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RESUMO

No Brasil ainda ndo ha uma variedade de cana-dsad¢ransgénica comercial usada
em larga escala, porém pesquisas biotecnolégicamasade expressao génica estao
sendo feitas visando a obtencdo de variedadesapsam ser cultivadas em condicdes
de baixa pluviosidade, altas temperaturas e salos mouca fertilidade. No presente
trabalho foi analisada a expressao génica difembam folhas na variedade de cana-de-
acucar RB72910 nas condi¢cbes de capacidade de carspl estresse hidrico severo
em casa de vegetacao. A avaliacao foi feita poo m@itécnicaeal-time RT-PCR, uma
potente ferramenta usada para identificar e queantiimudancas significativas nos
niveis de transcritos, facilitando a selecdo deegenandidatos a utilizacdo em
transgenia. Para isso foi analisada a expressdd dggnes em amostras foliares em
duas condicdes de regime hidrico. Os genes anaséidadam:DNAJ, PGR5, H1, PS,
LTP, WIP, ZmPIP2-1, ZmTIP4-2, SAMDC e dois genes com func¢des indeterminadas.
Observou-se que a variedade estudada demonstroessap diferencial sob estresse
hidrico principalmente para genes que codificamgdnas de protecdo do sistema
fotossintético e de manutencdo da homeostase. €son ¢oncluimos que o genaotipo
RB72910 apresenta importantes caracteristicas @gyoas de fotoprotecdo e de

adaptacao a seca.

Palavras-chave: Cana-de-acucar, Estresse Hidrixaregsdo Geénica,eal-time RT-
PCR.



ABSTRACT

In Brazil there is still no variety of commerciagahsgenic sugarcane used in large scale,
although biotechnological research in the areaeokgexpression has been performed in
order to obtain varieties that can be cultivatetbim rainfall, high temperatures and in
low fertil soils. In the present work it was aselil the diferencial gene expression in
leaves of the variety of sugarcane RB72910 in fedg@acity and under severe water
stress in a greenhouse. The evaluation was dong tis techniqueeal-time RT-PCR

a powerful tool used to identify and quantify sfgrant changes in the levels of
transcripts, facilitating the selection of candelgenes for use in transgenic plants. For
this we analized the expression of 11 genes indeafples in two conditions of water
regime. The genes analyzed welNAJ, PGR5, H1, PS, LTP, WP, ZmPIP2-1,
ZmTIP4-2, SAMDC and two genes with unknown functions. It was obserthat the
variety studied showed diferential gene expressimher water stress mainly for genes
encoding proteins of the protective fotosynthetystem and for maintenance of the
homeostasis. Thus, it was concluded that the gpeotgB72910 has important

agronomical traits of fotoprotection and adaptatmdrought.

Key-words: Sugarcane, water stress, gene expressabtime RT-PCR.

Xi



1. Introducéo

A importancia da cultura canavieira para a econamigdial € indiscutivel,
pois seu produto serve como matéria-prima paraodugéio do acgucar usado na dieta
humana, alcool e biomassa, sendo essa Ultima wsada alimento animal, além de
muitos outros subprodutos que também possuem veatonercial, com um
aproveitamento proximo ao limite maximo do potehpi@dutivo da planta (FELIX,
2006; BRANCO, 2008). Avaliando-se apenas o consdenacicar no mundo, verifica-
se gue esse é superior a 170 milhdes de tonelaf@esenta um acréscimo de 3,8% ao
ano, mostrando o motivo pelo qual a cana-de-a@icansiderada uma das dez culturas
mais importantes do planeta (AIDAR, 2010).

O déficit hidrico causa grandes perdas na proddedcana-de-acucar, sendo
um dos mais importantes efeitos abiéticos negaipasa essa cultura em paises onde a
disponibilidade hidrica ndo €& abundante. Em amésenjue apresentam essa
caracteristica, conhecer as respostas de certeslades as adversidades climaticas
pode ajudar aos programas que trabalham no mellkatangenético da cultura a
escolher cultivares de interesse (INMAN-BAMBER & 8W, 2005).

Para que haja resposta molecular a uma modificagdiwental, como o déficit
hidrico, € necesséario que a planta consiga peroettar modificacdo por meio de
receptores especificos, que podem iniciar ou suptimm conjunto de respostas no
vegetal (RIERA, 2005). Essas respostas moleculages, cana-de-aclcar, estao
relacionadas a regulacdo de genes por meio de ocegso de sinalizacdo celular que
gera ao final, proteinas que protegem a plantarz@d efeitos deletérios do déficit
hidrico (RODRIGUES et al., 2009).

Atualmente uma das ferramentas mais usadas par@teaamihacdo da
expressao génica em amostras submetidas a algorddipstresse biético ou abiotico,
inclusive em tecidos vegetais provenientes de daracucar, é a reacdo em cadeia da
polimerase em tempo reakél-time PCR). E uma técnica quantitativa capaz de analisar
a expressdo de um gene especifico a cada ciclujasen gene de referéncia como um
padrdo interno, dousekeeping, o qual ndo deve ser regulado ou influenciado pelo
procedimento experimental, e substancias fluoréfoqae sdo detectadas a cada
duplicacdo do DNA molde, que pode ser provenieatarda extracdo direta desse acido
nucléico ou de uma extracdo de mMRNA, que €, posteente, convertido
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enzimaticamente em cDNA. Quando existe essa etapditiea intermediaria de
obtencdo de cDNA, a técnica recebe o nomeedetime RT-PCR (PFAFFL, 2001;
RADONIC et al., 2004).

Tendo como base os assuntos supracitados, o abpethal desse trabalho é
analisar a expressdo génica diferencial na vareddel cana-de-agiucar RB72910
submetida a déficit hidrico controlado em casaelgetacdo, usando a técnicardal-
time RT-PCR, por meio dos seguintes objetivos espesific
1. Obter tecido vegetal foliar da variedade RB72%dfresentativo para andlise de
expressao génica diferencial ocasionada por esthédsco;

2. Analisar comparativamente os aspectos fisiod&ida variedade RB72910 quando
submetida a déficit hidrico e a capacidade de campo

3. Analisar a expressao diferencial de 11 genescégms nos tecidos foliares de
amostras da variedade estudada submetidas a estreB&co e em condi¢cdes de
capacidade de campo.

Partindo desses objetivos, a presente disserta¢@stfuturada em um anico
capitulo, na forma de artigo cientifico, especdiz@omo:

Andlise de expressao génica diferencial em gendtipoana-de-aclcar tolerante ao
estresse hidrico, usandeal-time RT-PCR.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1  Classificacdo botanica e origem da cana-de-a@iic

A cana-de-agucar pertence ao gérfgaxacharum L., da tribo Andropogoneae,
familia Poaceae, que inclui gramineas como cemaigéneroSorghum e Zea. O
chamado complex&accharum € composto por cinco géneros com caracteristicaes e
comum, como altos niveis de poliploidia e niUmemsmmossomos “desbalanceados”,
que dificultam a determinacdo da taxonomia e remuerevisdes taxondmicas
recorrentes. Os géneros s&accharum, Erianthus sect. Ripidium, Miscanthus sect.
Diandra, Narenga e Sclerostachya. O génerdsaccharum L. compreende seis espécies:
S spontaneum, S. officinarum, S robustum, S edule, S barberi e S sinense, que
apresentam diferentes nimeros de cromossomos, mastoado na tabela 1 (BACCI Jr
et al., 2001; Australian Government, 2004).

Tabela 1 -Espécies do complex@ccharum, conteudo de acucar e numero de

Cromossomos
Espécies Cruzamentos de origem Contetudo de Acucar chgm?)rsoson?oes
S gpontaneum Selvagem — —-meeeeee- 2n = 40-128
S robustum Selvagem e 2n = 60-200
S officinarum S spontaneum/ Alto 2n =80
Mischantus sinenses/
Erianthus arundinaceus
S barberi Hibrido ancestral Baixo 2n =111-120
S sinense Hibrido ancestral Baixo 2n = 80-124
S edule Selvagem e 2n = 60-80

Fonte: Australian Government (2004).

A origem genética da cana-de-agUcar pode ser desradanem trés grupos,
segundo Grivet (2004): cultivares tradicionais, éesgs selvagens e cultivares
modernos. Os cultivares tradicionais, ainda segun@mtor, descendem diretamente
dos primeiros cruzamentos entre espécies domeasiaagodem ser divididos em dois
grupos, os cultivares nobres ricos em acgucar oosirdh Melanésia - Oceania, e 0s
cultivares do Norte da india e China, com contede@clcar menor que os cultivares
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nobres. No grupo das espécies selvagens eSaalale, S spontaneum L., oriunda da
Melanésia, Asia Tropical e parte da AfriGyobustum Brandes e Jeswiet ex Grassl, da
Nova Guiné e ilhas da Melanésia; além de espéoegénero&rianthus, Miscanthus,
Narenga e Sclerostachya, com ampla distribuicao territorial, como Himala&ibéria e
llhas do Pacifico, mas com maior concentracio nuléste da india sub-continental. O
altimo grupo, dos cultivares modernos, vem sendeiaeolvido desde o ultimo século,
por meio de muitas geracdes de cruzamentos aiffientre espécies ja domesticadas
com caracteristicas de interesse agronémico, c8maficinarum e S spontaneum
(YANG et al., 2003; ROSSI et al., 2003).

2.2 Cultivo

Existem divergéncias quanto ao inicio do cultivacdaa-de-ag¢icar no mundo,
mas indicios mostram que povos antigos, que viveraimre 12.000 e 6.000 anos antes
de Cristo, deram inicio a sua domesticacédo, prahtipnte em Papua Nova Guiné. Em
aproximadamente 4.000 anos o cultivo se estendesadegido a Peninsula Malaia,
Indochina e Baia de Bengala. Mesmo com o conhettm@&tacionado ao plantio ja
difundido entre os povos ha milénios, o fabricoagécar s6 ocorreu em 400 a.C., na
China, sendo que em 700 d.C se iniciou o verdademmércio e a expansao
mediterranea da cultura, chegando até a Sicilidtaha, de onde foi levada a llha da
Madeira, situada no Oceano Atlantico (BONILHA, 2Rp07

Foram os portugueses, que dominam o seu cultivded®420, os introdutores
da cana-de-acucar na llha da Madeira, por ordeinfdate Dom Henrique e por meio
de mudas de plantas vindas da Sicilia. Ja no Baasilltivo tem como ponto inicial o
primeiro alvara, escrito em 1516 por Dom Manuel.étanto a cana-de-acgucar so foi
trazida realmente em 1532 por Martim Afonso de 8pgse iniciou o0 seu plantio na
Capitania de Sao Vicente, onde construiu o primesrmgenho, chamado de
“Governador” e posteriormente de “Séao Jorge dosr&os”. Essa cultura ganhou uma
dimensédo tdo grande que o Brasil registra um per@specifico na sua histoéria, o
chamado Ciclo da Cana-de-Ac¢ucar (MAPA, 2008).

