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RESUMO

PINTO, Anne Cybelle. Genes induzidos por tratamento com célcio em
rafzes do milho (Zea mays L.) Saracura ‘BRS-4154°, em condicdes de
hipoxia. 2004. 61 p. Dissertagio (Mestrado em Fisiologia Vegetal) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.!

Estudos em condi¢bes de alagamento envolvendo o milho Saracura
‘BRS-4154’ tém sido realizados a fim de compreender melhor 0 mecanismo de
toleréincia a esse estresse abi6tico. Neste trabalho, duas bibliotecas de ¢cDNA
subtraido da variedade de milko (Zea mays L.) Saracura — ‘BRS-4154°, sob
condicdes de alagamento influenciados pelo célcio, foram construidas,
utilizando-se do método de hibridagiio subtrativa por supressio. Em uma
biblioteca, 0 RNAm isolado das raizes de plantulas de milho germinadas e
alagadas sob influéncia do céicio foi utilizado como populagio “teste”, e raizes
de pléntulas germinadas e alagadas sem influéncia do cilcio foram utilizadas
como populagio “controle”. Na outra biblioteca a populagio “teste” foi
construida com base no material proveniente do 4pice de raiz de plantulas de
milho germinadas e alagadas sob influéncia do célcio € a populagdo “controle”
foi proveniente do RNAm isolado de épice de raiz germinados e alagados sem
influéncia do céicio. Vinte ¢ seis clones de raiz foram analisados no GenBank ¢
cinco estéio envolvidos na resposta da planta 4 hipoxia influenciados pelo célcio.
Dos sete clones de apice analisados, um est4 envolvido na resposta da planta sob
hipoxia influenciada pelo célcio, o gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (gpc4).
Andlise de Southern blot revelou que os seis clones que foram induzidos pelo
cdlcio na condigfio do estresse estabelecido estiio presentes no milho Saracura.
Isto indica que a hibridagio subtrativa por supressdo pode ser utilizada na
clonagem de cDNAs expressos diferencialmente sob estresse hipéxico e os seis
genes possivelmente estfio envolvidos no mecanismo de tolerincia ao

alagamento.

* Comité Orientador: Jos¢ Donizeti Alves - UFLA (Orientador), Anténio Alvaro
Corsetti Purcino - Embrapa Milho e Sorgo (Co-orientador), Marcelo Murad

Magalhdes — UFLA.



ABSTRACT

PINTO, Anne Cybelle. Genes induced by treatment with calcium in
Saracura ‘BRS-4154’ maize (Zea mays L.) roots in hypoxia conditions.
2004. 61 p. Dissertation (Master in Plant Physiology) — Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG.'

Studies in flooding conditions involving Saracura ‘BRS-4154’ were
made in order to understand better the tolerance mechanism to this abiotic stress.
In this research, two subtracted cDNA libraries from maize (Zea mays L.)
Saracura variety, under flooding conditions influenced by calcium, were made,
using suppression hybridization subtractive method. In one library, the mRNA
isolated from germinated and flooded maize plantlets under calcium influence
was used as population control. In other library the test population was
constructed based in material provement from germinated and flooded maize
apex root under calcium influence and the control population was obtained from
mRNA isolated in flooded and germinated root apex without calcium influence.
Twenty six clones from root were analyzed in GenBank and five were involved
in plant response to hypoxia influenced by calcium. Considering the seven
clones from apex, one is involved in plant response under hypoxia influenced by
calcium being glyceraldehyde — 3 — phosphate dehydrogenase ( gpc4). Southern
blot analysis revealed that six clones that were induced by calcium in stress
condition set are present in Saracura maize. These results indicate that
subtractive hybridization by suppression could be used in cloning of ¢cDNA
differentially expressed under hypoxic stress and the six genes possibly were
involved in mechanism of flooding tolerance.

