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Resumo

A cana-de-acUcar (Saccharum spp.) € uma das mais importantes culturas agricolas, e o Brasil é
considerado o maior produtor mundial de etanol. Entretanto, sua producao é diretamente influenciada
pelos estresses ambientais, entre os quais o déficit hidrico. Sendo assim, o objetivo do trabalho foi
avaliar o comportamento, por meio de analises biométricas e bioquimica, de trés cultivares de cana-
-de-acucar, duas tolerantes (SP83-5073 e RB86-7515) e uma sensivel (SP86-155) ao estresse por
déficit hidrico, e verificar a expressao génica diferencial dependente do gendtipo, utilizando a técnica
de cDNA-AFLP. Em casa de vegetacdo, as cultivares foram submetidas a 1; 3; 5 e 10 dias de
supressdo da rega. Foi verificado na cultivar RB86-7515 os maiores didmetro do colmo, matéria
fresca e seca de folhas e bainha, e na cultivar SP86-155, maiores altura inicial, numero de folhas e
matéria fresca de colmo. O teor de prolina livre nos palmitos foi estatisticamente significativo a partir
do terceiro dia de supressdo da rega. Pela técnica de cDNA-AFLP, foram detectados fragmentos
expressos (FEs) e fragmentos exclusivos expressos nas cultivares tolerantes (FEs-T). Com 10
combinacdes de primers seletivos EcoRI/Msel, em gel de poliacrilamida, foram observados 1.077 FEs
nas cultivares tolerantes controle e sob estresse hidrico. Destes, 463 fragmentos na SP83-5073,
sendo 170 fragmentos nas plantas sob estresse hidrico e 18 FEs-T. Na RB86-7515, observaram-se
614 fragmentos, onde 283 fragmentos nas plantas sob supressdo da rega e 30 FEs-T. A analise
comparativa do perfil de expressao revelou fragmentos de transcritos similares a Citocromo P450 de
sorgo, betaglucosidase, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase e DNA helicase.

Palavras-chave adicionais: Deficiéncia hidrica; expressao génica diferencial; Saccharum spp.
Abstract

Sugarcane (Saccharum spp) is one of the most important crops of the world and Brazil is the largest
producer of ethanol. Its production though is directly influenced by environmental stresses among
which water deficit is one of the most influential. Having that in mind, the objectives of this study were
to evaluate by means of biometrical and biochemical analyses the behavior of three sugarcane
cultivars — two of them (SP83-5073 and RB86-7515) considered as tolerant and one (SP86-155), as
sensitive to the stress caused by water deficit and to verify the genotype dependent differential gene
expression by means of the cDNA-AFLP technique. Under greenhouse conditions, the cultivars were
submitted to 1, 3, 5, and 10 days without water. The cultivar RB86-7515 showed the largest culm
diameter and the largest leaves and sheath fresh and dry weight. In cultivar SP86-155 the highest
initial height, the largest number of leaves, and the largest culm fresh weight were found. The free
proline content in the sugarcane marrow increased significantly starting on the third day of water
suppression. The cDNA-AFLP technique permitted the detection of expressed fragments (Fes) and
exclusive fragments expressed in the tolerant cultivars (Fes-T). With 10 combinations of selective
primers, EcoRI/Msel, in polyacrylamide gel, 1,077 Fes were observed in the tolerant cultivars both in
the check treatment and under water stress and 18 Fes-T. In the RB86-7515 cultivar, 614 fragments
were observed from which 283 were found in the plants undergoing water suppression and 30 Fes-T.
The expression profile comparative analysis showed transcript fragments similar to the P450 sorghum
cytocrome, beta-glucosidase, glyceraldehydes-3-phosphate dehydrogenase, and DNA helicase.

Additional keywords: Differential gene expression; Saccharum spp.; water deficiency.
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Introducéo

A cana-de-aclcar pertence a divisao
Magnoliphyta, classe Liliopsida, ordem Cyperale,
familia Poaceae, tribo Andropogoneae, subtribo
Saccharininae e género Saccharum, de acordo
com a classificagdo boténica descrita por Cron-
quist, em 1981 (SCARPARI & BEAUCLAIR, 2008).
A familia Poaceae é conhecida como a familia
das gramineas, tais como os cereais milho, trigo,
arroz e sorgo, entre outras culturas forrageiras
(TZVELEV, 1989).

A cultura da cana-de-acUcar encontra-se
em plena expansé&o no Brasil e em outras partes do
mundo (FERRO, 2008), porém sua producdo pode
ser acometida pelos estresses ambientais, como,
por exemplo, a ampliacdo dos periodos de seca,
ocasionada pelo aquecimento global, que influencia
diretamente na disponibilidade de agua no solo em
canaviais, reduzindo significativamente os rendi-
mentos agricolas (MAULE et al., 2001).

As plantas expostas a deficiéncia hidrica
alteram seu metabolismo por meio da ativacdo
de diferentes mecanismos de resisténcia, a fim
de se adaptarem a esse tipo de estresse
(ASHRAF & FOOLAD, 2007). Genes induzidos
em condicdes de estresse hidrico ndo agem ape-
nas protegendo as células do déficit de agua
através da producdo de importantes proteinas,
mas também participam da regulacdo dos genes
de transducédo de sinal (SHINOZAKI et al., 2003).
O déficit hidrico diminui o potencial de agua do
solo, interferindo diretamente na eficiéncia de
uso desta pelas plantas, as quais necessitam,
entdo, desenvolver um potencial hidrico mais ne-
gativo que o do solo, de modo a manter o seu
gradiente. O decréscimo de agua no solo diminui
o potencial de 4gua na folha e sua condutancia
estomatica, promovendo o fechamento dos esto-
matos (YORDANOV et al., 2000). Esse fecha-
mento bloqueia o influxo de CO, para as folhas,
0 que diminui o acumulo de fotoassimilados e,
por consequéncia, reduz a produtividade da plan-
ta (OBER & LUTERBACHER, 2002).

Devido a importancia da cana-de-agucar,
o entendimento destes mecanismos de toleran-
cia aos estresses contribuira significativamente
para indicar o melhor manejo visando a obter
maior produtividade agricola (KAVI KISHOR et
al., 2005).

Para a analise da expressao de genes,
sem 0 seu conhecimento prévio, existem varias
metodologias que sdo utilizadas, podendo-se
destacar técnicas de sequenciamento de Etique-
tas de Sequéncias Expressas (ESTs) (ADAMS et
al., 1991), Differential Display (DD) (LIANG &
PARDEE, 1992), Serial Analysis of Gene Expres-
sion (SAGE) (VELCULESCU et al., 1995) e
Supression  Subtractive  Hybridization (SSH)
(DIATCHENKO et al., 1996).

