MATERIAL VEGETAL

6.2.1 Analises Fisiolégicas

A constatacdo do estresse por seca das amostras analisadas mostrou que,
embora as variedades tenham se comportado de forma semelhante nas variaveis
fisiolégicas analisadas, a variedade tolerante apresentou um maior numero de
respostas associadas a tolerdncia a seca em comparagcao ao seu controle, como
reducao do potencial hidrico foliar (Wwf).Ja a variedade sensivel foi considerada
sensivel a seca, em virtude de ndo conseguir ativar mecanismos eficientes para
tolerar a seca, como redugao da concentracdo de CO; interno (Ci) e potencial hidrico
foliar (Wwf) (Santos et al.,2013). Esses resultados confirmam estudos anteriores que
apontam a variedade RB92579 como tolerante a seca e a variedade RB72454 como

sensivel a seca (RIDESA, 2010).

6.3 EXPRESSAO RELATIVA POR RT-gPCR

6.3.1 Genes de referéncia de cana-de-agucar

A validagdo dos genes de referéncia pelos programas estatisticos geNorm
(Vandesompele et al., 2002) e NormFinder (Andersen et al., 2004), permitiu a
selecdo do gene rpl35-4, como gene referéncia, dentre os candidatos propostos. O
gene rpl35-4, codificante de uma proteina ribossémica, apresentou menor variagéo

quantitativa entre as amostras de cana-de-agucar, quando analisado por ambos 0s
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programas. Entretanto, de acordo com o geNorm, para o ensaio de expressao
relativa deste estudo, é necessario utilizar a combinagdo dos genes rpl/35-4/UbiQ2
para validagao do experimento. A utilizacdo de combinagdes génicas é utilizada para
normalizar o valor de expressao através de multiplos genes, podendo garantir uma
maior confiabilidade dos resultados de expressao relativa apresentados (Huggett et

al., 2005).

6.3.2Expressao relativa: tolerante/sensivel vs.controles nao estressados

6.3.2.1 Fotossistemas | e |l

As analises de expressao relativa de genes cloroplastidiais de cana-de-agucar
mostraram que os genes dos fotossistemas do cloroplasto de cana-de-agucar
apresentam perfis de expressao contrarios nas variedades analisadas neste estudo.
Pesquisas anteriores relataram a expressao diferencial de genes relacionados aos
fotossistemas | e Il em outros organismos como responsiva a fatores abidticos, como
o tipo de luz incidente na planta (Pfannschmidt et al., 1999; Dhingra et al., 2006;
Puthiyaveetil e Allen, 2008), corroborando com os dados de expressao génica neste
estudo sobre o estresse por déficit hidrico.

As proteinas D1 e D2,codificadas respectivamente pelos genespsbA e psbD,
sdo os componentes centrais do complexo proteico do fotossistema Il (PSll). Na
variedade tolerante, a indug¢ao de 16 vezes do gene psbA e de 332 vezes do gene
psbDsugere que o aumento na quantidade desse complexo na membrana dos

tilacoidesfavorece uma maior capacidade de captar fotons e realizar a fotdlise de
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moléculas de agua disponiveis, de forma a aumentar a eficiéncia no uso da agua
durante a seca. Esta expressdo aumentada parece contribuirnoaumentodo numero
de fotossistemas na membrana dos tilacéides e, com isso, aumentar a geragao do
gradiente de protons entre o estroma e o lumen durante o fluxo de elétrons (Mitchell,
1966), mesmo em condi¢des de déficit hidrico. Além disso, sabe-se que a proteina
D1 é degradada para proteger o restante do PSIlI contra danos oxidativos sob
excesso de luz (Aro et al.,, 1993), portanto a maior expressdo de seus transcritos
pode indicar que a planta esta mais adaptada para situacdes de estresse.