' Guidance Committee: José Donizeti Alves - UFLA (Adviser), Antdnio Alvaro
Corsetti Purcino - Embrapa Milho e Sorgo (Co-adviser), Marcelo Murad
Magalhéies - UFLA.
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1 INTRODUCAO

A deficiéncia de oxigénio no solo, causada pelo excesso de 4gua, é um
dos fatores determinantes da redugdio da produtividade das mais variadas
espécies de plantas. Sob essas condigdes, a respiragiio aerGbica das plantas e
microrganismos reduz rapidamente a concentra¢io do oxigénio na solugdo do
solo, levando a formagdo de um ambiente hipéxico (baixa pressio de oxigénio)
ou andxico (auséncia de oxigénio), culminando com o desaparecimento das
plantas sensiveis. Apesar do estresse, existem espécies de plantas, como o arroz,
por exemplo, que conseguem sobreviver ao alagamento, devido a adaptagdes
anatOmicas, que permitem a difusdo interna do oxigénio atmosférico para as
raizes submersas e, mesmo, adaptagSes metabdlicas, prolongando a
sobrevivéncia da espécie. Porém, plantas sensiveis a estas condi¢des tém os
crescimentos vegetativo e reprodutivo reduzidos, de forma que a permanéncia
prolongada sob deficiéncia de oxigénio pode levé-las & morte.

A sensibilidade do milho (Zea mays L.) em solos com periodos
intermitentes de excesso de dgua levou os pesquisadores da Embrapa Milho e
Sorgo, Sete Lagoas, MG, a langarem no mercado, em 1997, a variedade ‘BRS-
4154°, conhecida como milho Saracura. Esse trabalho de melhoramento foi
direcionado para a selegéio de plantas com capacidade para suportar periodos
temporérios de alagamento do solo, caracteristica que as cultivares de milho
disponiveis no mercado normalmente n#o tem e, apés quatorze ciclos de selegiio
massal sob condi¢des de umidade do solo, esta variedade se revelou tolerante a
perfodos intermitentes de alagamento.

Com o intuito de elucidar como esta variedade se adapta a ambientes
alagados, o Setor de Fisiologia Vegetal da Universidade Federal de Lavras, em
parceria com a Embrapa Milho e Sorgo, vem desenvolvendo trabalhos para



caracterizar os mecanismos envolvidos na tolerdncia desta variedade ao déficit
de oxigénio. Estes trabalhos permitiram observar que o fornecimento de célcio
ex6geno aumenta ainda mais a sobrevivéncia, retardando a morte das plantas,
porém, reduzindo o crescimento das mesmas.

Baseado em alguns aspectos fisiolégicos j4 conhecidos desta cultivar e
devido & escassez de pesquisas moleculares, este trabalho teve por objetivo
isolar e caracterizar genes com expressdo induzida pelo alagamento sob
influéncia do célcio, no 4pice da raiz priméria e no restante dessa raiz da
variedade do milho Saracura, utilizando a técnica de hibridagéo subtrativae PCR
por supress#o.



2 REFERENCIAL TEORICO

O alagamento € a submersdo sio fatores de estresses abibticos que
afetam a vegetagio e, juntamente com a seca, salundade e altas temperaturas
constituem os principais determinantes da distribuigio das espécies vegetais no
mundo. O sucesso ou o fracasso da produgéio pode sqt;' também determinado pela‘
freqiiéncia ou extenséio do alagamento (Visser et al,, %003 )-

O alagamento e a submersdo levam a redugéo de trocas gasosas entre 0.
tecido da planta e a atmosfera porque a difusdo dos gases, em particular o
oxigénio, é 10.000 vezes mais lenta na dgua do qug; no ar (Armstrong, 1979).
Esta situag3o provoca um ambiente hipéxico ou andxico ao redor da raiz, que é
o principal fator determinante dos efeitos adversos do alagamento, uma vez que
as plantas superiores s&o essencialmente organismos aerébicos. O oxigénio é
vital para a rota que fornece energia as células, sendo o aceptor final de elétrons
na rota de fosforilagdo oxidativa, que gera ATP, primeira fonte de energia para ol
metabolismo celular (Dennis et al., 2000).