A técnica de cDNA-AFLP é uma melhoria
da técnica tradicional de Differencial Display
(BACHEM et al., 1996, ALBA et al., 2004), tam-
bém baseada na técnica de AFLP (VOS et al.,
1995), mas com a utilizagdo de cDNA. Esta téc-
nica é baseada na amplificagcéo seletiva por PCR
de fragmentos de cDNA ligados a adaptadores
(BACHEM et al., 1998) e oferece diversas van-
tagens sobre outros métodos de analise de
expressdo g@énica (BACHEM et al.,, 1996),
permitindo a andlise a partir de uma pequena
quantidade de amostras e a detec¢do de peque-
nas diferengas de expressdo, tendo como sua
maior limitagdo alta ocorréncia de falsos positi-
vos, que pode ser minimizada pelo uso de repeti-
¢Oes técnicas e bioldgicas (STEIN & LIANG,
2002).

Sendo assim, no presente trabalho,
analisaram-se, por meio da técnica de cDNA-
-AFLP, as respostas moleculares relacionadas a
tolerancia ao estresse por déficit hidrico em
cana-de-aclcar através da comparacdo de trés
cultivares de comportamentos contrastantes,
sendo duas tolerantes a seca (SP83-5073 e
RB86-7515) e uma sensivel (SP86-155). Avalia-
¢Oes bioquimicas e biométricas também foram
realizadas com a finalidade de ampliar a compre-
ensé@o dos mecanismos de tolerancia da cultura
a deficiéncia hidrica.

Material e métodos

Material vegetal, condi¢cBes de estresse, ava-
liacdes biométricas e coleta dos palmitos
Plantulas de cana-de-agUcar classifica-
das como tolerantes (SP83-5073 e RB86-7515)
(EMBRAPA, 2011) e sensiveis (SP86-155) ao
déficit hidrico no solo foram utilizadas no presen-
te trabalho. A cultivar sensivel foi avaliada atra-
vés de experimentos em campo e classificada
quanto a sua produtividade em periodos prolon-
gados de seca (COPERSUCAR, 1999; CTC,
2007). As cultivares foram cedidas pela Fazenda
Santa Rita, localizada no municipio de Barrinha -
SP. O experimento foi realizado em casa de
vegetacdo e, durante o periodo experimental, as
temperaturas médias das maximas e das
minimas foram de 31,00 °C + 2,38 °C e 22,19 °C
+ 1,94 °C, respectivamente, e a umidade relativa
média do ar foi de 60,44 + 17,44 %. As plantas
de cana-de-acUcar foram obtidas por meio de
brotacdo de minitoletes (6,5 e 7,5 cm de compri-
mento), contendo uma Unica gema, provenientes
de soca de viveiro. Apds o tratamento com fungi-
cida sistémico Priori Xtra® Syngenta (25 mL do
fungicida para cada 10 L de agua de torneira), de
14 a 16 minitoletes foram distribuidos em bande-
ja de plastico (30 cm x 20 cm x 10 cm) coberta
com areia peneirada e umedecida posterior-
mente. Aos 35 dias apos o plantio (DAP) para a
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cv SP83-5073, aos 36 DAP para a cv RB86-7515
e aos 24 DAP para a cv SP86-155, foram sele-
cionadas as plantulas com base no desenvol-
vimento da parte aérea e das raizes e entdo
transplantadas para vasos de plastico de 14,5 L
(uma plantula por vaso). O delineamento experi-
mental utilizado foi o de blocos casualizados e
em arranjo fatorial, constituindo-se de trés gen6-
tipos de cana-de-agUcar, quatro replicatas biol6-
gicas para cada planta-controle e tratada, e
quatro épocas de coleta. A rega foi realizada dia-
riamente de modo a manter a umidade do solo
na faixa de 65-75% da capacidade de campo, e
a umidade do solo foi determinada por pesagem,
ao acaso, de vasos dentro dos blocos. Aos 186
DAP da cv SP83-5073 e aos 175 DAP da cv
RB86-7515 e da cv SP86-155, iniciaram-se o0s
tratamentos de supressdo da rega por 1; 3; 5 e
10 dias, sendo que as plantas-controle foram
mantidas com irrigacao diaria. No dia anterior a
cada época de coleta, foram realizadas avalia-
¢Oes biométricas no conjunto de plantas selecio-
nadas (plantas-controle e submetidas a supres-
sdo da rega) das trés cultivares de cana-de-
-acUcar. As andlises biométricas analisadas fo-
ram: altura inicial e final das plantas, didametro do
colmo, numero de folhas, matéria fresca de
folhas-bainhas e colmos, e matéria seca (deter-
minada por pesagem apds secagem do material
vegetal em estufa de circulacdo forcada de ar, a
70 °C durante 72 horas) de folhas-bainhas e col-
mos.

Apés cada periodo de supressdo de
rega, conforme os tratamentos, amostras de pal-
mitos de cana-de-acUcar das plantas-controle e
das plantas submetidas ao déficit hidrico foram
coletadas, rapidamente congeladas em nitrogé-
nio liquido e, posteriormente, armazenadas em
freezer a —80 °C até o momento da sua utilizagdo
para a realizacdo do experimento de cDNA-AFLP.

Determinac&o do teor de prolinalivre

A determinacdo dos teores de prolina
livre nas amostras de palmito foi feita com o mé-
todo do acido sulfossalicilico descrito por BATES
et al. (1973). Foi utilizado o tolueno como branco,
e as leituras foram realizadas no espectrofotbme-
tro Pharmacia Ultrospect Ill, com comprimento
de ondas de 520 nm, em que a intensidade da
cor do cromdgeno foi proporcional a concentra-
¢do de prolina presente na solugdo em andlise.
Os teores de prolina livre nos palmitos foram
calculados com base na massa fresca, segundo
a férmula: [(ug prolina mL™ x mL tolueno)/115,5
ug umol™] / [(g amostra)/5] = pmol de prolina g*
massa fresca de palmito. Cada repeticdo (amos-
tra) foi representada por um extrato simples, do-
sado em triplicatas.

Andlise Estatistica

A andlise estatistica dos dados proveni-
entes das avaliagBes biométricas foi realizada

utilizando o programa estatistico SAS 9.1 (SAS
Institute Inc., Cary, NC, USA). A andlise de va-
ridncia foi realizada pelo teste F, utilizando-se do
teste de Tukey, a 5% de probabilidade, para a
comparacado das médias.

Extracdo de RNA total e sintese do cDNA
dupla fita

O RNA total foi extraido a partir de um
pool de amostras de palmito constituido por
quantidades iguais de cada replicata, amostra-
das nos quatro pontos de coleta, utilizando-se do
kit comercial lllustra RNAspin Mini RNA Isolation
Kit (GE Healthcare), de acordo com as instru-
¢Oes do fabricante. Para verificar a quantidade e
a pureza do RNA extraido, as amostras foram
analisadas em espectrofotémetro NanoDrop ND-
-1000 (Thermo Fisher Scientific Inc.). A integrida-
de dos RNAs foi verificada em gel de agarose
desnaturante a 1,5 % (m/v), contendo 6,7 % de
formaldeido (v/v).