Os genes psbK, psbN e psbHtambém codificam subunidades
transmembranares do PSIl, porém com baixo peso molecular. Na variedade
tolerante apenas o gene psbK foi induzido cerca de 750 vezes. Porém o gene
psbHapresentou uma repressao de 38 vezes em relagdo ao controle. Além disso, o
gene psbN nao apresentou variagao significativa no tratamento seca.O perfil de
expressdo do PSIl na variedade sensivel mostra que ha uma inibicdo dos genes
psbA, psbD e psbK do PSII, de forma oposta ao encontrado na variedade tolerante.
Isso pode estar correlacionado com a baixa eficiéncia fotossintética atribuida a essa
variedade (Santos et al., 2013). O gene psbA foi associado a tolerancia a herbicidas
(Oettmeier, 1999; Thiel e Varrelmann, 2014), correlacionando mutagdes pontuais
aos diferentes niveis de tolerancia.Prabu e colaboradores (2011), estudando o
estresse por déficit hidrico em cana-de-agucar, identificaram indugao de transcritos
codificantes de uma subunidade do PSIl. Essa descoberta corrobora com este
estudo de que a inducdo do PSII em cana-de-agucar parece auxiliar na tolerancia ao

estresse por seca.
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O PSII sofre danos dependendo da intensidade da luz recebida, porém possui
um mecanismo de reparo eficiente e dinamicamente regulamentado; assim o PSII é
inibido apenas quando a taxa de danos excede a taxa de reparo (Allakhverdiev et
al., 2005). Isto sugere que o aumento nos niveis dos transcritos do PSII auxilia a
cana-de-agucar a tolerar o estresse por seca, pela reposicao e/ou aumento do
numero de fotossistemas na membrana do tilacéide.

Os genes psaA e psaB codificam,respectivamente, as apoproteinas A1 e A2 do
fotossistema | (PSI). Da mesma forma ao perfil de expressao encontrado para o
PSIl, os genes do PSI apresentaram uma indugéo na variedade tolerante de 3000
vezes,psaA, e de 23 vezes,psaB. Enquanto que a variedade sensivel mostrou uma
repressado de 6 vezes do gene psaB e 0 gene psaA n&o apresentou variagao da
expressao.

Bray (2002), estudando a expresséo de genes de Arabidopsis thalianasob
seca, identificou a inducdo de transcritos da subunidade Il do PSI. Um estudo
anterior do proteoma de cana-de-agucar sob estresse por déficit hidrico (Ribeiro,
2010) mostrou que ocorre uma indugdo da subunidade N do PSI na variedade
RB867515 (tolerante a seca).Esses resultados corroboram com os dados
transcricionais deste estudo, indicando que a indugcdo de genes e proteinas
codificantes do PSI parece ser especifica para a tolerancia a seca.

A inducéo de genes do PSI e PSII na variedade tolerante de cana-de-agucar
pode estar relacionada com a maior eficiéncia no transporte de elétrons para a
reducéo da molécula de NADP* a NADPH, cujo poder redutor é utilizado em etapas

posteriores para sintese de trioses fosfatos (G3P) (Edwards e Walker, 1983).
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6.3.2.2 Complexo citocromo bef

O citocromo bgfé um componente central do transporte de elétrons, pois
medeia a transferéncia de elétrons entre o PSIl e PSI (Hasan et al., 2013; Tikhonov,
2013b).Neste estudo avaliou-se a expressdo do gene petA, responsavel pela
producao da apoproteina citocromo f. Na variedade tolerante, esse gene apresentou
uma repressao de 38 vezes em relagdo ao grupo controle, enquanto que a
variedade sensivel ndo teve diferencas significativas de expresséo entre os grupos
controle e seca. Baniulis e colaboradores (2013) provaram que parte dos radicais
superoxidos produzidos no cloroplasto sao provenientes do citocromo bgf, devido a
uma maior ligacdo de uma semiquinona Q no citocromo bg. Dessa forma, a
repressao do gene petApela variedade tolerante, pode estar envolvida no repressao
desse complexo proteico minimizando a producéo de radicais livres no cloroplasto,
enquanto que a variedade sensivel, aparentemente, ndo investe nessa estratégia,

mantendo os niveis desse transcrito em relacdo ao seu controle.