As mitocondrias sBo consumidoras primérias de oxigénio e sdo as
principais fontes de energia dos organismos aerdbicos. Conseqiientemente,j:
sofrem com a deficiéncia de oxigénio antes de qualquer outra organela. As
mitocondrias podem também ter outro papel chave. Experimentos realizados por‘
Subbaish et al. (1998), com cultura de células em suspensio de milho
transferidas de um meio aerébico para outro maeréﬁim, demonstraram que os
fons célcio liberados da mitocéndria para o citossol ]5;1rﬁcipam na sinalizagdo da
diminuigdo do oxigénio, levando & expressdo de genes relacionados com a
anaerobiose. |

A unifio dos sinais citoplasméticos para a ati;\:rax;io e repressio de genes

no niicleo direciona a célula para a divisdo, diferenciagéio ou morte. Muitos



desses sinais na rota de transdug#o de sinal, que controlam esse direcionamento
celular, sio ativados pela elevagio intracelular do célcio (Mckinsey et al, 2002).
Uma regi%io da raiz que, provavelmente, requer altas taxas de absorgdo do célcio,
devido ao processo de crescimento e desenvolvimento, é o apice (Kiegle et al,
2000). Nesta regifio, a atividade metabélica é a primeira a ser afetada pela
anoxia, provocando sua morte antes do restante da raiz priméria que ainda é
capaz de recuperar e sobreviver (Vantoai et al., 1995). O fornecimento de aglicar
exégeno pode melhorar o metabolismo de energia e aumentar a sobrevivéncia
(Webb e Armstrong, 1983), bem como restaurar a estrutura da mitocéndria em
espécies sensiveis e tolerantes a anoxia (Vartapetian et al, 2003). Outras
estratégias também sdo utilizadas buscando aumentar a sobrevivéncia & anoxia,
como as aplicages de horménios (Ellis et al., 1999) e cilcio (Vitorino et al,,
2001).

O papel principal dos canais permedveis ao célcio na membrana
plasmitica, além de contribuir para a absorgéio deste elemento necessério para a
nutrigiio da planta, parece ser o de sinalizagio celular (Miedema et al., 2001).
Estes canais sdo encontrados em todas as membranas das plantas e classificados,
de acordo com a dependéncia de voltagem, como canais de célcio ativados pela
despolarizago, ativados pela hiperpolarizagio ou canais de calcio independente
da voltagem (Sanders et al., 2002).

A organizaggo do citoesqueleto pode contribuir para regular a atividade
do canal de cilcio na transdugio de sinal dependente de Ca’ em plantas
superiores, Hi fortes indicios sugerindo que os microtibulos estejam envolvidos
na mediagio da transdugio de estimulos externos, tais como temperatura,
ataques por insetos, injurias, feridas e substéncias de crescimento, onde o célcio
est4 envolvido como mensageiro secundério. O potencial de membrana controla
a associagdio do microtiibulo com a membrana plasmética. Quando isso ocorre,
por mecanismos desconhecidos, o canal de cilcio dependente da voltagem ¢



inibido ¢ o rompimento dos microtibulos ou de outro componente do
citoesqueleto leva a um aumento da atividade desses canais. No entanto, a
estabilidade dos microtibulos n#o exerce qualquer efeito no canal (Thion et al.,
1996). i ‘

Em plantas, dois sistemas de transporte At!ivo ajudam a controlar a
concentragdo de célcio na célula: a bomba Ca”-Aﬂ'Pase, que apresenta alta
afinidade com o célcio e o co-transporte do tipo anﬁporte, que apresenta baixa
afinidade ao cdlcio (Palmgren e Harper, 1999). Os u_"ansportadores de efluxo do
célcio (que removem o Ca % do citoplasma) exercem‘j um papel importante tanto
quanto os transportadores de influxo (transportadores que permitem a entrada do
Ca* para o citoplasma ou organelas) na sinalizagio do cdlcio. Os
transportadores de alta afinidade, Ca®*-ATPase, atenuam e modulam o estimulo
induzido pela elevagéo do célcio. Juntamente com os transportadores de influxo,
a bomba de célcio n#io somente coordena os estimulos especificos para os sinais
de Ca®*, mas os regulam e propagam (Camacho e Lechleiter, 1993).