A primeira fita de cDNA foi sintetizada,
utilizando o RevertaidTM H Minus First Strand
cDNA Synthesis Kit (Fermentas), seguindo as
recomendacdes do fabricante, e a segunda fita
de cDNA foi sintetizada, utilizando DNA Polime-
rase | (Fermentas) e RNAse H (Invitrogen).

Técnica de cDNA-AFLP

Esta técnica foi realizada utilizando o kit
AFLP@ Plant Mapping (Regular Plant Genomes)
da PE-Applied Biosystems, Inc., CA, USA, 1997),
conforme as instrucfes do fabricante, com algu-
mas modificacdes.
- Reacao de restricdo: a reacdo de restricdo foi
feita com a digestdo do cDNA, por meio de duas
enzimas de restricdo: EcoRI de corte raro e Msel
de corte frequente, que geraram fragmentos com
extremidades compativeis para a posterior liga-
¢ao dos adaptadores EcoRI e Msel. As amostras
foram mantidas em termociclador a 37 °C, por
2 horas, seguidas de 15 minutos a 70 °C para a
inativagéo das enzimas;
- Reacdo de ligagédo dos pares de adaptadores:
antes de iniciar a reacdo de ligacdo, coletaram-
se, em um novo tubo, uma aliquota dos adapta-
dores das enzimas de restricdo EcoRI e uma da
Msel e foram aquecidas, separadamente, a
95 °C, por 5 minutos, e entao resfriadas a tempe-
ratura ambiente por um periodo superior a
10 minutos. Em seguida, os dois adaptadores
foram adicionados em um Unico tubo para poste-
rior utilizagc&o. As reacdes de ligacao foram man-
tidas a 20 °C, por 2 horas, em termociclador e,
apos, diluidas trés vezes em TE (20 mM Tris-
-HCI; 0,1 mM EDTA, pH 8,0);
- Reacdo de amplificacdo pré-seletiva: a pré-
-amplificacdo foi realizada, utilizando-se de 4 pL
dos produtos de ligacdo diluidos trés vezes e
primers correspondentes aos adaptadores. O
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termociclador foi programado com as seguintes
condigBes: 72 °C por 2 minutos, 20 ciclos de
94 °C por 30 segundos, 56 °C por 1 minuto,
72 °C por 2 minutos e uma extensdo final de
60 °C por 30 minutos.

- Reacdo de amplificacéo seletiva: ao analisar as
combinacdes de primers mais polimorficas (da-
dos ndo apresentados), ou seja, presenca de
bandas nas amostras de cana-de-acgucar toleran-
tes, desde que ausente nas amostras de cana
sensivel (analise qualitativa), foram utilizadas, 12
combinagdes de primers EcoRI e Msel (Tabela
1). Para a realizacdo da reacdo de amplificacdo
seletiva, foram utilizados 2,0 uL do produto da
reacdo de amplificacdo pré-seletiva das trés
cultivares de cana-de-aclcar submetidas ao défi-
cit hidrico, nas quatro épocas de coleta estuda-
das, e suas respectivas plantas-controle. A PCR
seletiva consistiu em 40 ciclos, incluindo 10 ciclos
touchdown com uma reducdo gradual da tempe-
ratura de anelamento de 66 °C para 56 °C em 1 °C
por passo, mantendo a 56 °C por 30 ciclos.

Tabela 1 - Doze combinacdes de primers utiliza-
dos na técnica de cDNA-AFLP. Twelve primer
combinations used in the cDNA-AFLP technique.

Primer EcoRI®

Primer Msel*

ACT CTG
ACT CTT
ACT CAA
ACG CTG
ACA CAG
AAG CAT
ACC CTG
AGC CTG
AAC CTG
AGG CAT
ACC CAT
AAG CTC

W Em negrito, os dois nucleotideos adicionais dos
primers seletivos.

Eletroforese em gel de poliacrilamida a 6%
(7 M ureia) corado com nitrato de prata

As amostras da amplificacé@o seletiva das
12 combinag¢@es foram aplicadas em seis géis de
poliacrilamida a 6% de desnaturante, contendo
7,0 M de ureia. Foi aplicada uma aliquota de
3,7 yL destas amostras, juntamente com a apli-
cacdo de aliquotas dos marcadores de peso
molecular de 10; 20 e 50 pb (Fermentas), previa-
mente desnaturados com tampdao formamida. As
amostras foram preparadas por meio da adi¢édo
de tampé&o de formamida (10 mM NaOH; 0,05 %
de xilenocianol (m/v); 0,05% de azul de bromo-
fenol (m/v); 20 mM EDTA em formamida) na
razdo de 1:0,5. As amostras foram desnatura-

das em termociclador, a 95 °C, por 5 minutos, e
imediatamente colocadas no gelo até a aplicagéo
no gel. A corrida foi realizada a 55 W, em tampé&o
TBE 1 X, por aproximadamente 3 horas e a
temperatura da placa ficou entre 50 e 55 °C. A
coloracao das placas foi realizada de acordo com
0 protocolo descrito por CRESTE et al. (2001).

Isolamento dos fragmentos de cDNA e sequen-
ciamento

Os produtos de amplificacdo seletiva
foram separados em gel de poliacrilamida a 6 %,
corados com prata de acordo com CRESTE et al.
(2001). Os géis contendo as combinacdes foram
analisados em transiluminador de luz branca,
onde foram considerados fragmentos exclusivos
- FEs-T- os fragmentos expressos apenas has
cultivares tolerantes, submetidos a supresséo da
rega e ausentes em suas plantas-controle, e
considerados fragmentos exclusivos - FEs —
agueles que nado foram visualizados em suas
respectivas plantas-controle. Antes de se realizar
a extracdo dos fragmentos, fez-se a estimativa
de seus pesos moleculares por meio da equacao
de regressdo linear, baseando-se na migracdo
dos padrbes de tamanho molecular utilizados.
Tal método trata-se de uma extrapolacéo e, por-
tanto, os valores estimados de tamanho molecu-
lar ndo séo precisos. De qualquer forma, o méto-
do revelou-se de grande eficacia para a estimati-
va do tamanho dos fragmentos, visto que o valor
estimado apresentou, para os FEs-T, corres-
pondéncia com o tamanho molecular determi-
nado pelo posterior sequenciamento dos frag-
mentos. Logo apds, os géis foram imersos em
uma bandeja com agua destilada, e com 0 auxi-
lio de uma lamina de bisturi, os pedacos de géis
contendo os fragmentos foram colocados em
tubos de microcentrifuga contendo 50 pL de
tampdo TE (20 mM Tris-HCI, 0,1 mM EDTA, pH
8,0) e estocados a 4 °C, por 16 horas. Para a
eluicdo do DNA, os tubos contendo os FEs foram
colocados no termociclador a 60 °C, por 2 horas,
seguidos de trés ciclos de congela/descongela,
conforme descrito por PATHAN et al. (2007).
Uma aliquota de 10 pL foi utilizada para a ream-
plificacdo com as mesmas condi¢des utilizadas
na condicdo de reacdo, utilizadas anteriormente
na amplificacdo seletiva. Produtos de PCR foram
purificados utilizando o Kit Wizard SV Gel ANd
PCR Clean-Up System (Promega) de acordo
com as recomendac¢bes do fabricante. Uma ali-
guota da amostra contendo 75 ng de DNA foi
inserida no vetor pGEM — T Easy Vector System
(Promega), numa razdo molar de 3:1. Para a
obtencéo de plasmideos recombinantes, foi utili-
zado o0 método de transformagéo de células de
Escherichia coli (cepa DH10B) quimicamente
competentes. A extracdo e a purificacdo dos
plasmideos recombinantes foram feitas, utilizan-
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do-se do kit Ready-to-use systems for fast purifi-
cation of nucleic acids (Macherey-Nagel), de
acordo com as recomendacdes do fabricante. O
sequenciamento dos fragmentos foi realizado
segundo o método de terminacédo da cadeia por
dideoxinucleotideo (SANGER et al., 1977), utili-
zando a quimica do Big Dye Terminator da
Applied Biosystems (ABI), de acordo com as ins-
trugBes do fabricante em sequenciador automa-
tico de DNA Applied Biosystems 3730xI DNA
Analyzer (PE-Applied Biosystems, Inc., CA,
USA). As sequéncias obtidas foram analisadas
pelos programas Phred (EWING et al., 1998;
EWING & GREEN, 1998), Phrap (GREEN, 1996)
e cross_match (EWING & GREEN, 1998) para
verificar a qualidade das bases e remover as
sequéncias de nucleotideos correspondentes ao
vetor de clonagem. Posteriormente, foram
submetidas a pesquisas no banco de dados,
utiizando a ferramenta BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) (ALTSCHUL et al., 1990)
contra 0 banco NR, para a identificacdo de
similaridades com sequéncias de proteinas ja