O principal pd6lo de producéo, apos a introducacudtura da cana-de-agucar,
foi a regido litoranea do Nordeste brasileiro, gaedeu espaco, com o passar dos anos,
para a regido Sudeste, principalmente para o Estd®&ao Paulo, que hoje é

responséavel por cerca de 60% da producdo nacidtiriensa propagacao do cultivo da
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cana-de-acgucar no pais provém do fato de que ela per utilizada sob a forma de
forragem, como alimento animal ou ainda como basa g fabrico de muitos produtos,
como acucar, alcool, rapadura, melado e aguardset®o, por isso, uma das mais
importantes espécies cultivadas (OLIVEIRA, 2006; RA 2007).

Estima-se que, no presente, sdo cultivados cer@® aeilhdes de hectares de
cana-de-acgucar nas regifes tropicais e subtropaaisedor do mundo, com uma
moagem atingindo aproximadamente 1,3 bilhGes deladas dessa matéria-prima,
voltada em sua maioria para a producao de acuocatu@o, a atencdo dos produtores
tem se voltado para a producdo de alcool, fazeadcada-de-agUcar uma importante
fonte de biocombustivel renovavel alternativo atgbeo (KOJIMA & JOHNSON,
2006; MENOSSI, 2007).

Atualmente a cana-de-acucar vem ganhando espa@enamromo plataforma
de producgdo ou biofébrica, onde moléculas com \&lor agregado ou novas rotas
metabdlicas sdo produzidas em seu interior pornmé@dio de manipulacdo genética,
abrindo novas perspectivas de mercado e adicionadda mais valor a esta
commodity agricola (MA et al., 2003; MCQUALTER et al., 2008ELL, 2007).

2.3 Importancia econémica e social

Desde o periodo colonial no Brasil, a cana-de-agéicansiderada um dos principais
produtos agricolas do pais (PESSOA-JR, 2005; MARtNal.,, 2008). A industria
sucroalcooleira atual movimenta aproximadamente4B$bilndes por ano, paga 12
bilhdes de reais em impostos anualmente e tem umpariancia social tdo grande
quanto estes montantes, gerando cerca de 4 mitl@despregos diretos e indiretos e
incorporando mais de 72 mil agricultores (ANSELRDOG6).

O uso do élcool derivado da cana-de-agucar comoohibustivel tem feito
varios paises como USA, China, india, Coldmbia ibtéestudarem a incorporagéo
desse produto em suas matrizes energeéticas, oaadmruma grande demanda por
parte destes paises e um aumento na exportacacadd @dombustivel brasileiro. As
perspectivas apontam para uma demanda mundialrda de 10 bilhdes de litros de
alcool até 2011. Essa demanda mundial por biocativieissé o motivo principal para a
grande expansdo do cultivo da cana-de-agclUcar ngilBiassa expansdo nao é
exclusividade do Brasil, tem acontecido em outrafsgs sul-americanos, asiaticos e

africanos, e para que a industria sucroalcooleiesileira se consolide como lider
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precisa se concentrar em pontos imprescindiveisocptanejamento da producéo,
politicas publicas de regulacdo do abastecimem¢ono e das exportacdes, entre outros
(OLIVEIRA, 2006; TORQUATO, 2006).

Quanto a producéo brasileira, o primeiro levantamenbre a safra de cana-
de-agucar 2010/11, realizado pela Companhia Nacamabastecimento (CONAB),
aponta para um aumento de 10% com relacdo a sadeaqa, aproximadamente 59,8
milhdes de toneladas a mais, chegando a um morttaatele cerca de 664 milhdes de
toneladas. Nesta safra, 45,4% da cana esmagada dimecionados para a producéo de
acucar e os 54,6% restantes para a producao dd,aeoando 28,5 milhdes de litros,
com preferéncia para a producdo do &lcool hidrat@dol milhdes de litros). A
crescente frota nacional de veiculbex-fuel, com aproximadamente 10 milhdes de
unidades na atualidade, justifica esse direciontonda producéo de cana-de-agucar,
apesar do crescente interesse mundial por um coindlubmpo e renovavel. Ainda
segundo o mesmo levantamento, 0 sincronismo entitaatecnologia aplicada no
cultivo e as boas condi¢cBes climaticas deixam a-cdgracicar num excelente nivel
agrondémico, quando comparada a outras culturas KBDRI010).

O reflexo de investimentos nos avancos tecnolodgiaodéem se faz notar na
produtividade da cana-de-agucar brasileira. Hgjaie possui as melhores técnicas para
o plantio e colheita deste produto. A produtividgabe hectare, em 1975, era de 47
toneladas; atualmente, com o uso de novas variedadsa produtividade é de 78
toneladas por hectare. A qualidade da tecnologieional também influencia
positivamente a extracdo dos produtos derivad@swda-de-acucar: enquanto se extraia
45 litros de etanol por tonelada, em 1975, exea8® litros de etanol de cada tonelada
de cana limpa, sem palha, nos dias de hoje. Ptarreese produz mais de 7,5 mil litros
de etanol, dado atual, enquanto que em 1975 gieavatorno de 3 mil litros de
etanol/hectare. Vale a pena salientar que todosqogamentos que proporcionaram
estes aumentos de produtividade foram desenvolado®duzidos no Brasil (MAPA,
2009).

Apesar dos numeros indicarem um aumento de qualigaghificativo no
tocante a producédo, produtividade e das técnicagugamentos usados na industria
sucroalcooleira brasileira, os efeitos abiéticodgm gerar grandes prejuizos. Em paises
onde a cana-de-acUcar € produzida, principalmergeropicais e em menor extensao
nos sub-tropicais, a agua é um fator limitante @agroducdo (INMAN-BAMBER,
2004; INMAN-BAMBER & SMITH, 2005).
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Estresse pode ser entendido como qualquer sitwpgiideixe o organismo em
situacao de desvantagem (NOGUEIRA, 2004) e esthédseo, por sua vez, é definido
como qualquer potencial hidrico abaixo de zeroswarando que o potencial hidrico
da agua pura sob pressdo atmosférica normal éaguero, qualquer perda de agua em
um solo saturado ocasiona um estresse hidrico (AUE& al., 2004). Em locais onde
a irrigacdo ndo esta disponivel, o conhecimentorelagdes hidricas sdo importantes
auxiliares nos programas de melhoramento vegetliesisténcia a seca pode ser um
importante aspecto para a selecdo de novos cesi@XMAN-BAMBER & SMITH,
2005; EMBRAPA AGROENERGIA, 2009). Apesar do gramgenoma da cana-de-
acucar ser considerado um desafio singular pa@basiagens genéticas (MA et al.,
2003), os estudos tém apontado importantes caistcias fenotipicas agrondmicas
interessantes para a inddstria sucroalcooleira,oc@mprépria resisténcia a seca
(CARSON & BOTHA, 2000; PAPINI-TERZI et al., 2009).

A industria sucroalcooleira brasileira esta passgmar um novo periodo de
ampliacdo, com investimentos no desenvolvimentadiégico por meio de esforgos
conjuntos do setor privado e orgados governamentiis.exemplo disso € a Rede
Interuniversitaria para o Desenvolvimento do Se&acroalcooleiro (RIDESA), que
estabelece uma conexao entre diversas Universidaaierais no tocante a pesquisa
relacionada a cana-de-acucar (MAPA, 2007). Essessiimentos estdo favorecendo a
expansdo da area de plantio, que ja extrapolouadscibnais regides do Nordeste
brasileiro e avanca pelos Estados de Mato Grosaty Mrosso do Sul e Goias, além de
novas regidoes em Estados como S&o Paulo, por exéiMPRQUATO, 2006).

2.4  Variedades comerciais de cana-de-acgucar usadas Brasil

Um dos maiores incrementos no melhoramento dartsistd cana-de-agucar
em busca de melhores variedades comerciais fotengdo do primeiro hibrido pelo
Sugarcane Breeding Institute (Coimbatore, india), o C0205, que aconteceu en? 191
pelo cruzamento d& officinarum com aS. spontaneum. O Co0205 se mostrou adaptavel
ao clima e as condi¢des do solo nas regifes sutrais@ a produtividade desse hibrido
apresentou um aumento de 50% quando comparada demespécies nativas. Outros
cultivares, clones propagados por meio de fragnsetiéocaules, foram desenvolvidos
por meio de retrocruzamentos, num processo de tigaedo de variedades mais

produtivas com relagdo a quantidade de acucar & rasistentes aos estresses. Esse
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processo é denominado nobilizacdo e até hoje oBonshs vegetais acreditam nos
cruzamentos de cultivares atuais consideradosteg #ANNOO et al., 1999; GRIVET,
2003; SELVI et al., 2005).

Diante da perspectiva mundial pelo aumento da gé@uule alimentos e de
combustiveis alternativos ao petréleo, como o &ldtoma-se evidente a necessidade de
produzir novas variedades de cana-de-acglcar quedamtea esta demanda crescente.
Para alcancar esse objetivo, o Brasil tera queatantdo de estudos classicos de
melhoramento genético associados a ferramentas echmtbgicas como
micropropagacéo e transformacdo genética. Essagdégpossibilitam a obtencdo de
variedades transgénicas produzidas a partir deydr existentes, buscando plantas
com caracteristicas de interesse agrondmico, casisténcia a herbicidas, pragas e
doencas, e de interesse industrial, como maiorde@acarose ou de fibras (CARRER,
2008).