6.3.2.3 Complexo NADH desidrogenase

O complexo NADH desidrogenase € composto por 15 subunidades, incluindo
proteinas codificadas pelo nucleo e cloroplasto.Sua fungao esta relacionada com a
transferéncia ciclica de elétrons a partir do PSI e durante a clororespiragéo (redugao
de Oza H,O por meio de oxidases membranares tilacoidais) (Suorsa et al., 2009).
Neste estudo, avaliou-se o perfil de expressdao dos genes cloroplastidiaisndhC,
codificante da subunidade 3, e ndhJ, codificante da subunidade J. Na variedade

tolerante apenas o gene ndhC foi inibido 10 vezes em relagdo ao seu controle,
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enquanto que na variedade sensivel ambos os genes foram induzidos em relagao ao
seu controle, cerca de duas vezes.

A atividade do complexo NADH desidrogenase parece estar relacionada com a
adaptacao da maquinaria fotossintética a condicdes de estresses abidticos como
calor, seca e alta luminosidade (Rumeau et al., 2007; Martin e Sabater, 2010),
porém evidenciamos uma inibicdo dos genes associados a esse complexo proteico
na variedade tolerante. Darie e colaboradores (2006) mostraram que a maior
quantidade de complexos NADH desidrogenase nos cloroplastos da bainha vascular
de plantas C4 do que nos cloroplastos do mesofilo sugere que esse complexo
poderia contribuir para a geracao de ATP através do seu envolvimento no transporte
de elétrons ciclico em torno do PSI. Estudos de inativagdo de genes cloroplastidiais
do complexo NADH desidrogenase demonstraram que a perturbagdo em genes ndh
causa uma desestabilizagcdo de todas as subunidades do complexo (Horvath et al.,
2000; Suorsa et al., 2009). Além disso, a transferéncia ciclica de elétrons ou
dependente de NAD(P)H desempenha um papel central no fornecimento de ATP
necessaria para acionar o mecanismo de concentragao de CO, na fotossintese C4
(Rumeau et al.,, 2007). Em resposta a escassez de agua, as plantas fecham os
estdbmatos para limitar a perda de agua por transpiragao, diminuindo a concentragéo
de CO; interno e resultando no aumento da fotorrespiragdo. Nestas condicoes, a
necessidade de ATP a partir da fixagao de CO, é aumentada (Rumeau et al., 2007).
Assim, sugere-se que a indugao de genes ndh na variedade sensivel pode estar
relacionada a baixa concentracdo de CO, nessas plantas sob déficit hidrico,
investindo na produgdo do complexo NADH para fornecer o ATP extra necessario

para suportar o estresse hidrico. Por sua vez, a variedade tolerante, por ter niveis
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normais de CO; interno ndo ativou esse mecanismo para uma possivel sintese

aumentada de ATP.

6.3.2.4 Complexo ATP sintase

ATP sintase € o complexo proteico responsavel pela produgdo de energia
eletroquimica, acoplando o processo de transferéncia de prétons para sintese de
ATPatravés das membranas do tilacoide (Malik Ghulam et al., 2012; Tikhonov,
2013a). Ambas as variedades estudadas apresentaram inibicdo do gene aitpH,
codificante da subunidade IlI/C do complexo CFy da ATP sintase, porém de forma
mais acentuada na variedade tolerante (31 vezes), podendo levar a uma redugao
dos niveis de ATP. Prabu e colaboradores (2011) identificaram uma indugdo dos
transcritos da cadeia B da ATP sintase de cana-de-agucar sob seca. Da mesma
forma,Ji e colaboradores (2012) estudando proteémica de arroz, identificaram uma
indugdo dos niveis da subunidade B da ATP sintase, estando esta correlacionada
com a tolerancia ao estresse hidrico.Contraditoriamente, em cana-de-agucar, os
niveis do mRNA do gene atpH foram reprimidos em ambas as variedades.