descritas na base de dados do NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Resultados e discusséo

Avaliacdes biométricas

Na analise estatistica dos parametros de
crescimento, foi verificado que o estresse hidrico
sofrido pelas trés cultivares de cana-de-agucar
(SP83-5073, RB86-7515 e SP86-155), submeti-
das a 1; 3; 5 e 10 dias de supressdo da rega,
provocou diferencas estatisticamente significati-
vas em todos os parametros analisados nos
fatores: estresse, cultivar, coleta e nas interacdes
estresse x coleta. No entanto, para as interacdes
estresse x cultivar, cultivar x coleta e estresse x
cultivar x coleta, ndo foi observada diferenca
significativa, a 5 % de probabilidade, pelo teste
F, para nenhum parametro estudado, provavel-
mente devido ao curto tempo de supressdo da
rega sofrido pelas plantas (Tabela 2).

Tabela 2 - Resumo da analise de variancia para os parametros analisados das cultivares de cana-
-de-aclcar SP86-5073, RB86-7515 e SP83-155, em casa de vegetacdo e submetidas a 1; 3; 5 e 10
dias de supressdo da rega. Resumé of the analysis of variance of evaluated parameters of the
sugarcane cultivars SP86-5073, RB86-7515, and SP83-155 grown under greenhouse conditions and
submitted to 1, 3, 5, and 10 days of water suppression.

Fatores 1 2 3 7 \éalores de E 7 3 9

AIP AFP  “Dar NF DC MFFB MFC MSFB °MSC
Estresse (E) 0,03™ 2,86+ 852* 6,27 0,04"° 3391 101" 104" 152"
Cultivar (C) 161,32**130,04*** 2,93+ 66,18"* 44,89%* 32,36** 229+ 26,57+ 222"°
Coleta (Co) 2,78 255" 4,67 055" 064" 16,43 173" 171" 452%
ExC 0,01 0,75" 1,04% 1,12 0,13 085" 066" 036" 0,18"°
E x Co 0,01 0,44" 1,05 0,95 077" 28,83+ 089" 183" 0,64"°
Cx Co 1,65 0,60 1,07 152" 064" 053" 046" 065" 062"
ExCxCo 001" 030" 1,02 0,33% 146" 1,27 040" 067" 0,31"
Ycv (@) 904 931 47,89 9,67 7,73 14,87 22,80 14,09 27,16

*AIP - Altura inicial das glantas (cm); *AFP - Altura final das plantas; *DAIF - Diferenca entre AIP e AFP (cm);

*NF - Numero de folhas:

DC - Diametro do colmo; ®MFFB - Matéria fresca de folhas mais bainhas; "MFC — Maté-

ria fresca de colmos: ®MSFB - Matéria seca de folhas mais bainhas e °MSC - Matéria seca de colmos: ™ - Nao
significativo pelo teste F; *** - Significativo (p<0,001) pelo teste F; ** - Significativo (p<0,01) pelo teste F;
*_ Significativo (p<0,05) pelo teste F; + - Significativo (p<0,10) pelo teste F; *°CV — coeficiente de variacgo.

Para o parametro Altura Inicial das
Plantas (AIP) e Altura Final das Plantas (AFP), a
maior média foi encontrada na SP86-155, e a
menor na RB86-7515 para a AIP. Do mesmo mo-
do, para a AFP, as duas cultivares, apos 10 dias
de supressédo da rega, ndo reduziram seu cres-
cimento, ou seja, continuaram crescendo e man-
tiveram a maior média e a menor média para as
SP86-155 e RB86-7515, embora ambas sejam
de maturacdo precoce-tardia, respectivamente
(EMBRAPA, 2011). Esse aumento no crescimen-
to esté relacionado, diretamente, com o aumento
na altura final das plantas, estando de acordo
com os resultados obtidos por MACHADO et al.

(2009) que, ao avaliarem as respostas de dois
gendtipos de cana-de-aclcar, em trés fases dis-
tintas, verificaram que o genétipo IACSP 94-2094
foi 0 menos afetado pela falta de 4gua e manteve
0 crescimento, enquanto o IACSP 96-2042 apre-
sentou menor crescimento da planta e, ao
comparar a altura dos dois genotipos, sugeriram
gue a IACSP 94-2094 possa ser tolerante, e a
IACSP 96-2042, sensivel ao estresse hidrico.
SILVA et al. (2008), trabalhando com quatro
familias de cana-de-aglcar sob condi¢gbes de
déficit hidrico, observaram que é possivel consi-
derar a variavel altura da planta como um dos
indicadores de tolerancia ao estresse hidrico.
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Nesse trabalho, deve-se levar em consideragéo
se as cultivares estudadas diferem em seu pa-
dr&o de crescimento, antes de serem submetidas
a supressao de rega, provavelmente devido as
suas caracteristicas genotipicas.