Mesmo ja possuindo a visdo da necessidade do dégemento de novas
variedades de cana-de-agUcar que acompanhem dfoslesgostos pelos estresses
bidticos e abioticos da realidade brasileira, asdess em cana-de-agucar realizados na
Embrapa ainda sdo recentes. Foram iniciados em 2666 o Plano Nacional de
Agroenergia 2006-2011, que contempla a culturacsiimooleira e as pesquisas; desde
entdo, sdo direcionadas para as areas de avatiac@ariedades, fixacdo biologica de
nitrogénio, biotecnologia, sistemas de producdonineologia, entre outras; essas
pesquisas sao realizadas com o apoio de redes-inwtitiicionais e reanem tanto
parceiros publicos quanto privados no desenvolvimeate projetos que buscam a
resolucéo de problemas tecnoldgicos de importaresanal (PAIVA, 2010).

Outro centro de pesquisas brasileiro voltado pashtencéo de variedades de
cana-de-acucar com alto valor comercial € o Ceulgo Tecnologia Canavieira,
responsavel pelas variedades CTC. E possuidor dedosn maiores bancos de
germoplasma do mundo voltado para a cultura ezeegesquisas em varias outras
areas, tais como plantio e colheita mecanizadatralen biolégico de pragas,
geoprocessamento, imagens de satélites, etc. Artiamoia desse centro de pesquisas €
reconhecida no mundo inteiro, tanto que a BASF,resgpalema com alcance mundial,
firmou uma parceria de cooperacdo em biotecnologm@o como meta colocar no
mercado, em dez anos, variedades 25% mais prodidivaais resistentes a estresses
abidticos que as atuais (CENTEV-UFV, 2009).
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Atualmente as variedades mais comercializadas rasilBsdo a RB72454
(RIDESA), presente em cerca de 15% dos canavié$89-1115, encontrada em 5%
da area plantada e a RB867515 (RIDESA), cultivanhea cerca de 15% da éarea
reservada para o plantio em S&o Paulo. No entantquantidade de variedades
cultivadas no Brasil é muito grande; para exengaifi s6 no Estado de Sdo Paulo
estima-se que s&o cultivadas mais de 80 variedddesana-de-agucar. O plantel
existente no pais é tdo diversificado que algunaaedades estdo sendo diretamente
testadas para evitar a entrada de doencas flngicpais. E o caso de 80 variedades
que foram recentemente enviadas a Costa Rica estestde resisténcia a ferrugem
laranja, patologia causada pelo furRyecinia kuehnii, que s6 na Australia causou uma
perda em torno de 67% a 87% na producéo e venasiaado nas Américas do Norte
e Central, com prejuizos em torno de 20% da praxlngd paises afetados. Tal medida
visa a identificagdo de variedades resistentes gpssam substituir as cultivadas
atualmente, caso a doenca avance e adentre no (BralrA, 2010).

2.5 Mudancas morfofisiologicas vegetais ocasionadpsr déficit hidrico

O termo déficit hidrico tem muitos significados tterdos meios cientificos e
tecnoldégicos, que variam de acordo com a area dac@ do pesquisador e,
logicamente, do seu interesse pelo assunto. Um mgedisso é que geologistas e
paleontologistas estudam os periodos de baixa rmilspidade de agua em milénios,
focando as mudangas climaticas em termos majastaido outro lado da escala,
bioquimicos e bidlogos moleculares se preocupam oenefeitos deletérios desse
estresse abidtico causados pela reducdo hidricah@ms, ou seja, pela rapida
dessecacdo do ambiente estudado, observando esspastchoques severos e
sobrevivéncia do material pesquisado (PASSIOURAG20

As plantas estdo susceptiveis as modificacbes atafsetais como as de
temperatura, de ataque de herbivoros, doencassitsléfiutricionais e/ou hidricos,
exigindo delas uma adaptacdo rapida e eficiente pgumita a sobrevivéncia nesta
oscilacdo de condicOes adversas. Nesse sentidervabse que as plantas superiores
possuem uma grande plasticidade adaptativa e reagsrdiferentes tipos de estresse
com respostas especificas no crescimento, deseémeolioc e metabolismo. A
irreversibilidade das alteracfes causadas pelesssthidrico nas plantas, por exemplo,

depende do gendtipo, da duracdo da deficiénciéchjdia severidade e do estadio de
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desenvolvimento, além da quantidade de &gua disglomio solo. O valor do
entendimento dessas respostas especificas é dlicipplmente para as pesquisas
agricolas voltadas para a obtencdo de variedadeslltlgas vegetais tolerantes aos
estresses bidticos e abidticos (SANTOS & CARLES$@98; NOGUEIRA et al.,
2003; BARGMANN & MUNNIK, 2006).

Estima-se que as plantas utilizem cerca de 65%gda dresca” mundial e,
diferentemente de outr@®mmodities, a agua nédo pode ser substituida na agricultura,
além de ser inviavel o transporte de grandes qiedes dessa substancia por mais que
algumas centenas de quildmetros. Visto de outraeir@num déficit hidrico por um
longo periodo pode ser responsavel também por madaociais profundas. Migracdes
em massa, reducao de rebanhos animais, ameacgdealgatiana, aumento do potencial
de conflitos internacionais (RIERA et al., 2004)éscimo da quantidade de famintos e
desertificacdo sdo consequéncias diretas de perfzdtongados de seca. Sendo assim,
o aprofundamento das pesquisas e, principalmeragicalacdo das conexdes entre 0s
estudiosos do tema e agricultores visando o melesempenho das plantas cultivadas
e, consequentemente, o beneficio da populacdo fnsfio alguns dos grandes
desafios para a ciéncia agricola, pois isto reqguo@ linguagem em comum, onde 0s
termos usados sejam 0s mesmos, bem como o sigloiftezsses termos (PASSIOURA,
2006).

Dependendo da intensidade ou da duracéo do eshiessm, as modificacdes
fisiol6gicas podem ser distintas. Uma rapida otalgrerda da agua disponivel no solo
acarretard resultados diferentes em termos de stespfisioldégicas ou adaptagdes nos
vegetais. Sob um estresse hidrico lento, as plaptaem responder com uma
diminuicao do ciclo de vida ou otimizar suas ret;hidricas para melhor se adaptar as
modificagbes ambientais. Se o estresse hidricoafbupto, as plantas tendem a
responder com a minimizacdo da perda de agua ou agum tipo de protecdo
metabdlica contra os efeitos desidratantes e oxaatEssas respostas podem variar
muito de acordo com 0 genoétipo das plantas e o artéionde elas se encontram
(CHAVES et al., 2003).

A diminuicdo da area foliar, o fechamento dos eatds) a aceleragdo da
senescéncia e a abscisdo foliar sdo as respostasrefevantes ao estresse hidrico.
Outras modificacbes importantes nos processos Idgems sdo a reducdo no
desenvolvimento das células, da transpiracdo, ddutancia estomatica, da atividade

fotossintética e da translocacdo de assimilados @wmento de espécies reativas de
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oxigénio (ROS, sigla em inglés). A morfologia rad& também sofre modificagbes em
plantas submetidas a um estresse hidrico, emifdettss radiculares que aumentam a
area superficial e a absortividade radiculares, pgn@onando um melhor
aproveitamento da agua disponivel no solo (CHRISNMAet al., 2007; CARVALHO,
2008; GHANNOUM, 2009).

Observando tais respostas dos vegetais ao déficicd, técnicas moleculares
tém sido utilizadas na identificacdo de genes efdw$ nas respostas das plantas a esse
tipo de estresse. Estas técnicas possibilitam #wolagdo de caracteristicas de interesse
a agricultura e visam a obtencéo de plantas reggst@os patdgenos e as adversidades
naturais (BRASILEIRO et al., 2008; RODRIGUES, 20Q8ha das culturas que pode
ser beneficiada com essas técnicas € a da camaidaraja reconhecidamente tao

desenvolvida no Brasil.

2.6 Mudancas morfofisioldgicas em cana-de-agUcar agionadas por déficit

hidrico

O entendimento dos processos fisioldégicos da carecdcar e as interagdes
desses com outros processos ligados a esta célatsmse para a maioria das decisées
tomadas pela industria sucroalcooleira mundialdel@sselecdo de gendtipos, passando
pela estratégia de gerenciamento da cultura etim@&sos em infraestrutura, chegando
até as decisbes de marketing da industria. Por ggemde quantidade de pesquisas
fisiologicas de campo com condigbes ambientaisrolamtas vém sendo realizadas e
estdo contribuindo para o entendimento especifecewdtura da cana-de-aclucar e 0s
dados obtidos tém sido usados para a criacdo deelosocexperimentais que
proporcionardo um acréscimo consideravel na compé®e dos mecanismos
fisiol6gicos dessa cultura (LISSON et al., 2005).

O estresse por déficit hidrico altera muitos preess condicdes fisioldgicas,
como os de absorcdo de radiacdo, temperatura ,fadi@ndutéancia estomaética,
transpiracdo, transporte de elétrons, fotossintespjracdo, concentracao intracelular
de solutos, os quais estdo ligados ao rendimen# fios vegetais. A habilidade de
manter estes processos mesmo em condi¢cdes deseshikico moderado é um
indicativo de que a planta tera uma producao ststanrmesmo sob uma reducdo na
disponibilidade hidrica ambiental (SCHULZE et aD05; SILVA et al., 2007).
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A condicdo ideal para a producdo da cana-de-acéicearacterizada por
apresentar duas estacfes bem definidas, uma detsmtege Umida, que favorece a
germinacdao, perfilhamento e o desenvolvimento aiyet e outra fria e seca, que é
ideal para promover a maturacédo e o acumulo deassc@IAPA, 2007). Os estagios
de perfilhamento e desenvolvimento vegetativos agfianais criticos no tocante a
disponibilidade de &gua, principalmente porque ésa® fases que 70-80% do
rendimento da cana-de-acucar € produzido. Sendnade-aclcar uma cultura de ciclo
longo, o estudo das relagdes hidricas e das respfugbssintéticas nesses estagios de
crescimento, depois de aproximadamente 90 diad® sjuda na identificacdo de
gendtipos tolerantes (SILVA, 2007).

Alguns aspectos morfologicos de facil mensuracgaecafetam diretamente a
produtividade, como altura, diametro e massa dema@®lsdo usados para avaliar a
tolerancia de variedades de cana-de-acgUcar solicéesdde déficit hidrico acentuado.
De acordo com SILVA et al. (2008), padrdes consides resistentes a seca apresentam
maior produtividade, nimero de colmos, altura esaa¥o que padrdes sensiveis a
deficiéncia de agua no solo. S6 o diametro € menorpadrdes sensiveis ao estresse
hidrico e este aspecto ndo apresenta uma corretigia com as caracteristicas de
produtividade desejadas. Ainda segundo o autogsesgormacdes, excetuando-se o
diametro do colmo, possuem correlacdo positivadeimoser usadas pelos melhoristas
vegetais para selecionar genotipos que sejam pvodunesmo sob condi¢des hidricas
adversas.