A acidificagado do lumendo tilacéide (1ApH) controla o transporte de elétrons no
cloroplasto, de forma que a sintese de ATP ocorre apenas sob condicbes de
acidificagdo moderada, uma vez que as baixas concentracbes deADP e Pi inibem a
sintese de ATP (Tikhonov, 2013a). Assim, a acidificacdo pode estar associada a
repressao da expressdo de genes da ATP sintase em cana-de-agucar, uma vez que

nao ha ADP e Pipara a sintese de ATP.
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6.3.2.5 Subunidade maior da RuBisCO (rbcL)

A RuBisCO, ribulose-bisfosfato carboxilase oxigenase, € a enzima responsavel
pela fixacdo do COgzna sua forma organica no ciclo de Calvin (Andersson,
2008).Essa enzima é codificada por dois genes, rbcS, codifica a subunidade menor
no genoma nuclear, enquanto o generbcL, codifica a subunidade maior no genoma
cloroplastidial (Suzuki e Makino, 2013). Apenas a variedade sensivel induziu a
expressdo do gene rbcLsob seca.As plantas sob seca sofrem acidificagdo do
estroma cloroplastidial causando inibigdo/degradacdo da RuBisCO (Lisar et al.,
2012). Eckardt e Pell (1995), estudando o efeito do ozénio na modificacdo da
estrutura da RuBisCO, relataram que estresses ambientais podem causar
degradagdo da RuBisCO, a qual é substituida por novas subunidades a fim de
restabelecer a funcao fotossintética.

Possivelmente, a indu¢cdo na variedade sensivel pode estar relacionada
aacidificacdo do estroma cloroplastidial que estimulou uma maior degradacado da
RuBisCO, sendo necessario investir numa maior produ¢do dessa enzima para
manter os niveis da RuBisCO. A variedade tolerante, que conseguiu acumular mais
osmoprotetores,de acordo com os valores do Wwf (Nepomuceno et al., 1998) e
manter CO; no interior das células (valores de Ci), foi capaz de manter os niveis de

RuBisCO, n&o sendo necessario investir na transcricdo de novos genes.
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6.3.3 Expressao relativa: sensivel vs. tolerante

Através da comparacgdo entre as amostras submetidas a seca das variedades
sensivel e tolerante de cana-de-agucar confirmamos a importancia da expressao de
genes associados aos fotossistemas | e Il, os quais foram induzidos na variedade
tolerante de cana-de-agcucar em comparagao a variedade sensivel. Essa indugao
pode estar relacionada com o aumento ou reposicdo dos fotossistemas na
membrana do tilacoide, auxiliando a cana-de-agucar a tolerar o estresse por seca.
Contudo, a acumulacéao das proteinas traduzidas a partir dos genes psaA e psaB em
arroz é regulada a nivel traducional e pés-traducional (Chenet al., 1992).

Da mesma forma, a inibigdo do gene petA, codificante da proteina citocromo f
do complexo citocromo bef, nessa comparacéo corrobora com a hipotese de que a
inibicdo de genes desse complexo proteico pode minimizar a produ¢do de ROS no
cloroplasto quando a cana-de-agucar se encontra em estresse por seca (Bainulis et
al., 2013).

No entanto, a analise dos genes codificantes de subunidades do complexo
NADH desidrogenase (ndhC e ndhJ) e da ATP sintase (atpH) ndo apresentaram
diferencas na expressao relativa na comparacao sensivel x tolerante.

A inducgao dos genes ndhC e ndhJ (VE = 2,3 e VE = 2,8) na variedade sensivel,
em comparagao com seu controle, aparentemente se assemelhou com a inibicado
que a variedade tolerante demonstrou em relacdo ao seu controle (ndhC VE = 0,1).
Assim, é possivel que a variedade sensivel utilize uma rota alternativa de escape ao
estresse por seca nao eficiente.

O gene atpH se comportou de forma semelhante em ambas as variedades de

cana-de-agucar, ndao havendo diferengas na sua expressao. A inibicdo do gene
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atpH, de 38 vezes, na tolerante e, de 1,7 vezes, na sensivel, observada na
comparagdo com Os controles nao estressados, parece se equiparar nessas
variedades, sendo um mecanismo importante para superar o estresse.