Diversas evidéncias indicam que mudangas do célcio citossélico,
induzidas pela anoxia, ocorrem préximo & mitocondria e distante do vaciolo.
Outras organelas, como reticulo endoplasmatico, parecem contribuir para a
entrada do cdlcio no citossol, mas o vaciolo, organela que contém maior.
concentragio de cdlcio, parece ndo exercer papel na elevagiio do cilcio
citossélico em condigSes de anoxia (Subbaiah et al., 1998). A mudanga do célcio
citossélico induzida pela anoxia inicia-se em 4reas ricas em mitocondrias (Rutter,
et al., 1996), como as localizadas ao redor do nicleo, ou adjacente & membrana.
plasmética (Subbaiah et al., 1994).

Quando o canal de célcio é bloqueado, os genes induzidos por anoxia

sio reprimidos e a sobrevivéncia das plintulas e ¢élulas em ambiente pos-

anbxico fica comprometida. Sob condi¢Ses de déficit de energia, o trafego.

desregulado de ions pode levar a uma continua elevagio de célcio ou declinio de




fotossintese & interrompido (Drew et al., 2000). A formago de aerénquima ao
aumentar a porosidade facilita a difus#io do oxigénio da parte da planta exposta
ao ar para partes que estejam submersas. Esta estrutura presente em folhas,
peciolos, caules e raizes, surge por separacio (esquizogenia) ou por lise de
células (lisigenia) (Schussler ¢ Longstreth, 1996). Estudos indicam que a
formagdo de aerénquima, do tipo lisigeno, ocorre por morte celular programada
(Drew et al, 2000). O fornecimento exégeno de célcio prolongou a
sobrevivéncia de duas variedades de milho, Saracura e ‘BR-107’, a0 alagamento
(Vitorino et al., 2001), a0 mesmo tempo em que reduziu a formagdo de
aerénquima e atuou na integridade da parede celular, o que dificultou o acesso
de enzimas de degradagdio que o préprio célcio ativa (Dantas et al., 2001). Além
da formag3io de aerénquimas, a hipertrofia do caule e a formagao de raizes
adventicias foram importantes respostas adaptativas ao alagamento (Vantoai et
al,, 1995).

Virios trabalhos j& foram realizados com o milho ‘BRS-4154" Saracura
buscando avaliar sua tolerincia a hipoxia ¢ a influéncia do célcio no aumento
dessa sobrevivéncia. Essa variedade possui, como principal caracteristica
agronOmica, tolerdncia a periodos intermitentes de inundacio do solo e foi
langada no mercado pela Embrapa Milho e Sorgo, por ter apresentado aumentos,
em alguns parimetros, relacionados com a produgdo, em condi¢3es de
deficiéncia de oxigénio no solo (Parentoni et al., 1997). Comparando essa
variedade com uma ndo tolerante, ‘BR-107°, Vitorino et al. (2001) relataram que
a ‘BRS-4154° mostrou-se superior quanto a toleréncia ao alagamento. Segundo
esses estudos, ap6s o quarto dia de hipoxia, as plantas da BR-107 mostraram
sensibilidade a deficiéncia de oxigénio no meio, apresentando taxa de
sobrevivéncia proxima de zero, enquanto que a sobrevivéncia do Saracura foi

em torno de 73%.



subtrativa ¢ PCR supressivo, que j& vem sendo utilizada com sucesso no
Laboratério de Biologia Molecular, do Nicleo de B:‘ilogna Aplicada, da
Embrapa Milho e Sorgo, na obtengéio de genes relaclonados a tolerdncia ao
aluminio. Nesse trabalho, as referidas técnicas apresentaram uma alta
sensibilidade, alta eficiéncia e baixo aparecimento de falso ‘posmvo, o que reduz
o nimero de “screening de selegio” das bibliotecas gendmicas.