Outras mudangas morfologicas comuns a cana-de+tagiando submetida a
um déficit hidrico, sdo a reducéo da area folida@spessura das folhas e um aumento
proporcional das raizes. A diminuicdo do volumereaspessamento da parede celular
também sdo mudancas anatbmicas que ocorrem jacim dio processo de aclimatacao
vegetal (HUSSAIN et al., 2004).

Além da analise direta de alguns aspectos morimd&gideterminados métodos
rapidos e indiretos de quantificacdo podem aju@sse processo de identificacdo de
genotipos tolerantes a seca. Métodos laboriosogueoppraticos como a analise da
troca gasosa vém sendo substituidos por métodas gimaples entre eles o de medida
da atividade fotossintética, avaliando-se a ra&Z@B,, € 0 que estima o conteludo de
clorofila (indice SPAD) (SILVA, 2007). A temperaturfoliar € outro parametro
fisiolégico também usado para a diferenciacao erariedades tolerantes e sensiveis ao

déficit hidrico. Técnicas quantitativas realizagas aparelhos portateis loco, como
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as fluorométricas, apresentam vantagens essergmais relacdo a outros métodos
tradicionais de analise fisiologica vegetal, devédmpidez e facilidade de execucédo e
por apresentarem em sua maioria uma caracterigsficadestrutiva, possibilitando
posterior utilizacdo do material vegetal para autnaalises, se necessario (MAXWELL
& JOHNSON, 2000).

2.7 Estresse por déficit hidrico e expressao géniean cana-de-acgucar

Estudos enmArabidopsis thaliana mostram que a percepcao inicial de déficit
hidrico é mediada por uma histidina quinase transmana - AtHK1 — que sob
condicOes de alta ou baixa osmolaridade, tem o géaenente expresso nas raizes
(RIERA, 2005).

A histidina quinase transmembrana faz o papel desenmsor, detectando
mudancas no potencial osmoético dentro da célulésgachndo a indugdo de genes
relacionados ao estresse hidrico. Apds esta pampeircepcdo das mudancas osmaoticas
pelo osmossensor, a traducéo do sinal envolverflzgf@o e desfosforilacdo mediadas
por proteinas quinases e fosfatases. Num tercernento, estas respostas seguem em
dois caminhos distintos, envolvendo ou nio a agid\ddo Abscisico. Quando o
Acido Abscisico esta envolvido, sua acumulacicaati@rios genes relacionados, que
podem resultar produtos funcionais, como as “aquegs’, ou regulatérios, como
proteinas quinases. O outro caminho, que ndo depagedicido Abscisico, ndo esta
totalmente esclarecido. (CHAVES, 2003).

Segundo Shinozaki e Yamaguchi-Shinozaki (2005)udest feitos em
Arabidopsis thaliana mostram que existe uma significante relacdo easrevias de
respostas aos variados estresses, principalmemétaaonadas ao déficit hidrico, alta
salinidade e resposta ao Acido Abscisico. Essagpujses também demonstram que 0s
genes envolvidos na resposta a reducdo da dispdaid# de &gua podem ser
classificados em dois grupos. O primeiro delesjtgdo como um grupo de proteinas
funcionais, inclui canais hidricos, transportadpewimas desintoxicantes, fatores de
protecdo de macromoléculas (proteinage Embryogenesis Abundant — LEA - e
chaperonas), enzimas para biossintese de osm@litdsa e aclcares) e proteases. Ja 0
segundo contém proteinas regulatorias como fattedsanscricdo, proteinas quinases,
fosfatases e de biossintese (SINGH et al., 2008GPPROMMA et al. 2010).
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Em cana-de-agucar, sob condi¢Bes de estressedhiaraintese ddeat Shock
Proteins (HSP), peroxidases e proteinas envolvidas no transpertegua e processos de
protedlise tem sido observada. Mudancas bioquimieasltantes do déficit hidrico
envolvem uma complexa rede de sinalizacao celulargquer, em similaridade com as
pesquisas emArabidopsis thaliana, fatores de transcricdo, proteinas, quinases e
fosfatases, os quais disparam a expressao ou gcégutie genes-alvo. Fitormonios
como o Acido Abscisico (ABA) aparentam ter um intpote papel na mediacéo da
sinalizacao e no processo de regulacdo desses @tlds 2002; RODRIGUES et al.,
2009).

Heat Shock Proteins (HSP) estdo envolvidas na protecéo celular contra danos
causados por mudancas fisicas ou quimicas na htaseate diversos organismos, por
isso sdo também conhecidas cordoess proteins ou ainda como chaperonas
moleculares. Muitas dessas proteinas necessitawfa®res, chamados co-chaperonas,
que auxiliam as chaperonas nas suas funcfes. Afgoorahaperonas também agem
diretamente, como as proprias chaperonas. A fupcicipal destas proteinas € a
manutencdo da conformacéo de outras proteinasisimel daquelas recém-formadas,
regulando o enovelamento e impedindo a agregagdéiga. Durante uma condi¢éo de
estresse existe 0 risco da expressdo génica naafi@r grandes consequéncias,
atingindo moléculas e processos importantes parativadade celular, como a
estabilidade do RNA e seu processo de traducderaaftes no citoesqueleto, dentre
outros. Por estarem sempre sujeitas a condi¢cdestaesse e em constante adaptacéo as
condicbes ambientais adversas, as plantas posswmancaemplexa rede de genes que
codificam varias proteinddSP e a expressao dessas proteinas é um fator esgEmaia
a tolerancia vegetal a essas condicdes de es{tdB&REK et al., 2008; HUANG &
XU, 2008; SREEDHAR et al., 2010; ZHICHANG et alQ1D).

A prospeccao de genes especificos ligados a messt& seca tem surtido bons
resultados. Como esse tipo de resisténcia podeeoa@vido ao acumulo de prolina, a
identificacdo do gend5CS em cana-de-agucar, codificante da enzima pirrdlina
carboxilato sintetase, € um sinal positivo paraaeadteristica de resisténcia a esse
estresse abiodtico. Essa enzima é responsavel psrodmversdes na via biossintética da
prolina, o que a torna um fator limitante para edpgdo desse aminoacido. Uma via
biossintética alternativa utiliza a enzima ornitiaminotransferase. Minarsih, et al.
(2001) identificaram a presenca do gene endodes@S em cana-de-agucar, que

apresenta uma regido conservada com alta homotograrelacdo a gend¥CS de
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outras espécies de plantas, e proporcionaram éjpidssle de estudos mais profundos
de resisténcia a seca por intermédio da modificat@ivia biossintética da prolina
ligada a expressao desse gene.

A tolerancia a desidratacdo em plantas transgémerassido conseguida por
meio da transferéncia de genes induzidos por esBeabidticos. Sd0 genes que
codificam enzimas reguladoras da biossintese dacé@tidos como a prolina, citada
acima, aminas quaternarias (ex.: poliaminas englb®taina), acucares (ex.: manitol,
trealose, galactinol e rafinose) e proteinas epasicomoHSP e LEA, sendo que
estas Ultimas estdo intimamente ligadas a desg#o&o celular durante o processo de
desidratacdo. Analisar as funcdes dos diversossgexq@essos sob condi¢gbes adversas
as plantas € essencial para que os estudiososaldémanipulacdo genética entendam
0S mecanismos moleculares que governam as resp@gfamis aos diversos tipos de
estresses (SHINOZAKI et al., 2005).

2.8  Analise de expressao génica diferenciafeal-time RT-PCR

A tecnologia conhecida confolimerase Chain Reaction — PCR — € utilizada
para copiar e amplificar a quantidade de DNA em @m@stra. Ela emprega DNA
polimerases que possibilitam a amplificacdo de pesl@specificos de DNA por meio
da adicéo de oligonucleotideos com sequéncias ifispe® conhecidas na reacéo, que
apos anelamento com o DNA molde serdo reconhegdas polimerases e servirdo
como iniciadores da reacdo em cadeia. Esses olitgmiideos sdo comumente
denominadogrimers. A enzima rotineiramente usada nas analises de ®€@Haq
DNA polimerase, oriunda do microrganismihermus aquaticus, contudo outras
enzimas podem substitui-la, sendo que todas elesmigossuir duas capacidades
basicas para serem empregadas: 1) gerar novaddifablA a partir de um DNA molde
e primers e 2) ser resistente ao aquecimento. O segunddasiteqé imprescindivel,
porque apds cada etapa de cépia do DNA, forman@iNAs ele serd novamente
separado em fitas simples, ssSDNA, por meio de &dtaperaturas que giram em torno
de 95°C, para que, ap0s resfriamento, novas maaédprimers possam anelar, a
polimerase consiga trabalhar no alongamento das &t o processo seja repetido,
constituindo verdadeiros ciclos. Obtendo-se umaéeicia perfeita no processo, pouco

vista na pratica, a cada ciclo a quantidade de ds[ebpecifico € duplicada, num
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aumento exponencial, facilitando andlises ou et@opateriores no estudo dos &cidos
nucléicos (VALASEK & REPA, 2005).

Existe uma polémica histérica quanto ao potenai@ntjtativo da técnica de
PCR. Isso se deve ao fato de que os dois primiros falando sobre essa ferramenta
analitica ndo mencionavam o termo quantificacdoehanto, com o passar dos anos,
verificou-se que a técnica de PCR pode ser utdizan analises quantitativas quando
alguns fatores que interferem nessa capacidadep @notimizacdo da etapa de
amplificacdo, a temperatura inicial de reacdo eirafde amplificacdo linear, sao
devidamente controlados. Dessa forma, executandmnirole das variaveis com
cuidado, o método de PCR pdde ser equiparado asotéicnicas quantitativas como
Northern blot e com metodologias que utilizam hibridizag¢asitu (FERRE, 1992).

Uma variacdo da técnica PCR éreal-time PCR, capaz de quantificar os
produtos de PCR a cada ciclo pela utilizacdo desténbias flourogénicas que sao
ligadas as moléculas de acido nucléico e o conj@mtmnitorado em tempo real, como
o proprio nome da metodologia sugere.real-time PCR possui grandes vantagens
quando comparada com a técnica que a originou, goonoexemplo: os produtos
obtidos sofrem uma menor manipulacdo, o risco d#aocminacdo € reduzido e a
velocidade analitica € muito maior, além de ser bamos laboriosa. Devido a essas
vantagens e ao fato de ser uma técnica com atti@refia, 0 uso daeal-time PCR se
difundiu rapidamente nos laboratérios de pesquésiécg (HEID et al. 1996).