Com relacdo ao parametro nimero de
folhas (NF), ao comparar as médias entre as
plantas-controle e submetidas ao estresse hidri-
co (Figura 1A), foi observada a menor média nas
plantas sob estresse hidrico em relagdo as
plantas-controle (sem supressdo da rega). O
mesmo foi observado por SMIT & SINGELS
(2006) que, trabalhando com duas cultivares de
cana-de-aclcar (NCo3676 e N22) submetidas a
supressdo da rega, verificaram que, simultanea-
mente, ocorreu uma reducdo do numero de
folhas verdes e um aumento da taxa de senes-
céncia foliar em ambas as cultivares, apos 38

15 4

dias de seca. O mesmo foi observado nesse ex-
perimento com 10 dias de déficit hidrico. De
acordo com TAIZ & ZEIGER (2004), em condi-
¢Oes de deficiéncia hidrica, o estresse limita ndo
apenas o0 tamanho, mas também o numero de
folhas. A menor média para o ndmero de folhas
foi encontrada na cultivar tolerante, RB86-7515,
contrastando com a cv SP86-155, sensivel ao
estresse hidrico (Figura 1B). Esse resultado
corrobora os resultados obtidos por CARLIN &
SANTOS (2009), ao constatarem que a deficién-
cia hidrica reduziu o ndmero de folhas em 34,2%
nos trés tratamentos de disponibilidade hidrica,
em plantas jovens de cana-de-acUcar resistentes
a seca. Desta maneira, foi verificado que a média
do nimero de folhas foi maior na cultivar
sensivel ao déficit hidrico durante todo o periodo
de coleta.

0
S 13 a b
=
— 11,574
° 11,042
-
o 11 7 —
=]
o 9
[)
E ;]
=2
5
A Plantas controle Plantas sob estresse hidrico
Estresse
a
15 -~ b 13,266
3 C
% 10,843 9,937
«— 10 A
)
o
o
T 51
1S
2
0 T T 1
SP83-5073 RB86-7515 SP86-155
B Cultivar

Figura 1 - Nimero de folhas em funcéo do estresse hidrico (A) e da cultivar (B). Médias seguidas por
diferentes letras mindsculas diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5 % de probabilidade. Number of
leaves due to water stress (A) and cultivar (B). Means followed by different lower case letters differ by

Tukey test at 5 % of probability.

Foi observada, para didametro do colmo,
diferenca significativa promovida pelo fator culti-
var, onde a RB86-7515 se destaca das outras
cultivares com a maior média, e as outras ndo
diferiram entre si. De acordo com SILVA et al.
(2008), ao observarem algumas familias de ca-
na-de-acUcar que obtiveram maiores valores de
didametro, nimero e altura de colmos, sob condi-
¢Oes de estresse hidrico, concluiram que essas

caracteristicas podem ser consideradas como
ferramentas Uteis durante o processo de melho-
ramento genético de plantas. Desta maneira, o
aumento do didmetro do colmo na cultivar
RB86-7515, obtido em nosso experimento, con-
firma sua caracteristica de tolerancia a seca.
Analisando o fator cultivar para o
pardmetro matéria fresca de folhas-bainhas, a
cultivar RB86-7515 obteve a maior média entre
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as cultivares, e a menor média foi encontrada na
cv SP83-155 (Figura 2A). GUIMARAES (2007),
estudando a resisténcia varietal da cana-de-
-acucar a M. fimbriolata, em trés gendtipos,
verificou que a massa fresca foi superior na
cultivar tolerante ao estresse hiético. Com rela-
¢ao ao fator estresse, as plantas-controle obtive-
ram a maior média significativa em relagdo as
plantas sob supresséo da rega. Para o fator cole-
ta, houve uma reducao significativa na média a
partir da 3% coleta (Figura 2B). Esse resultado é
esperado em experimento de supresséo da rega,
sugerindo que as plantas durante o periodo de
déficit hidrico, podem ser afetadas negativamen-
te em varios processos fisiologicos, sobretudo
levar & reducdo na eficiéncia do uso da agua na
fotossintese (INMAN-BAMBER, 2004).

Com relacdo ao fator estresse, as
plantas-controle obtiveram a maior média signifi-
cativa em relacdo as plantas sob supressao da
rega (Figura 3A). Na Figura 3B, pode-se verificar
gue a RB86-7515 se destaca com maior média
em relacdo as outras cultivares, e o contrario foi
observado na SP86-155. Entre as épocas de

180 - b

160 1 135,212
140 -
120 -
100 -

@
o
1

60 -
40 A
20 A

bainhas (g)

coleta, podemos observar que a RB86-7515 se
mantém com as maiores médias até a 32 época
de coleta, ocorrendo redugéo significativa na 4%
coleta. Essa reducdo também foi significativa
para as outras cultivares. Na 2% e na 3% épocas
de coleta, as trés cultivares mantiveram estatisti-
camente as mesmas médias.

Para a matéria fresca de colmo, a melhor
média foi verificada na cv SP86-155, e a cv
RB86-7515 apresentou média intermediaria, ndo
diferindo estatisticamente das outras cultivares
(Figura 4).

Com relacdo a matéria seca de folhas e
bainhas, foi verificada a maior média na RB86-
-7515, e as outras cultivares ndo diferenciaram
entre si para o fator cultivar (Figura 5). Esses re-
sultados estdo de acordo com o obtido por MA-
CHADO et al. (2009), ao verificarem que o clone
IACSP 96-2042 foi o mais afetado pelo déficit,
devido ao menor acumulo de matéria seca no
colmo sob baixa disponibilidade hidrica, na fase
inicial de crescimento das plantas.
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Figura 2 - Matéria fresca de folhas e bainhas em funcdo da cultivar (A) e da época de coleta (B).
Médias seguidas por diferentes letras minusculas, em cada figura, diferem entre si, pelo teste de
Tukey, a 5 % de probabilidade. Leaf and sheath fresh weight as influenced by cultivar (A) and harvest
time (B). Means followed by different lower case letters are statistically different at the level of 5% of

probability, according to Tukey’s test.
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Figura 3 - Matéria fresca de folhas e bainhas em funcéo do déficit hidrico (A) e da interag&o cultivar x
coleta (B). Médias seguidas por diferentes letras minldsculas em cada tratamento de cada figura
diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5 % de probabilidade. Leaf and sheath fresh weight as
influenced by water deficit (A) and the interaction of cultivar and harvest time factors (B). Means in
each figure followed by the same small lower case letter are not statistically different at the level of 5%

of probability, according to Tukey’s test.

Para o pardmetro matéria seca de colmo,
foi verificada diferenca significativa ocasionada
na 42 coleta (Figura 6). Esses resultados est&o
de acordo com o obtido por OLIVEIRA et al.
(2007) que, ao avaliarem o desenvolvimento da
area foliar de trés cultivares de cana-de-ac¢ucar,
em condi¢cbes de campo, para a producdo de
biomassa, verificaram que, na fase final do
experimento (497 DAP), o acumulo de massa
seca nas folhas manteve-se mais constante,
enquanto o acumulo de massa seca nos colmos
resultou em taxas maiores.

Determinacédo do teor de prolinalivre

Para a determinacé@o do teor de prolina
livre, as analises estatisticas foram separadas
por épocas de coleta. Para a 22 época de coleta,

o teor de prolina livre foi significativo apenas para
o fator cultivar, em que as maiores médias foram
verificadas nas cv SP83-5073 e SP86-155 (Figu-
ra 7A). Esse resultado corrobora o obtido por
GONGCALVES (2008) que, estudando quatro va-
riedades de cana-de-agUcar sob condi¢Bes de
estresse hidrico, em casa de vegetacdo, obser-
vou que a cultivar SP79-1011, considerada tole-
rante a seca, apresentou maiores valores de
prolina.