A hibridagiio subtrativa é uma técnica que penthite comparar duas

populagdes de RNA mensageiro (RNAm) e obter clones de genes que sdo
expressos em uma populagfio e ausentes na outra. Embora existam vérios
métodos semelhantes, a teoria basica da subtragiio é shnp!eé: Primeiro, ambas as
populacdes de RNAm siio convertidas em cDNA: mfefe—se ao cDNA que
contém a copia especifica (expresso diferencialmente) confnj'o “teste” e 0 cDNA
de referéncia como “controle”. Os cDNAs “teste” e “contrtgle” sdo hibridados e
as seqiiéncias hibridadas s3o ent#o suprimidas por’ PCR supressivo.
Conseqiientemente, as seqliéncias n#o hibridadas de cDNAs representam os
genes que sdo expressos na populagdo “teste”, mas sdo aEmtes na populagéo
“controle”. A técnica de hibridagéio subtrativa é o umco'inétodo baseado na
amplificac#io seletiva de seqiiéncias expressas dlfemnclaMente que supera as
limitagdes técnicas dos métodos tradicionais de subuﬂt;id‘(Dlatchenko et al.,
1996; Gurskaya et al., 1996).

10
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Estudando o comportamento de plantulas de milho Saracura a hipoxia,
Vitorino et al. (2001) relacionaram a diminuigdio de sobrevivéncia ao
alagamento 4 intensa lise celular ocorrida na regidio do mesocétilo. Essa regisio
tornava-se transhicida e flicida com o prolongamento do estresse, formando
uma forte constricdo, responsivel pelo tombamento e morte das pléntulas.
Entretanto, ao analisar a influéncia do célcio, verificou-se que a presenga desse
elemento na germinagéio promoveu um aumento na sobrevivéncia da pléntula.
Em seu trabalho, Gouvéa (2001) constatou que a presenga do calcio no tampéo
de alagamento diminuiu o nimero de pléntulas com sintomas de degradagdo da
parede celular devido ao seu papel na manutengio da estabilidade da parede.
Esse resultado foi confirmado por Fries (2003), que pbde observar que os
sintomas de regifio translicida e constri¢io diminuiram ou desapareceram nas
plantulas de quatro dias germinadas e/ou alagadas em presenca do célcio. Fries
(2003) observou também que, na auséncia total do cdlcio, a tolerdncia do milho
Saracura a hipoxia diminuiu drasticameate com o aumento da idade. Quardo o
cilcio estava presente somente no tamp&o de alagamento ou somente no papel
de germinagdio, a diferenga na sobrevivéncia entre as plintulas com dois e quatro
dias de germinag#o diminuiu acentuadamente. Quando o célcio esteve presente
em ambas as situagdes, nfio houve diferenca na sobrevivéncia entre as plintulas
com dois e quatro dias. Quando as plantulas sdo germinadas com solugéio de
cloreto de célcio, as reservas ficam preservadas na cariopse, comprometendo o
crescimento das pléntulas durante aquele periodo. Porém, uma vez alagadas, elas
passam a alocar e utilizar as reservas preservadas para a manutenciio de sen
metabolismo, conferindo maior tolerdncia (Purcino, 2001).

Até 0 momento, nenhum estudo na érea molecular envolvendo o miltho
Saracura foi feito e, por isso, o interesse em se trabalhar nesta 4rea com esta
variedade. A estratégia utilizada para a obtengio de genes relacionados a
toleréncia ao alagamento influenciado pelo célcio foi a técnica de hibridacdo



extragdo do RNAm. Os tratamentos foram apice de raiz com calcio, dpice de raiz

sem calcio, raiz com calcio e raiz sem caélcio.

3.3 Extracao do RNA mensageiro (RNAm)

O RNAm para produgdo das bibliotecas de ¢cDNA foi extraido dos
apices de raizes e das raizes, separadamente, das plantas de milho Saracura
cultivadas sob condi¢des de alagamento na presenca e auséncia de solugdo de
cloreto de calcio 0,75% (p/v). Para a extragao do RNAm, utilizou-se o “Kit
Quickprep micro RNAm purification” (Amersham Biosciences, Piscataway,
EUA), segundo as instrugdes do fabricante. Por meio desse kit foi possivel
realizar a extragdo do RNAm a partir de células eucaridticas sem a necessidade

de purificar o RNA total. O fluxograma de extragdo de RNAm esta descrito na
Figura 1.