Atualmente a técniceeal-time PCR é uma potente e rotineira ferramenta de
andlise de expressdo génica e quantificacdo e mndpesenta muitas vantagens
quando comparada com outras técnicas. A sensitdidia técnica € uma dessas
vantagens; estima-se que a analiserpalrtime PCR € 10.000 a 100.000 vezes mais
sensivel que métodos por ensaios de protecdo ¢teseRe 1.000 vezes mais sensivel
que a hibridizacadot blot. A pequena quantidade de amostra necessaria pasgao
também é um fator positivo na escolha dessa téaueatitativa. Por outro lado, a
maior desvantagem dessa tecnologia é o alto preg@euds reagentes e equipamentos
(WONG & MEDRANO, 2005).

Entre os diversos pontos que devem ser observantastd a analise poeal-
time PCR, a normalizacdo dos dados de expressdo gérioasiderada fundamental
para o sucesso da quantificacdo. Essa normaliZzagéalizada para que haja o controle
das variacdes intrinsecas a técnica, tais comeedifas entre os tecidos analisados ou

0 numero de células analisadas, diferencas naritdelg ou quantidade de RNA e
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tratamentos experimentais especificos ha amosénali@ente essa normalizacéo é feita
tomando-se um gene como referéncia, preferenciddmam gene constitutivo, o
chamadohousekeeping, que serve como um controle positivo da reacaeséolha
desse gene de referéncia depende de fatores coipm ae tecido ou célula analisada,
estagio de desenvolvimento desse tecido ou ain@sagas analiticas exclusivas a uma
metodologia que interferem nas caracteristicas danos@a tecidual
(VANDESOMPELE, 2002; WONG & MEDRANO, 2005; HUGGET®@t al.; 2005;
BOWER et al, 2007).

Geneshousekeeping codificam proteinas essenciais para a manutereja@g
como componentes do citoesquelefactina, a- e B-tubulina) ou enzimas da via
glicolitica (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenasé&sAPDH). Sendo codificadores de
proteinas essenciais, geralmente assume-se (UR ESES SA0 eXpressos em niveis
similares em diferentes tipos de células e issdatov primordial para a escolha de um
gene que servird como um padrdo interno na andliaatitativa de acidos nucléicos.
Alguns critérios sdo levados em consideracdo nesiegao, tais como: definicdo do
material da amostra que serd utilizado na quaatifio do gene de interesse,
identificacdo em literatura de gend®usekeeping que ndo sejam regulados e,
consequentemente, ndo apresentem variagcdo no dippectlo analisado, pesquisa de
primers RNA-especificos que garantam uma amplificacéce loke DNA, entre outros
(THELLIN et al., 1999; ROCHE APPLIED SCIENCE, 2002002; SZABO et al.,
2004).

O fator que mais limita a técnica de PCR € a impodsade de se obter um
processo semelhante de amplificacdo exponenciatta ge acidos nucléicos com fita
simples. Dessa forma, moléculas de RNA nado sdoificaghs da mesma maneira que
dsDNA, o que restringiria consideravelmente agjyieas voltadas a expressao génica.
A forma encontrada pelos estudiosos para cont@sse empecilho foi a utilizacdo de
uma outra enzima proveniente de algumas espéciesetdmvirus, a transcriptase
reversa. Essa enzima é usada em laboratério pavarter mMRNA em cDNA que entdo
pode ser utilizado para muitas finalidades, ingkishas metodologias baseadas na
técnica PCR, por meio deimers (BUSTIN, 2002). Quando o cDNA assim obtido é
analisado poreal-time PCR, uma nova denominagéo para a técnica € apliozal-
time RT-PCR. Por apresentar uma grande precisao ebgielagle, essa técnica € capaz
de detectar mudancas minimas na expressado de u tpenando-a uma potente e

confiavel ferramenta analitica nas pesquisas ongecgsdes diferenciais sdo o foco
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(VALASEK & REPA, 2005). O uso da transcricao reweseguida de reacéo de PCR
possibilita a analise de mMRNA em diversos tiposedalos. Nessa técnica é usado um
agente ligante, &YBR Green, que se apresenta fluorescente quando ligadoeiacdd
DNA. Em cada etapa de expanséao da técnica de PARSYBR Green se liga, fazendo
com gue o sinal detectado pelo aparelho se torme forée a cada ciclo. Nessa técnica
também é feita uma normalizacdo utilizando-se umegae referéncia. O gene de
referéncia serve como um padrdo interno para o toramiento e permite a
quantificacao relativa do gene-alvo (BUSTIN, 200FAFFL, 2001; ISKANDAR et
al., 2004).

Uma das aplicagBes da tecnologeal-time RT-PCR é a analise de genes
diferencialmente expressos entre variedades dedsaglcar resistentes e sensiveis ao
estresse abidtico por déficit hidrico, quando esémssubmetidas experimentalmente a
uma supressdo controlada do suprimento de aguaasande vegetacdo. Esse tipo de
estudo possibilita a identificagdo e/ou comprovagéovariedades que suportem as
adversidades climaticas relacionadas a deficiémidaca, comum em algumas regides
de paises tropicais ou sub-tropicais, como o Bragiermite também a prospeccéo de
genes candidatos responsaveis por essa resist@giaesultados dessa espécie de
pesquisa podem ser utilizados para a obtencaowdes variedades com essa importante
caracteristica agronémica e industrial, seja poionao melhoramento genético
tradicional ou pela producdo de organismos gematote modificados (RODRIGUES
et al., 2009).
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1. Introducéo

Os primeiros clones cultivados de cana-de-acucaanf oriundos do
cruzamento entr&accharum officinarum e S. spontaneum no inicio do século passado,
que apos seguidos retrocruzamentos cBmofficinarum resultou nos cultivares
modernos. Esses cultivares possuem 2n = 100-130mosspmos, com
aproximadamente 80% derivados Slefficinarum e 20% deS. spontaneum (Tomkins
et al., 1999; Grivet e Arruda, 2001; Hoarau et2001; 2002).

A cana-de-acucar representa uma importante cybiraepresentar cerca de
65% da producédo de acucar do mundo. Além do acacstgnol derivado da cana-de-
acucar vem sendo considerado um combustivel reerbvdternativo ao petréleo
(Carson e Botha, 2002; Felix, 2004). As plantasivadas estdo sujeitas a condi¢bes
abidticas, sendo o déficit hidrico o que causa mperda na agricultura, devido aos
efeitos morfofisiolégicos como diminuicdo da fofo$ésse e inibicdo do crescimento.
Essas condi¢cdes tém estimulado os programas deoramlento a desenvolver novas
variedades de cana-de-acucar, buscando o aumentdia@ncia do uso da agua
(Yordanov et al., 2000; 2003; Molinari, 2006; Siktaal., 2008; Ghannoum, 2009).

Os mecanismos de resposta das plantas aos est@sigticos e suas
influéncias na obtencédo da tolerancia desses vsgetassas condi¢cdes adversas é de
grande importancia para a agricultura. Nesse ctmtexestudo da expressao génica €
considerada um novo paradigma para o melhoramenfuathitas. O estudo especifico
de genes responsaveis por caracteristicas agrom®mice suma importancia para o
entendimento das modificacdes das funcbes e desbmpie plantas cultivadas, além
de possibilitar um acréscimo na eficiéncia em exuadicionais de melhoramento
(Xiong, Schumaker e Zhu, 2002; Casu et al. 2005nyVet al, 2004; Borges et al.,
2001; Vettore et al., 2001). A busca por variedadsgetais capazes de suportar as
mudancas climéticas globais naturais e antropogérécfundamental para garantir a
producdo de alimentos e, consequentemente, a sghtel humana em ambientes
hostis a agricultura.

O objetivo deste trabalho foi analisar os aspefigislégicos e a expressao
génica, esta por meio da técnieal-time RT-PCR, em tecido foliar de um genétipo de
cana-de-acucar tolerante a pouca disponibilidadégda, submetida ao déficit hidrico
severo. Os parametros fisioldgicos estudados nssacRB72910 foram comparados

com os da variedade sensivel ao estresse hidiBt24%4.
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A escolha do tecido vegetal e dos genes analistmo®ita com base no
trabalho de Rodrigues et al. (2009), onde os gmwam usados para validar a analise
por macroarray em variedades de cana-de-acUcaaritds e sensiveis ao estresse
hidrico. S&o genes relacionados a protecdo vegetal homeostase em situacdes
adversas causadas por agentes bidticos e abioHot® eles estdo os gerieslAJ e
ZmTIP4-2, ligados a osmorregulacdo vegeREGRS e PS, envolvidos no processo de
fotoprotecao e transporte de elétrons e o §MdDC, que codifica a enzima-chave da
via biossintética das poliaminas, associadas azionento e diferenciacdo das plantas e
a manutencdo do metabolismo sob condi¢des de sstnédrico. O gene de referéncia

utilizado na analiseeal-time PCR foi o dg&-tubulina.

2. Material e métodos

2.1 Experimento de estresse hidrico

A cultivar de cana-de-acucar RB72910, classificqudo Programa de
Melhoramento Genético da Cana-de-acucar/RIDESA cdolerante ao estresse
hidrico, baseado em dados fisioldgicos e de pradatile em campo experimental, foi
cultivada em casa de vegetacdo sob condi¢bes nalia3,9% de umidade relativa do
ar e 31,9°C de temperatura por 64 dias. O delinemmexperimental utilizado foi
inteiramente casualizado, com quatro repeticbere ama planta por vaso com
capacidade para 15 kg. As plantas foram submeéidasultivo com 80% (controle) e
20% (estresse severo) de agua disponivel no splas B4 dias de crescimento vegetal,
0 estresse hidrico foi estabelecido por meio daessgo da irrigacdo. A analise da
umidade do substrato no controle e no estressecstrgealizada por meio de método
gravimétrico. As plantas do tratamento controlaformantidas com irrigacdo. Apos
guatro dias de estresse, foram coletadas folhapldatas submetidas ao controle e ao
estresse severo. O material coletado foi armazemaediatamente em caixa térmica
contendo nitrogénio liquido e transferido paraafittrezer a —86°C até o momento das
analises.