Para o fator cultivar, na 3% época de cole-
ta, o teor de prolina livre foi significativo em todos
os fatores, sendo que a SP86-155, sensivel ao
estresse hidrico, se destaca com a maior média,
e as outras cultivares nado se diferenciaram
(Figura 7B).
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Figura 4 - Efeito do fator cultivar sobre o parametro matéria fresca de colmo. Médias seguidas por
diferentes letras mindsculas diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5 % de probabilidade. Cultivar
factor effect on culm fresh weight. Means followed by the same small lower case letter are not
statistically different at the level of 5% of probability, according to Tukey’s test.
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Figura 5 - Matéria seca de folhas e bainhas em fungdo da cultivar. Médias seguidas por diferentes
letras mindsculas diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5 % de probabilidade. Leaf and sheath dry
weight as influenced by cultivar. Means followed by the same lower case letter are not statistically
significant at the level of 5% of probability, according to Tukey’s test.
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Figura 6 - Matéria seca de colmos em fun¢do da época de coleta. Médias seguidas por diferentes
letras minusculas diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5 % de probabilidade. Culm dry weight as
influenced by harvest time. Means followed by the same lower case letters are not statistically different
at the level of 5% of probability, according to Tukey’s test.
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Figura 7 - Teor de prolina livre em funcdo da época de coleta com 3 dias de supressao da rega (A) e
5 dias de supresséo da rega (B). Médias seguidas por diferentes letras diferem entre si, pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade Free proline content as a function of collection time with 3 days of
suppression of irrigation (A) and 5 days of suppression of irrigation (B). Means followed by different

letters differ by Tukey test at 5 % of probability.

Identificac&o dos fragmentos expressos

Das 12 combinacdes de primers seleti-
vos EcoRI/Msel, apenas duas combina¢des néao
geraram padrdo de fragmentos expressos, pro-
vavelmente por ndo permitirem uma amplificacéo
adequada. Em média, as combinacdes de inici-
adores utilizados nas cultivares tolerantes ao es-
tresse hidrico geraram padrdes de fragmentos
gue variaram de 80 a 890 pb. Na Figura 9, pode-
mos observar um exemplo de padréo de frag-
mentos detectados pela técnica de cDNA-AFLP.

Nas 10 combinagBes restantes, foram
observados, por meio da andlise visual, 1.077
padrées de fragmentos de cDNA-AFLP, em que
foram considerados fragmentos expressos (FES),
aqueles identificados pela auséncia do fragmento
na cultivar sensivel ao estresse hidrico quando
submetida & supressdo da rega e fragmentos

exclusivos expressos nas cultivares tolerantes
(FEs-T), desde que ausentes em suas plantas-
-controle. Foram observados 463 FEs na cv
SP83-5073, sendo 170 FEs nas plantas sob es-
tresse hidrico e 18 FEs-T. Para a cultivar RB86-
-7515, foram observados 614 FEs, sendo 283
FEs nas plantas sob supressdo da rega e 30
FEs-T. As plantas-controle (que nado foram
submetidos a supresséo da rega) apresentaram
0 maior nimero de FEs (293 e 331) para as cult-
ivares SP83-5073 e RB86-7515, respectivamen-
te. Foram recuperados do gel de poliacrilamida
um total de 453 fragmentos expressos nas plan-
tas sob déficit hidrico, nas duas cultivares, ao
passo que 48 desses fragmentos foram expres-
sos exclusivamente nas cultivares tolerantes
(FEs-T). Logo ap0s, os fragmentos foram eluidos
em tampéao TE.
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Figura 8 - Teor de prolina livre em funcdo do estresse hidrico com 5 dias de supressao da rega (A) e
10 dias de supressédo da rega (B). Médias seguidas por diferentes letras mindsculas, em cada figura,
diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5 % de probabilidade. Free proline content as influenced by a
drought period (A) five days and (B) ten days of water suppression. Means followed by different lower
case letters are statistically different at the 5% level of probability, according to Tukey’s test.

Ao comparar o padrdo de expressdo dos
fragmentos de cDNA-AFLP entre as duas cultiva-
res de cana-de-acUcar tolerantes ao estresse hi-
drico, podemos verificar que a cv RB86-7515 ex-
pressou 0 maior nimero de FEs, tanto nas plan-
tas-controle como nas plantas sob estresse hidri-
co, e também foi observado maior nimero de
FEs-T. Esses resultados estdo de acordo com 0s
obtidos por DEDEMO (2011), que ao realizar a
identificacdo de genes diferencialmente expres-
sos, por meio da técnica de cDNA-AFLP e suas
sequéncias de DNA, em folhas de cana-de-agu-
car das mesmas cultivares e tratamento experi-
mental utilizadas neste trabalho, constatou que
as plantas-controle expressaram maior namero
de fragmentos quando comparadas com as culti-
vares submetidas & supressao da rega, sugerin-
do que os transcritos possam estar sujeitos a
modulagdo da expresséo pelo estresse.

Foram realizadas as reamplificacdes de
18 FEs-T oriundos das combina¢bes ACT-CTG e
ACT-CTT, sendo 11 FEs-T pertencentes a cv
RB86-7515 e 7 FEs-T a cv SP83-5073. Apoés a
reamplificacdo desses fragmentos, foram realiza-
das novas reamplificagBes com os FEs-T restan-

tes, sendo que, apos a realizagdo das leituras de
absorbéancia, verificacdo em gel de agarose a 1%
e purificagdo dos produtos de amplificagdo, nédo
foi possivel clonar nenhum outro fragmento. De
acordo com KOO & JAYKUS (2000), os conta-
minantes de PCR de géis de poliacrilamida
coelui com o DNA, prejudicando a reamplificacé@o
desses fragmentos.

Dos 18 FEs-T, nas duas cultivares tole-
rantes ao estresse hidrico, seis foram clonados e
sequenciados com sucesso, mas ao analisar as
sequéncias dos contigs, verificou-se que dois
fragmentos possuem as mesmas sequéncias e,
consequentemente, apresentam similaridade
com as mesmas proteinas. Por essa razao, o tra-
balho foi conduzido apenas com quatro contigs,
gue foram renomeados como SCWSC1_79
(Sugarcane Water Stress Cultivar SP83-5073),
SCWSC2_31, SCWSC2_44 e SCWSC2_99 (Su-
garcane Water Stress Cultivar RB86-7515).