Contraditoriamente, o gene rbcL foi induzido 10 vezes na tolerante em
comparagao com a sensivel. Aparentemente, essa indugdo mostra que a variedade
tolerante apresenta uma expressao aumentada desse gene em comparagao com a
variedade sensivel, podendo estar relacionada com a alta produtividade atribuida a
variedade tolerante. Assim, a inducado que a variedade sensivel apresentou durante
a seca nao se equiparou com a inducao da tolerante em condicdes normais de
desenvolvimento, uma vez que em relagdo ao seu controle nao apresentou
expressao diferenciada.

Kapoor e colaboradores (1994) estudando a expressao dos genes psbA, psbD,
psaA e rbcL em arroz, constataram sua expressdo € dependente da etapa de
desenvolvimento e da luz, contribuindo para estabelecer niveis de equilibrio dos
genes transcritos de cloroplastos. Da mesma forma, a expressdo dos genes psbA e
rbcL também esta condicionada a presencga de luz em Vigna aconitifolia(Kelkar et al.,
1993). Assim, € necessario confirmar a expressdo de genes a nivel protebmico em

cana-de-agucar para confirmar o mecanismo plastidial de tolerancia a seca.

6.3.4 Modelos esquematicos da resposta cloroplastidial a seca

Com base nos resultados de expressédo génica obtidos foi possivel tragar um
modelo esquematico do mecanismo de resposta cloroplastidial da cana-de-agucar a

seca (Figura 25A e B). Conforme visto, os genes envolvidos na montagem do
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fotossistema Il (PSIl) e fotossistema | (PSI) apresentam uma maior expressao
durante a seca na variedade tolerante, indicando que essas plantas sao capazes de
induzir essa expressao, provavelmente, visando repor e/ou aumentar o numero de
fotossistemas na membrana dos tilacdides, os quais podem ser danificados em
situacbes de intenso estresse. Essa expressdo parece ser crucial na tolerancia a
seca, uma vez que as plantas tolerantes n&do induziram a transcricdo de genes
envolvidos nos demais complexos proteicos da cadeia transportadora de elétrons
analisados (Figura 25A). Assim, a tolerancia a seca parece estar relacionada com a
inducdo de determinados genes codificantes dos fotossistemas, a qual ocorre em
variedades tolerantes e nao ocorre, ou ocorre menor nivel de expressao, em

variedades sensiveis de cana-de-acucar.
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Figura 25. Modelo esquematico do mecanismo de resposta cloroplastidial das variedades tolerante
(A)e sensivel (B) a seca de cana-de-agUcar submetidas a estresse por seca, evidenciando as
subunidades proteicas codificadas por genes induzidos (em verde) e inibidos (em vermelho), os
complexos proteicos em cinza ndo foram avaliados ou ndo apresentaram expressao diferenciada.
Figura editada a partr do mapa de vias metabdlicas doKEGG (http://www.genome.jp/kegg-
bin/show_pathway?map=map00195&show_description=show). Complexo NADH Desidrogenase
inserido a partir do modelo proposto por Martin e Sabater (2010).

A variedade sensivel mostra um mecanismo inverso durante o estresse por

seca. Essas plantas parecem nao serem capazes de investir na reposigao dos
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fotossistemas, mas favorecem a transcricio de genes do complexo NADH
desidrogenase e da RuBisCO, sugerindo a utilizacdo de uma rota alternativa, para
maximizar a produgédo de ATPutilizado no ciclo de Calvin e aumentar a fixagdo de
CO; pela RuBisCO (Figura 25B).

Ao comparar o tratamento seca em ambas as variedades, confirmou-se a
inducao de genes dos fotossistemas | e Il especifica em condigbes de seca, bem
como a repressao de genes do complexo citocromo bgf (Figura 26). A indugao do
gene rbcL na variedade tolerante parece ser uma caracteristica intrinseca dessa