Para avaliar o estado de estresse hidrico das aplastibmetidas aos
tratamentos, foram feitas analises fisiol6gicasefi@éncia fotossintéticaH(/Fy), por
meio de flourdmetro portatil de luz modulada (mod@bpti-Sciences, modelo OS1-FL,

Hudson, USA), e de condutancia estomatiéd ¢ taxas fotossintéticaE e de
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transpiracdogds), empregando o equipamento IRGA, com fluxo deeaB@ mL mift

e fonte de luz acoplada de 995 mfha® (ADC, modelo LCi, Hoddesdon, UK),
segundo as instru¢cbes dos manuais dos fabricane®qlipamentos. As variaveis
foram submetidas a analise de variancia e as médmparadas usando teste t a 5% de
probabilidade de erro, por meio do programa R (Relpment Core Team 2005). Para
controle experimental, um genoétipo nao toleranteesivesse hidrico (RB72454) foi

submetido aos mesmos tratamentos e avaliado comesmas variaveis.
2.2  Extracdo do RNA e sintese do cDNA

O RNA total das amostras foliares foi extraido ogas as plantas em cada
tratamento utilizando TRIZOl Reagent, seguindo as instrucdes dos fabricantes. A
sintese da primeira fita de cDNA foi realizada izsiihdo-se 12g do RNA total
extraido, 1X First-Srand, 40 unidades da enzima Transcriptase Reversa AMV

(20unitsfiL). A reacao foi incubada a 42°C por 1 hora e 3@ mi
2.3 Real-time RT-PCR

A reacéo deeal-time PCR foi realizada usando-S¥BR Green Master Mix
(Fermentas) e um termociclador ABI 7500. Para nbraraa expressao relativa dos
genes, o geng-tubulina (CA222437) foi usado como referéncia.drorutilizados 11
primers do trabalho de Rodrigues et al. (2009), descrnitoJabela 2. Para cada gene,
foram utilizadas trés replicatas e analisadas ed@pntemente e cada reacéo foi
constituida de 65ng de cDNA, 25nM gemer, 12,6uL de SYBR Green Master Mix e
completado o volume para 25. A amplificacao foi feita usando 50°C por 2mis°G

por 10min e 40 ciclos de 95°C por 15s e 60°C pan1lm
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Tabela 2 — Ct de expresséo diferencial dos genes usadoseatdime RT-PCR;
acesso RB72910

Expressad Funcéo

Acessé Gene$ Estresse

Controle hidrico
CA22243" [tubulina 32,4 30,7 housekeeping
CA12737¢ SAMDC 25,9 25,1 osmorregulacao
CA12056( ProteinaZmPIP2-1 34,5 31,0 turgescéncia
CA12887: ProteinaZmTIP4-2 28,2 28,0 homeostase
CA12736" ProteinaMP 32,2 28,7 reparo tecidual
CA11930¢ ProteinaL TP 34,3 31,6 impermeabilizacéo
CA11680¢ Histona 26,9 25,7 silenciamento génico
CA30017: DNAJ 30,3 31,6 osmorregulacao
CA29377: Ferredoxina | 26,9 27,1 transporte de elétror s
CA11665: Fotossistema | 25,2 24,4 transporte de elétror s
CA12293! Gene 1 27,3 265 0 -
CA12939: Gene 2 32,6 332 -

& Namero do acesso no banco de dados do NCBI.
b Oriundo de RODRIGUES et al. (2009).
‘Ctda expressao diferencial.

3. Resultados

3.1 Andlises de fisiologia Vegetal

A andlise estatistica para as variaveis mostrou inteeacao significativa @
0,05) entre as variedades e condi¢cdo hidricacandio que as variedades possuem
diferencas para tolerancia ao estresse hidricoefdtados médios correspondentes a
taxa de transpiracdo foliaE) da variedade controle RB72454 variaram de 3,0hoim
H,O m? s a 0,18 mmol KO m? s?, enquanto que na variedade RB72910 os valores
encontrados foram de 2,09 mmojHm? s* e 0,78 mmol HO m? s, sendo que os
valores maiores correspondem a condi¢cdo de caplgcidia campo e 0s menores aos

valores sob estresse por supresséao hidrica (Figyra



ANDRADE, J. C. F. 2010.Analise de expressao génica diferencial em gemdligpcana-de... 35

35

1 —o— RB72454
-<r- RB72910

—*— RB72454
-4 RBT2910

30
1

)
15 20
1
B
10
1

€ {mmol H,0
v
Alpmol CO,m<s 1)

00
1

ccC Ss cc sS

077

—o— RB72454 i —o— RB72454
- RB72910 -<- RB72910

020

N\ =
\\ o '\.‘
\ QS
\\ o \\ |
Y \ -~
) \\ = \\ 4&
: N\ .y
T A \ g \
E e Y \. : 4
3 N ~
E N\ o
s x\
g N ~
(=} \\\\‘:_A_ g— N
R
z]c E 51D
o
T T T T
cC 88 cC SS

Figura 1 —Resultados médios das analises de fisiologia p&natamento
controle (CC) e estresse hidrico (SE. (transpiracdo foliar),A
(fotossintese liquida)gs( condutancia estomatica) ev/Fm (eficiéncia
fotossintética).

Para a variavel fotossintese liquid® (s genodtipos apresentaram valores
observados no tratamento controle de 1886l CO, m? s e 11,20umol CO, m? st
para as variedades RB72454 e RB72910, respectivanm condicdo de estresse, esse
mesmo parametro foi de 1,ji@ol CO, m? s e 3,78umol CO, m? s* (Figura 1B).

Um decréscimo acentuado foi notado na condutastisrgtica gs) quando as
plantas foram comparadas em situacdo de capacidedeampo e déficit hidrico,
semelhantemente as outras analises fisiologicagurdi1C). Os valores meédios
mensurados foram 0,20 mob® m? s para a variedade sensivel (RB72454) e 0,12
mol H,0O m? s para a variedade RB72910 no tratamento controte. ®&atamento de
estresse hidrico, foram observados valores de G@7H,0 m? s e 0,032 para as
variedades RB72454 e RB72910, respectivamente.
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O rendimento quantico da fluorescéncia da clordilg,/F,) nas variedades
RB72454 e RB72910 foi quantificado indiretamentéa pamissdo da clorofila por
flourometria nas condi¢des estudadas. Os resultaotatos mostraram que a variedade
RB72454 apresentou uma queda mais acentuada pa&rpasimetro que a RB72910,
com valores médios no tratamento controle de (RB¥2454) e de 0,76 (RB72910) e
no tratamento de estresse severo 0,71 (RB7245Zp€RB72910) (Figura 1D).

3.2  Andlises porreal-time RT-PCR

Os resultados da andlise pwal-time RT-PCR mostraram que houve uma
expressao diferencial entre os tratamentos realizad gendtipo RB72910. O perfil
desta expressao para os 11 genes estudados edoosrkigura 2. Os genes analisados
estdo envolvidos em diversas fungdes de proteggetalecontra estresses causados por

fatores bioticos e abioéticos.
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Genes

Figura 2 — Expressao diferencial de 11 genes no gendtipo RBY28b estresse
hidrico severo. Padrédo de expressao baseado nalgeateréncia d&tubulina.

Os genedDNAJ e ferredoxina FGR5), relacionados a fotoprotecdo sofreram
inducéo diante do tratamento de estresse severmd3ma forma, o gerémrIP4-2,
responsavel pela expressao de proteinas do tipgpadnas, foi superexpresso. Outro

gene ligado ao processo fotossintético, o do fittessa |, diferentemente dos outros,
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sofreu uma pequena queda na sua expressgend® também apresentou aumento de
expressao quando comparado ao tratamento controle.

A expressdo de genes relacionados as histonagdarida na condicdo de
estresse hidrico, semelhantemente aos de ddigé®), (de regulacdo da homeostase
(WP e SAMDC) e de crescimento e regulacdo estomat@raP(P2-1). O gene 1

também apresentou reducdo na sua expressao.

4. Discussao

Andlises indiretas e ndo destrutivas de fisiologigetal vém sendo utilizadas
nas mais diversas culturas para a identificacageam®tipos tolerantes ou sensiveis a
estresse por déficit hidrico. Dentre as andlisEoemjuelas baseadas principalmente na
verificagcdo e quantificagdo de disturbios causguwsinjurias aos fotossistemas das
plantas quando submetidas a condigbes de estrbgdec@ Tais estudos tém sido
aplicados com 0 mesmo sucesso ha prospeccao eédades de cana-de-acucar com a
importante caracteristica agrondémica e industealesisténcia a seca (Guo et al., 2009;
Grzesiak et al., 2007).

Os resultados obtidos nas andlises fisiol6gicasssaitares aos publicados por
Silva et al.,, em 2007, para variedades resisteategnsiveis de cana-de-agucar, e
corroboram os estudos realizados por Mahajan gal@@05, Zamperlini et al., 2008 e
Melo et al. 2010, onde variaveis fisiolégicas foralescritas e discutidas quando
diferentes espécies vegetalgdbidopsis thaliana, Ananas comocus e Citrulus lanatus)
estavam sob condi¢cbes de estresse hidrico, mostrancbnsisténcia cientifica dos
resultados descritos neste estudo.

Analisando os efeitos do déficit hidrico entre asedades, verificou-se que as
variaveis fisioldgicas de trocas gasosas, condigamestomatica, transpiracdo e
fotossintese, de modo geral, apresentaram redypd® @ implantacdo do estresse
hidrico, variando apenas em intensidade, sendonestar para a variedade sensivel
(RB72454) do que para a considerada tolerante (RB¥)2(Figura 1). Dentro de cada
variedade, a diminuicdo dos valores dessas vasidagibém foi observada, porém os
resultados mostraram que a supressdo hidrica f@é aenosa para a variedade
RB72454 do que para a RB72910 com interagédo sigtifa (X 0,05), sugerindo que

essa Ultima variedade apresenta maior toleranastaesse hidrico.
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A reducgédo da condutancia estomatica por fechandgaestomatos € uma das
primeiras respostas em variedades de cana-de-a@gmsiveis a estresse por diminuigdo
da disponibilidade hidrica. Como consequéncia diesieamento, a evapotranspiracao
sofre uma diminuicdo diretamente proporcional aicéd da condutancia estomatica,
tendo a finalidade de atenuar a perda de aguaatiéapbara a atmosfera. Verificou-se
ainda que a assimilacdo de £@mbém sofreu um decréscimo acentuado, observado
pela quantificacdo da taxa fotossintética, iguabmeresultante da reducdo da
capacidade de trocas gasosas foliares devido darfemto das camaras estomaticas
(Gongalves et al., 2009; Sperry, 2000).