As sequéncias dos contigs foram subme-
tidas & busca nos bancos de dados do NCBI,
utilizando a ferramentas BlastX e BlastN (contra
0 banco de dados NR).
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Figura 9 - Padrdo de fragmentos detectados pela técnica de cDNA-AFLP em gel de poliacrilamida a
6% corado com nitrato de prata. Foram utilizados palmitos das plantas-controle e sob supressédo da
rega de trés cultivares de cana-de-agUcar. TSP-C (SP83-5073 Controle), TSP-E (SP83-5073 sob
estresse hidrico), TRB-C (RB86-7515 controle), TRB-E (RB86-7515 sob estresse hidrico), SSP-C
(SP86-155 controle) e SSP-E (SP86-155 sob estresse hidrico). Marcador de tamanho molecular de
50pb, de 20pb e de 10pb, respectivamente. Pattern of fragments detected by the cDNA-AFLP
technique in a 6% polyacrylamide gel stained with silver nitrate. Plant marrows of the TSP-C (SP83-
5073 check treatment), TSP-E (SP83-5073 submitted to water stress), TRB-C (RB86-7515 check
treatment), TRB-E (RB86-7515 submitted to water stress), SSP-C (SP86-155 check treatment), and
SSP-E (SP86 — 155 submitted to water stress) were used. Molecular size markers of 50pb, 20pb, and

10pb, respectively, were used.

A cobertura dos fragmentos obtidos
neste trabalho foi determinada por meio de maio-
res identidades (Tabela 3). Na cultivar RB86-
-7515, foi verificado que o SCWSC2_31, de
237 pb, mostrou homologia com a proteina Cito-
cromo P450 de sorgo, com E value de 2x107°,
utilizando a ferramenta BlastN (Tabela 3).

As enzimas citocromo P450 sdo impor-
tantes reguladores do crescimento de plantas por
catalisarem a sintese e degradagcdo de hormo-
nios de crescimento, tais como giberelinas, auxi-
nas e brassinoesteroides, além de outros hormo-
nios, como o jasmonato e o acido abscisico
(ABA). As reacdes catalisadas por estas enzimas
sdo extremamente diversas, porém geralmente
envolvem a transferéncia de seus atomos de
oxigénio para um substrato e reducdo de outro
atomo para formar agua na presenca de NADPH
e NADP (REICHHARTA et al.,, 2002; COON,

2005). Esta enzima participa da via de biossin-
tese de metabodlitos secundarios, como fenilpro-
panoides, flavanoides, alcaloides, lipideos e ligni-
na, além de atuar na detoxificacdo de xenobidti-
cos, como, por exemplo, herbicidas (KIM &
TSUKAYA, 2002). Um membro da familia de
citocromos P450 foi identificado como ABA 8-
hidroxilase, uma enzima que degrada ABA
durante o embebecimento da semente e estres-
se por dessecacdo (KUSHIRO et al., 2004;
SAITO et al., 2004). A atividade desta enzima é
alta em plantas se recuperando de estresse
abidtico, como, por exemplo, estresse hidrico.
Desta maneira, a concentragdo e as respostas
biolégicas do horménio ABA podem ser afetadas
pelas rotas de sintese e degradacdo em funcgéo
de alteracdes ambientais (KIM & TSUKAYA,
2002).
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Tabela 3 - Andlise da similaridade dos contigs dos quatro FEs-T sequenciados, utilizando BlastX e
BlastN. Contig similarity analysis of the four sequenced Fes-T using BlastX and BlastN.

1 2 3 4 5 - x Nova
FEs-T EC °“Pb ID E value Descrigéo descricio
83/95 gb|AF029856.1|
SCWSC2 31 22 237 (87%) 2x10?%°  Sorghum bicolor cytochrome -
° P450 CYP98AL
gb|EES12507.1|
a 2224 -10 hypothetical protein i :
SCWSC2_44 2¢ 116 (92%) 5x10 SORBIDRAFT 06g022510 beta-glucosidase
[Sorghum bicolor]
gb|CA269256.1| Zea mays GAPC2
a 72175 25 SCBGRT3072G08.g RT3 glyceraldehyde-3-
SCWSCL 79 1 97 (96%) <10 Saccharum hybrid cultivar -phosphate
SP80-3280 cDNA dehydrogenase mRNA
gb|EES00871.1|
a 83/89 -59 hypothetical protein Atividade
SCWSC2_ 99 2% 297 (9395  2X107  SORBIDRAFT 039023980  de DNA helicase

[Sorghum bicolor]

'FEs-T - Fragmentos expressos apenas nas cultivares tolerantes submetidos & supresséo da rega e ausentes em
suas plantas-controle; ’EC - Epocas de coletas; ®pb — Tamanho dos fragmentos (pares de bases); “ID - Identidade;
°E value: valor estatistico de probabilidade de erro da similaridade encontrada nos resultados apresentados pela
utilizagdo da ferramenta NCBI-BLAST (ALTSCHUL et al., 1990).

FERRO (2008), utilizando a técnica de ma-
croarranjo de cDNA, a fim de monitorar a expres-
sdo de genes em palmito de cana-de-acucar
submetida a 17 dias de estresse hidrico, identifi-
cou dois transcritos diferencialmente expressos
com similaridade a membros da familia de cito-
cromos P450, sendo que um clone,
SCJFRZ2030D03.g, apresentou perfil de inducao
ao longo do periodo de 17 dias de estresse,
enquanto o outro clone, SCCCRZ3003B05.g,
apresentou perfil de inibicdo e repressdo. Neste
estudo, dois clones, SCWSC2_4 e SCWSC2_5,
oriundos da cultivar intermediéria, foram expres-
sos no 3° dia de estresse e apresentaram simila-
ridade com a enzima citocromo P450. SOUZA
(2011), estudando folhas de cana-de-acUcar da
cultivar SP80-3280, submetidas a 30; 45; 60 e 75
dias de tratamento com CO,, observou menor
expressdo do gene da enzima citocromo P450
aos 45 dias, sugerindo que as plantas em eleva-
da concentracdo de CO, diminuem o investimen-
to no metabolismo secundario, o que se deve ao
fato de ter intensificado o crescimento das plan-
tas sob elevado CO..

Foi expresso, na cultivar RB86-7515, o
fragmento SCWSC2_44 de 116 pb que mostrou
homologia com proteina hipotética de sorgo,
sendo denominada de
SORBIDRAFT_06¢g022510, com E value de
5x10™'° (Tabela 3). Esta proteina hipotética, de
acordo com as anotagBes no Gene Ontology
(GO), esta envolvida no processo biolégico de
metabolismo de carboidrato com a funcéo
molecular de B-glucosidase.