3.4 Precipitacio do RNAm

Ao eluido de RNAm (~ 400 pL), adicionaram-se 10 pL de solugdo de
glicogénio e 40 pL de solugio de acetato de potassio 2,5 M, pH 5,0.
Acrescentou-se 1 mL de etanol 95% (v/v) gelado (-20°C) e incubou-se por 30
minutos a -20°C. Centrifugou-se por 5 minutos, a 16.000 g, a 4°C; descartou-se o
sobrenadante e secou-se o precipitado na centrifuga a vacuo por 5 minutos. O
RNAm foi ressuspenso em 10 pL de tampdo de eluigdo proveniente no kit e
armazenado a -80°C. A visualiza¢do da integridade e qualidade do mesmo foi
realizada por eletroforese em gel de agarose 2% com brometo de etidio (1
ug/mL), aplicando-se 1 pL do RNAm. As amostras foram visualizadas sob luz
ultravioleta e digitalizadas em um sistema processador de imagens (Eagle Eye-
Stratagene, CA, EUA).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local

A germinacfio das sementes e a indugio da hipoxia foram realizadas no
setor de Fisiologia Vegetal, no Departamento de Biologia, na Universidade
Federal de Lavras.

As atividades laboratoriais foram desenvolvidas no Laboratdrio de
Bioquimica de Plantas ¢ Biologia Molecular, do Niicleo de Biologia Aplicada,
da Embrapa Milho e Sorgo em Sete Lagoas, MG.

3.2 Germinagciio e hipoxia

Sementes do ciclo 14 de seleg3o massal sob alagamento intermitente do
milho Saracura, cedidas gentilmente pela Embrapa Milho e Sorgo, foram
envolvidas em papel de germinagéio embebido em 4gua ou solugéio de cloreto de
célcio (CaCly) a 0.75% (p/v), permanecendo por quatro dias em cémara de
germinagdo imida a 25 % 2°C no escuro. Logo apés este periodo, as sementes
foram submetidas ao alagamento, realizado em tubos de PVC de 75 mm de
didmetro (quatro rolos com 25 plantas cada um, por tubo), com 1,2 L de tampéo
de alagamento contendo tris-hidroximetilaminometano 5 mM pH 8, 100 mg.L™
de ampicilina ou 0 mesmo tampéo acrescido de CaCl; a 0,75% (p/v). Para
diminuir a pressio de oxigénio no tubo, tomando o ambiente hipéxico (3% v/v
0, em N,), fez-se borbulhamento com nitrogénio gasoso por 3 minutos (1
L.min") e os tubos hermeticamente vedados. Estes tubos foram mantidos no
escuro e, apds dois dias de estresse, os dpices primérios de raiz (5 mm) ¢ o
material restante desse érgéo foram coletados, separadamente, armazenados em
nitrogénio liquido e posteriormente estocados a -80°C até o momento da

11



Extragio do tecido Preparo da oligo (dT) celulose

4 I 1]
Homogeneizaglio do tecido com tamplio de 1 mL da ciigo (dT) celulose em
extragio microtuhe!

4 ' i}
Dilui¢3o com 2 volumes do tampio de Cemrifug#so por 1 minuto
eluigdo L

4 a
Centrifugasio por 1 minuto para obter o RemogZo do sobrenadante da oligo
homogenato (d‘r)-oelulpse

|

r Isolamento do RNAm | I

Adicionar o homogenato celular ao precipitado da oligo (dT)-celulose
Misturar por 3 minutos | ‘
Centrifugar por 10 segundos ‘
Lavar 5x com 1 mL de tampiio com alta concentragfio de sal (mistin-a. centrifuga e remove o sobrenadante
cada vez) '

Lavar 2x com 1 mL de tampZo com baixa concentragko de sal (mistura, centrifuga e remove o sobrenadante
cada vez) _

Ressuspender o precipitado da oligo (dT)-celulose em 0,3 mL de témpao com baixa concentraclio de sal
Transferir para as colunas cromatrogréficas
Centrifugar por 5 segundos