A eficiéncia fotossintética das duas variedadeanda medida sob capacidade
de campo, foi de aproximadamente 0,8, valor proxaaqueles obtidos em folhas
saudaveis em varias espécies vegetais (Baker, 2D®8uando submetidas ao estresse
hidrico, essa eficiéncia sofreu um decréscimo, fguesignificativamente maior na
variedade sensivel RB72454 (Figura 1D), resultadulas ao obtido nos estudos de
Silva et al., em 2007, onde foi salientado ainda gucapacidade de um vegetal de
manter a razad-/Fn, mesmo em condicdes adversas de umidade do solm é u
indicativo para alta eficiéncia no uso da radiagd® processos fotossintéticos.

Tais resultados sdo expressivos e foram suficiepgga comprovar que o
procedimento inicial de supressao da irrigacaoefaiente para causar estresse por
déficit hidrico, condicdo fundamental para a aealis expresséo génica diferencial por
real-time RT-PCR da variedade tolerante de cana-de-agusdratamentos realizados.

Os resultados de uma andlise do tipta mining realizada por Borges, Peroto
e Ramos (2001) no banco de da&ogarcane Expressed Sequence Tags — SUCEST —
demonstraram que existe uma abundante expressdgenes codificadores de
chaperonas, co-chaperonas e outras proteinas digagaotecdo contra estresse em
cana-de-agucar, sendo que foi verificada uma es@oesaior e mais diversificada no
citoplasma do que em outro compartimento celula.génes mais encontrados por
estes pesquisadores foram aqueles responsavesiqelse da chaperohtsP70 e seus
co-fatores, como BISP40, além daqueles codificadores das proteH@290, HSP100 e
Small HSP chaperones. Resultados semelhantes foram obtidos em outnpécies
vegetais, como erkucalyptus (Cagliari et al., 2005). A expressdo do g&i¢AJ ou
HSP40 obtida pela submissdo da variedade de cana-dera@®72910 ao estresse

hidrico corrobora com os dados citados obtidaslicio, mostrando que sob a condigéo
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de pouca disponibilidade de agua implementada tRicaexperimento, o gene para esta
importante co-chaperona foi amplamente expresso.

As reacfes luminosas na fotossintese transformaengianluminosa em
energia quimica sob a forma de ATP, e conduzenrraaicho de NADH a partir de
NAD®. Esse processo ocorre por meio de duas vias, @ieada linear, geradora de
NADH e ATP, e a via ciclica de transportes de el&rdo fotossistema I, onde apenas
ATP é produzido. A absorcdo de luz realizada pebgumario fotossintético do
complexo Il produz a excitacdo da molécula de filar@, no final, essa energia &
transferida do fotossistema Il para o centro deded680, um conjunto de pigmentos
altamente oxidante. Sob condi¢des de luminosidagasa, um mecanismo de protecao
contra a formacdo de moléculas reativas de oxigénativado, fazendo com que a
clorofila seja desexcitada por meio de um proceéssdissipacao térmica, desencadeado
pela acidificagdo do Iimen do tilacéide. Esse msoevita a deletéria fotoinibicdo. O
gene PGR5 (do termo em inglédroton Gradient Regulation) é responséavel pela
expressao de uma pequena proteina de membranaadidie também chama@sR5,
envolvida na transferéncia de elétrons da ferredoxi para a plastoquinona e
considerada essencial para esse sistema de faofopfpor auxiliar no ajuste de pH do
limen. O mecanismo exato da acdo dessa proteima aiéo esta devidamente
esclarecido, porém foi verificado em experimentms lantas que nao codificam essa
proteina que a auséncia de sua expressao facitltmificacdo do fotossistema | por
fotoinibicdo (Munekage et al., 2002; Munekai e &hid, 2005; Shikanai, 2007).

A analise do gen®GRS5 na variedade de cana-de-agucar RB72910r gabr
time RT-PCR apresentou um perfil de aumento de express&dizente com a
literatura. Isso implica que essa variedade de-daracucar possui um mecanismo
fotoprotetor eficiente, que pode ser um facilitagara a sua escolha em programas de
melhoramento no intuito de obtencdo de plantastesges ao estresse hidrico sob altas
condi¢cdes de luminosidade, como as encontradasgréorNordeste do Brasil.

A expressao dos genes 1 e 2 mostra que o priméwofai induzido pelo
estresse hidrico, enquanto o segundo sofreu umer-eMpressdo sob esta condicéo.
sugerindo que o gene 2 esta envolvido em mecanisieoprotecdo do vegetal,
similarmente as proteinas ligadas a preservacdotassintese na variedade RB72910.
O perfil de expresséo do gene 2 foi 0 mesmo quaidapor Rodrigues et al. (2009) ao

analisarem 0s mesmos genes em outros genoétiposardede-aclUcar tolerantes e
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sensiveis, enquanto a expressao do gene 1 foieppasseja, ndo foi induzida durante o
experimento com a RB72910.

Estudos recentes evidenciam que a regulacdo des gem@lantas geralmente
depende de modificacbes poOs-traducdo na estrutaracrdmatina, e que essas
modificagOes estado principalmente relacionadasteaaglbes na cauda N-terminal de
histonas. As enzimas envolvidas nesse processae@mminadas “modificadoras de
histonas”, e sdo classificadas de acordo com si@ @gmo: histona acetiltransferase,
histona desacetilase, histona metiltransferassterta desmetilase (Strahl e Allis, 2000;
Chinnusamy, Gong e Zhu, 2008; Chinnusamy e Zhu9;2260m et al., 2010). De
acordo com Garcia et al. (2007), o empacotament®MA na cromatina € o mais
eficiente mecanismo de silenciamento génico e adifitacfes nas histonas é o
processo pelo qual essas informacfes se tornarmmiaaiesas enzimas decodificadoras
durante a expressédo génica. Devido a complexidadé€imero de histonas e de enzimas
modificadoras, a analise de expressdo génica ddele deve ter uma relativa
profundidade para que se tenha uma especificidadesposta, como visto no trabalho
de Wierzbicki e Jerzmanowski (2005), onde os gendsdicadores da histona H1 foram
suprimidos e as consequéncias dessa supressaca&avoleimento do vegetal e na
metilacdo do DNA foram analisadas. O perfil de egpéo de histona H1 observado sob
a condicao de supresséao hidrica, sugere que, matm@ento, ocorreu uma diminuicao
na expressao dessa proteina, que é relacionadatabaiismo celular.

O fotossistema | € um complexo de proteinas hithioés encontrado
integralmente na membrana do tilacéide e é respehg&lo transporte dos elétrons
induzidos pela luminosidade, da plastocianina edexina. Suas subunidades protéicas
vao dePS-A a PS-0O e apresentam funcgbes distintas no transporte éeors. Um
exemplo disso é que as unidadRs3-C, PS-D e PS-E sdo diretamente responsaveis
pela reducéo da ferredoxina no estroma, procegsoriamte na fotossintese (Haldrup et
al., 2003; Zolla et al., 2007). Estas funcbes podsmm afetadas negativamente em
situacOes de estresse, prejudicando o processssiiatigtico e a homeostase do vegetal.
Em organismos onde a expressad8eD foi reprimida, por exemplo, o fotossistema |
se apresenta desestabilizado, o que resulta numar ni@tossensibilidade e,
consequentemente, uma maior propensdo a fotoinibiE&se comportamento foi
descrito emArabidopsis thaliana por Varoto et al. (2002) e ratificado por Ihnatoavet
al. em 2004. A pequena inibicdo da expressao g@aieo complexo fotossistema | na

variedade RB72910 aponta para uma reduzida indeidexr do estresse na estabilidade
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desse sistema, indicando que o processo de trénesigrde elétrons até a ferredoxina |
pode ter sofrido poucos danos apesar do déficiicoidevero imposto as amostras,
contribuindo para a manutencdo do processo fotessim mesmo sob esta condicao
adversa.

Lipid Transfer Proteins (LTPsS) sdo proteinas supostamente responsaveis pela
transferéncia de lipidios através da matriz exlwaepara que haja a sintese de cera
cuticular. Esse tipo de proteina esta relacionamo os processos de defesa vegetal
contra agentes bidticos e abidticos. A resposta glosesLTP a estes agentes €
complexa, com aumento e/ou diminuicdo da expressdo condicbes adversas a
integridade da planta, porém eles sdo normalmedtezidos por estresse hidrico, pois a
biossintese da impermeavel cutina é essencialgyvéax a perda de agua por vias nao
estomaticas. Isso é um item importante para osanmas de melhoramento vegetal na
busca de plantas transgénicas tolerantes a degidloaf{Jang et al., 2004; Cameron et
al., 2006, Yeats e Rose, 2008). Abebe et al. (26@6pntraram variagcdes na expressao
de LTPs em cevada como resposta a estresse hidrico. Qbades destes autores
mostram a complexidade deste tipo de resposta,odsungorte a necessidade de um
estudo especifico sobre a expresséo desse tipootiina de defesa em gendtipos de
cana-de-agucar tolerantes e sensiveis a estrés88sas.

Outro gene que necessita ser melhor estudado medade RB72910 é o
Wound-induced Protein (WIP). Normalmente o0s vegetais estdo sujeitos a danos
provenientes de ataques de herbivoros e de les@sonadas por agentes abidticos.
Quando o tecido vegetal é avariado, a planta respeapidamente no sentido de
restaurar a parte danificada e protegé-la de patdgeu de novos ataques. Essa
protecdo € feita por meio do acumulo de substanmaiEas ou anti-nutritivas,
produzidas com a ajuda de enzimas peroxidasesidguases e polifenol-oxidases. O
mecanismo citado fica evidente em plantas prodsitdedatex. As proteina8lP séo as
responsaveis por este tipo de acdo do vegetaluenerdo da sua expressao é esperada
sob condicbes de estresse, inclusive por agentésicab (Azarkan et al., 2003;
Christopher et al., 2004; Takabatake et al., 2008).entanto, Cheong et al. (2002)
observaram respostas tanto de indugdo como dess@orele genes para proteild®
emArabidopsis thaliana ao estudarem a interag&o transcricional para petésinas por
acdo de agentes bidticos e abioticos. De maneaimdasia esse estudo, a reducdo da
expressdo génica do gedlP na variedade RB72910 também foi oposta a obtida po

Rodrigues et al. (2009). Ainda segundo Cheong. €2@02), tal diferenca nas respostas
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de expressao € explicada pelo fato de que as pladta respondem apenas ativando
suas defesas, mas reorganizam parcialmente o selbaiiemo para que haja uma
rapida adaptacao as injurias provocadas pelossdis¢ipos de estresse.