A B-glucosidase (3.2.1.21) € um glicosil
hidrolase que hidrolisa a ligagdo B-O-glicosidica
no carbono anomérico de uma molécula de glico-
se no final de uma molécula de carboidrato ou
glicosideo. Essas enzimas sdo encontradas
essencialmente em todos 0s organismos vivos e
tém sido implicadas em uma diversidade de
papéis, tais como a conversdo de biomassa por
microrganismos (FOWLER, 1993), ativacdo de
compostos de defesa (POULTON, 1990;
DUROUX et al., 1998), precursores da lignina
(DHARMAWAR-DHANA et al., 1995), e interme-
diarios metabdlicos, liberando grupos de glicose
a partir do bloqueio de glicosideos inativos em
plantas (BARLEBEN et al., 2005). A enzima (-
-glicosidase pertence a grande familia glicosilhi-
drolase 1 e 3 (HENRISSAT, 1991), sendo essas
familias mais numerosas em plantas. A familia 1
contém ampla gama de B-glicosidases, incluindo
B-galactosidases, B-mannosidases, fosfo-B-ga-
lactosidases, fosfo-B-glicosidases, e thiogluco-
sidases, além de B-glicosidases. Essas enzimas,
apesar de sua alta similaridade de sequéncias,
apresentam atividades diversas no metabolismo
(MIZUTANI et al., 2002; HENRISSAT, 1991;
RAYCHAUDHURI & TIPTON, 2002).

Na cultivar SP86-5073, foi verificado o
fragmento SCWSC1_79, que apresentou similari-
dade com uma sequéncia de cDNA do genoma
da cana-de-acicar SCBGRT3072G08.g RT3
Saccharum hybrid, cultivar SP80-3280, com E
value de 7x10% (Tabela 3). Foi realizada uma
pesquisa no Gene Bank, utilizando o nimero de
acesso e verificou-se que essa sequéncia possuli
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similaridade com a proteina glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase, com E value de 8x10™.

A funcéo da GPD, como um tetramero de
subunidades idénticas, é converter o NAD + pro-
duto de fosforilagdo oxidativa dependente de
gliceraldeido 3 fosfato para 1-3 bifosfaglicerato.
Esta € uma das reacBes metabdlicas mais
importantes da via glicolitica (NIU et al., 1994;
REDKAR et al., 1998; HIRANO et al., 1999). A
enzima também catalisa a reacdo inversa.
JEONG et al. (2000) submeteram plantas de ba-
tatas, transgénicas e selvagens, ao estresse
salino. As plantas que superexpressaram o gene
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, isolado de
um tipo de cogumelo comestivel (GPD P. sajor-
-caju), foram altamente tolerantes ao estresse
salino, enquanto as plantas do tipo selvagem
morreram apos 10 dias de estresse. Esses auto-
res sugerem que essa enzima pode funcionar
como um mediador de resposta metabdlica
induzida por estresse e outras mudangas meta-
bélicas integradas durante estresse biotico. A
partir desses resultados, JEONG et al. (2001),
em trabalho posterior, conseguiram obter plantas
transgénicas de batata altamente resistente ao
estresse salino, superexpressando o gene GPD
P. sajor-caju. Por essa razdo, esses autores
confirmam que a superexpressao do gene GPD
pode gerar plantas transgénicas de batata, resis-
tentes ao estresse salino.

O fragmento SCWSC2_99 de 297 pb,
expresso na cultivar RB86-7515, mostrou similar-
dade com a proteina hipotética de sorgo, sendo
denominada de SORBIDRAFT_03g023980, com
E value de 2x10™° (Tabela 3). De acordo com as
anotacdes no Gene Ontology (GO), esta proteina
estd envolvida na funcdo molecular de atividade
de DNA helicase. Helicases sédo proteinas moto-
ras que catalisam o desenrolamento do DNA
duplex’RNA de uma maneira dependente de
ATP e, assim, desempenham papel importante
na maioria dos processos genéticos basicos,
incluindo replicacdo, reparo, recombinagéo,
transcricdo e traducdo (TUTEJA & TUTEJA,
2004). SONG (2005) verificou, em plantas de
soja, que a DNA helicase mitocondrial foi ativa
entre 100-200 mM de NaCl, e acima dessa con-
centracdo, a atividade dessa enzima foi inibida.
Além disso, a temperatura elevada, acima de
50 °C, também inibiu a atividade da enzima,
sendo que as temperaturas Otimas foram de
30°C, 37°C e 42 °C. LIU et al. (2008) isolaram
um gene de resisténcia ao estresse salino de
Apocynum venetume, denominado de AvDHI,
cujo produto génico prediz uma proteina da
familia de DNA helicase.

Durante seu ciclo de vida, muitos orga-
nismos sao confrontados com numerosos estres-
ses ambientais que podem afetar sua sobrevi-
véncia, e, consequentemente, muitos genes que

respondem ao estresse por seca, salinidade, alta
e baixa temperatura tém sido estudados
(ISHITANI et al.,, 1998), mostrando que esses
genes estdo envolvidos na funcdo de proteger a
célula contra os estresses (SHINOZAKI &
YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 1997).

Diante disso, foi possivel identificar, nes-
te trabalho, fragmentos de cDNA cujas sequén-
cias, quando comparadas com banco de dados,
mostraram-se similares a enzimas que estédo
envolvidas com fungbes como: metabolismos
secundarios e ativacdo de mecanismos de defe-
sa, metabolismo e armazenamento de substan-
cias quimicas que podem ser hidrolisadas
guando seu consumo se torna necessario, enzi-
ma que participa da glicélise e neoglicogénese, e
uma enzima com atividade de reparo e manu-
tencdo que podem ajudar a planta a manter suas
atividades, mesmo em condi¢des nao favoraveis.

Conclusdes

Considerando as condicbes em que o
presente estudo foi desenvolvido na cultura da
cana-de-aclcar e com base nos resultados obti-
dos, pode-se concluir que:

Para as analises biométricas, ndo houve
diferenga significativa na altura final das plantas
entre as cultivares de cana-de-aclUcar submeti-
das a supresséo da rega, provavelmente devido
ao tempo de supressédo da rega;

A cultivar tolerante RB86-7515 obteve a
maior média significativa para didmetro do col-
mo, matéria fresca e seca de folhas e bainha, e a
cv SP86-155 para altura inicial, nimero de folhas
e matéria fresca de colmo;

O teor de prolina livre nos palmitos foi
estatisticamente significativo a partir do terceiro
dia de supressdo da rega, sendo verificada a
maior média na cultivar RB86-7515, com 10 dias
de supressao da rega,;

A técnica de cDNA-AFLP foi um méto-do
bem-sucedido para a obtengéo de 1.077 padrdes
de fragmentos diferencialmente expres-sos entre
gendtipos de cana-de-acUcar tolerantes (SP83-
-5073 e RB867515) e sensivel (SP86-155) a
seca, submetidos a supressao da rega. Porém a
taxa de eficiéncia para a identificacdo, ou seja,
para a clonagem, foi baixa;

A analise comparativa dos fragmentos
derivados de transcrito diferencialmente expres-
s0s entre 0s genétipos tolerantes e sensiveis foi
expressa em maior nimero nas plantas-controle;

Foi verificado, na cultivar RB86-7515,
maior nimero de fragmentos exclusivos expres-
S0s apenas nas cultivares tolerantes (FEs-T);

Os FEs-T, nas cultivares tolerantes, for-
necem sequéncias candidatas que poderdo ser
posteriormente testadas para a verificagdo de
sua relac@o com o carater de tolerancia apresen-
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tado pelas cultivares de cana-de-aglcar em que
foram detectados.
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