variedade, refletindo sua alta produtividade (RIDESA, 2010).
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Figura 26. Modelo esquematico do mecanismo de resposta cloroplastidial comparando as
variedadessensivel e tolerante a seca de cana-de-aglcar submetidas a estresse por seca,
evidenciando as subunidades proteicas codificadas por genes induzidos (em verde) e inibidos (em
vermelho), os complexos proteicos em cinza nao foram avaliados ou ndo apresentaram expressao
diferenciada. Figura editada a partir do mapa de vias metabdlicas do KEGG
(http://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?map=map00195&show_description=show).
Complexo NADH Desidrogenase inserido a partir do modelo proposto por Martin e Sabater (2010).
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Assim, verificou-se que a variedade tolerante apresenta um perfil de transcrigao
preferencial de ativacdo de genes dos fotossistemas | e Il e repressao de genes
envolvidos em outros complexos da fotossintese, como citocromo bgf. De forma
contraria, a variedade sensivel a seca apresenta um perfil transcricional para
ativagcdo de genes codificantes de subunidades do citocromo bgf e NADH
desidrogenase, reprimindo genes codificantes de ambos fotossistemas. A indugéo
do gene rbcL parece estar relacionada com a alta produtividade atribuida a essa
variedade.

Muitas mudangas na expressao génica ocorrem em resposta ao déficit hidrico.
Estudos de regulacao da expressao génica de cloroplastos associam a presenga de
fatores de transcricdo ao acumulo de determinados mRNAs nessa organela.
Raynaud e colaboradores (2007) observaram que diferentes fatores codificados pelo
nucleo estdo envolvidos na expressao seletiva de genes cloroplastidiais dependendo
de variagbes fisioldgicas. A sinalizagado plastidio-nucleo desempenha um papel
importante na regulagdo dos processos cloroplastidiais e também na adaptacao a
estresses ambientais (Osakabe et al., 2014). Assim, a inducéao/inibicdo da
transcricdo de genes cloroplastidiaistambém esta condicionada a regulagao nuclear
para composi¢cao dos complexos proteicos da fotossintese.

Portanto, estudos de niveis transcricionais de genes cloroplastidiais podem
auxiliar no entendimento do mecanismo de ativagdo/inibicdo de genes
cloroplastidiais frente a estresses abidticos. Além disso, é necessario investir em
metodologias para comprovar a relagdo de genes cloroplastidiais com a resposta de

toleranciaa seca.
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7. Conclusoes

A variedade de cana-de-agucar tolerante apresenta um perfil de ativacao
transcricional de genes dos fotossistemas | e Il podendo auxiliar na adaptacao
da cana-de-agucar ao estresse por seca.

A variedade de cana-de-acucar sensivel apresenta um perfil de inibicao
transcricional de genes codificantes de ambos os fotossistemas, dando
preferéncia a ativagdo de genes codificantes de subunidades do complexo
NADH desidrogenase e do gene rbcL (RuBisCO).

Os principais genes de cloroplasto relacionados a tolerancia a seca, psaA,
psaB(PSI), psbA,psbD(PSll)e petA (citocromo bgf), podem ser fortes candidatos
a marcadores moleculares cloroplastidiais de tolerancia a seca, visando auxiliar

programas de melhoramento genético de cana-de-agucar.
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FORMAGAO COMPLEMENTAR

2013 - 2013

2012 - 2012

2012 - 2012

2012 - 2012

2012 - 2012

2012 - 2012

Extensao universitaria em: PCR em Tempo Real: Principios Basicos
e Aplicacoes.
Sociedade Brasileira de Genética, SBG, UFPE/Recife, Brasil

Curso de curta duragdo em: Analise da expressdo génica pela
técnica de gPCR.

Sociedade Brasileira de Genética, SBG, XIX Engene/Juazeiro, Brasil

Curso de curta duracdo em: Recursos web aplicados ao estudo de
sistema bioldgicos.

Sociedade Brasileira de Genética, SBG, XIX Engene/Juazeiro, Brasil

Curso de curta duragao em: Mini-Curso Tedrico Dindmica Molecular.
Laboratério Nacional de Computacao Cientifica, LNCC, Petropolis,

Brasil

Curso de curta duragao em: Dinamica Molecular Basica.
Laboratério Nacional de Computacao Cientifica, LNCC, Petropolis,

Brasil

Curso de curta duragao em: Predicado de Estruturas de Proteinas.
Laboratério Nacional de Computagao Cientifica, LNCC, Petropolis,

Brasil
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