Aquaporinas sdo proteinas que formam canais pel@ss ¢ possivel a
passagem de agua de uma célula vegetal a outreéstlas membranas celulares. Estes
canais sao importantes, juntamente com o transgertegua radial, na manutencao da
homeostase celular, no aumento do volume celuaconservacdo do turgor durante a
fase de expansao celular, na abertura e fechantastcestdmatos, na nutricdo do
vegetal e na movimentacgédo foliar. Essas proteiedgenrem a familia protéiddajor
Intrinsic Protein, encontrada em todos 0s seres vivos, porém saeciakpente
abundantes nas plantas superiores. Em alguns es$es,canais ddo passagem a outros
tipos de solutos néo polares, como glicerol, ueéga@as carbonico (Biernet et al., 2006;
Maurel, 2007; Heinen et al., 2009). Cinco subfamsilile aquaporinas sdo descritas, de
acordo com as semelhancas nas sequéncias de Bld&na Membrane Intrinsic
Proteins (PIPs), Tonoplast Intrinsic Proteins (TIPs), Nodulin 26-like Intrinsic Proteins
(NIPs), Small Basic Intrinsic Proteins (SPs) e X Intrinsic Proteins (XIPs) (Sakurai et
al.,, 2008; Danielson e Johanson, 2008). As aquag®riavaliadas para 0 acesso
RB72910 foram das subfamiliaBIP (ZmPIP2-1) e TIP (ZmTIP4-2). Segundo
Rodriguez-Perez (2006), as aquaporinas sdo expressterencialmente quando as
células vegetais estdo em alongamento, devido assidade de uma turgescéncia
adequada das células dos tecidos em expansao,equie um crescimento induzido
a favor de gradientes de potenciais hidricos. Aldisso, Hachez et al. (2008)
comprovaram, em estudos efea mays, que a expressao do gea®PIP2-1 ndo € so
detectada nas células-guarda estomaticas, masrtaarhéélulas acessorias adjacentes,
importantes para a fisiologia de abertura dos emtidsn Desta forma, a inibicdo da
expressdo do ger&mPIP2-1 encontrada no tecido foliar da variedade em estado
harmonico com essas afirmativas e com os resul#elfisiologia vegetal supracitados,
sugerindo que houve uma diminuicdo da expressasedgene ocasionada pela
necessidade de fechamento dos estdmatos e deribedi§io da agua usada
normalmente no processo de expansao celular, ppumedvel de acontecer sob
condi¢des de déficit hidrico severo. Ja o aumeatexgressdo do gene da aquaporinas
de membranas vacuolar@mTIP4-2, € um indicativo de que o estresse hidrico ampliou
a necessidade dessas proteinas nos feixes vascylai® ainda segundo Hachez et al.

(2008), uma expressdo maior dessas proteinasido fetiar esta intimamente ligada a
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um aumento também nestes feixes vasculares, niolce® se evitar os processos de
cavitacdo e embolismo no xilema, mantendo a reigalde da transpiracao do vegetal
mesmo em condi¢des hidricas adversas.

Poliaminas sédo geralmente amplamente produzidaswuuladas sob estresse
hidrico, indicando que estas moléculas possuemgiéude protecdo quando espécimes
vegetais sdo submetidos a condicbes de déficiicbidA enzima-chave para a via
biossintética das poliaminas, a S-adenosilmetiodiescarboxilase, € um produto do
geneSAMDC. Esta enzima é responsavel pela conversdo dar®sibheetionina em
espermidina e espermina. Essas duas poliaminasmente com a diamina precursora
putrescina, oriunda do aminoacido arginina pelaoagi enzima arginina
descarboxilase, sdo associadas a tolerancia dasapla seca, agindo como um
mecanismo osmorregulador minimizando os efeitostéiebs da perda de agua. Tais
aminas sao alifaticas e carregadas positivamentehrfisioldgico. Esta propriedade
faz com que seja possivel a ligacdo com macromaemegativamente carregadas,
como os acidos nucléicos, proteinas e fosfolipjdamindo como reguladoras das
propriedades quimicas e fisicas de membranastmduea dos acidos nucléicos e como
moduladoras da acdo de enzimas. Estdo presenteareas etapas do crescimento e
diferenciacdo das plantas, porém o acumulo é eidgumando existe uma condi¢do
desfavoravel a manutencédo da homeostase dos wegetaio o estresse hidrico (Fumis
e Pedra, 2002; Bruce et al., 2002; Ge et al., 2G06ppa e Benavides, 2008).

O resultado observado neste estudo para o §&EOC (CA127376)foi um
pequeno decréscimo de sua expressdo na amostrandede-acucar submetida ao
déficit hidrico. Em plantas susceptiveis a supesdgdrica € esperado um aumento da
expressdo dos genes ligados a biossintese dasnp@g| espermidina e espermina,
como evidenciado nas pesquisas realizadas por ICBaskie e Christou, em 2004 e
Bessie e Christou, em 2005. A manuten¢do do nesdas genes mesmo em condi¢cdes
hidricas desfavoraveis € um forte indicio de toleid da variedade RB72910 ao
estresse hidrico por diminuicdo da oferta de aguaoto, por indicar que a variedade
nao necessitou aumentar a quantidade de protesmagreguladoras de protecao para
atenuar os efeitos adversos da desidratacao.

Alcazar et al. (2006) descreveram a complexidadesdposta molecular dos
vegetais aos diversos tipos de estresse, mostranaecessidade de um estudo
diferenciado para cada tipo de gesMDC (I, II, Ill e 1V), entre outros, pois varios

experimentos demonstram que € possivel a inducéa @pressdo de um dos tipos
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devido a um estresse especifico, além de respdiftasntes também nas concentragdes
das poliaminas e da putrescina em funcdo dessa@ssfar génica. Peremarti et al.

(2008) ratificaram essa necessidade ao estudar@raroulo foliar da putrescina e das

poliaminas e a inducao de resisténcia a seca emapl&ransgénicas de arroz por meio
da inducéo de gen&MDC.

Os parametros de fisiologia vegetal e de expregéaaca discutidos acima
indicam que o gendtipo de cana-de-acucar RB729K3upccaracteristicas de uma
variedade tolerante a um rigoroso déficit hidrico raificam as observacoes
experimentais de campo. A principal caracterisieanteresse agrondmico observada
neste estudo foi a sua capacidade fotoprotetoecguserva o complexo fotossintético
capaz de manter sua eficiéncia mesmo sob baixanislidade hidrica do solo,
temperatura média superior a 30°C, umidade relatiédia do ar inferior a 65% e alta
luminosidade, condi¢cbes facilmente encontradas reg&es tropicais. Além desta
importante caracteristica, a variedade RB72910 aaiagresentou um alto poder
adaptativo ao regular positivamente seu metabolgemndicdo de estresse hidrico.

Diante do que foi discutido, a variedade RB7291@edger considerada uma
fonte genética para programas de melhoramento, cdoedora de genes em
experimentos de transgenia para desenvolvimentariedades tolerantes a seca.
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4. CONCLUSOES

O déficit hidrico severo implantado no experimerito suficiente para
provocar uma expressao génica diferencial em aasoske tecido foliar do gendtipo
RB72910.

As analises comparativas de fisiologia vegetal cheess condicbes estudadas
permitiram concluir que a variedade RB72910 dimirsuas propriedades de eficiéncia
fotossintética K./Fn), condutancia estomaticad)( taxas fotossintéticaEj e de
transpiracdo ds) sob estresse hidrico severo, porém a reducdanésior que as
apresentadas pela variedade RB72454, sensiveha sec

A anadlise da expressédo génica diferencial dos gemes analisados no acesso
RB72910 foi eficaz na identificacdo de duas car@stieas agrondmicas importantes
para os programas de melhoramento de cana-de-acés&téncia a fotoinibicdo sob

alta luminosidade e boa adaptacdo metabdlica $msss hidrico severo.



5. CONSIDERACOES FINAIS

Esta dissertacdo descreve o primeiro trabalho geessdo génica diferencial
em vegetal, poreal-time RT-PCR, inteiramente realizado pelo Curso de Mdstrem
Agronomia, &area de concentracdo de Producdo Veget®drotecdo de Plantas,
Laboratério de Recursos Genéticos — UFAL/Arapirda. ser um trabalho pioneiro,
reconhecemos suas limitacbes e a0 mesmo tempoocaxultados com o sucesso
obtido.

As pesquisas realizadas no Programa de Melhorandant@ana-de-acucar
(PMGCA) no Estado de Alagoas e da Rede Interuritaeis para o Desenvolvimento
do Setor Sucroalcooleiro (RIDESA) sédo reconheciasdialmente, assim como as
variedades Republica do Brasil (RB). O éxito dewieso experimento abre novas e
boas perspectivas para a comunidade cientificaoateg que visa a obtencdo de
variedades com caracteristicas agronémicas e c@serelevantes, devido ao potencial
existente no banco de dados SUCEST e no bancoramglasma localizado na Serra
do Ouro, no municipio de Murici — AL, disponiveip@squisa local.

A andlise de expressdo génica paal-time PCR é uma ferramenta
indiscutivelmente eficaz na obtencédo de informagdgmrtantes no melhoramento de
plantas cultivaveis, principalmente pela sua e$ipetade e velocidade de resposta, o
que contribui para o melhoramento tradicional ncatbe a economia de tempo e
recursos financeiros. O dominio desta técnica @odesporcionar um enriquecimento
cientifico consideravel nos proximos trabalhos érermdo genética vegetal no Centro
de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal dgoss.

Os resultados permitiram identificar genes e pme$isiologicos associados
ao estresse hidrico em um importante genitor ngrBnea de Melhoramento de Cana-
de-Acucar, permitindo planejar cruzamentos e assintribuir para o desenvolvimento

de novas variedades mais eficientes no uso de agua.
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