Lavar 3x com 0,5 mL de tampiio baixo sal "

Eluir o RNAm com 0,2 mL do tamp#o de elui¢io 2 65°C em duas lavagens

i

FIGURA 1. Fluxograma da extra¢io e isolamento do RNAm. UFLA, Lavras,
MG, 2003.
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3.5 Identificacdio dos genes diferencialmente induzidos por tratamento com
cdlcio

Para identificagio dos genes induzidos pelo Ca®* no &pice das raizes e
nas raizes da cultivar Saracura, quando cultivada sob condi¢3es de hipoxia, foi
utilizado o processo de hibridagdo subtrativa ¢ PCR por supressdo (Diatchenko
et al., 1996).

A Figura 2 mostra os principais passos de um experimento de hibridagso
subtrativa seguida de PCR por supressio ¢ a Figura 3 detalha o esquema
utilizado para a obtengdo de uma biblioteca subtraida que deve conter os genes
diferencialmente induzidos pelos tratamentos impostos na germinag&o e hipoxia.
Para a obtengiio das bibliotecas, foi utilizado o PCR-Select™ cDNA Subtraction
Kit (Clontech Laboratories, Palo Alto, EUA) conforme instrug3es do fabricante.

3.6 Sintese dos cDNAs testes e controles

Para produgiio das bibliotecas de cDNAs que foram utilizadas nas
reagdes de subtragdio, foi utilizado o protocolo descrito no “kit PCR Select
cDNA Subtraction™, produzide péla Clontech Laboratories Inc. Esse protocolo
de subtragio requer que, para cada espécie de planta, sejam preparadas duas
bibliotecas de cDNA. Uma biblioteca denominada “teste” foi preparada a partir
da populagiio de RNAm obtida de raizes e dpices de raizes do milho Saracura
germinadas sob alagamento com cilcio e outra biblioteca, denominada
“controle”, foi preparada a partir da populagio de RNAm das raizes e dpices de
raizes do milho Saracura germinadas sob alagamento em auséncia de calcio. As
populagdes de RNAm foram preparadas sendo duas populag3es “teste” (raiz €
épice com cdlcio) e duas “controle” (raiz ¢ 4pice ausente de célcio). Para a
sintese da 1° fita de cDNA colocou-se em um microtubo 4 uL. de RNAm e 1 pL
do primer 10 uM para a sfntese de cDNA. Incubou-se a 70°C em termociclador
PTC 200 (MJ Research, Massachusetts, EUA) por 2 minutos e resfriou-se em
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CDNA

c¢DNA:ss fitas duplas sdo preparados a partir de duas
populagdes de mRNA (teste x controle) a serem
comparadas
32
Digestio com Rsal |
Os cDNAs teste e controle sao digeridos
separadamente para obten¢do de moléculas curtas e
final abrupto

Ligacao do adaptador
Criagdo de duas populagdes teste com diferentes
adaptadores. O cDNA controle ndo recebe
adaptadores

|(~

1* hibridacdo |
A cinética de hibridagdo leva a equalizagdo e
enriquecimento de seqiiéncias
expressas diferencialmente

|(—

|€-

2" hibridaciao
Moldes para amplificagio por PCR sdo gerados a
partir das seqiiéncias diferencialmente expressas
W
1 PCR !
Usando a técnica de PCR de supressao, somente
seqiiéncias diferencialmente expressas sdo
amplificados exponencialmente

2° PCR
O “background” é reduzido e seqiiéncias
diferencialmente expressas sdo
mais enriquecidas.

|(-

FIGURA 2. Fluxograma do protocolo de hibridagao subtrativa e PCR supressivo
para identificagdo de clones de genes diferencialmente expressos
(Clontech, 1997). UFLA, Lavras, MG, 2003.
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FIGURA 3. Detalhamento do esquema para obtengfio de uma biblioteca
subtraida contendo genes diferencialmente expressos (Clontech,

1997). UFLA, Lavras, MG, 2003.
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gelo por mais 2 minutos. Centrifugou-se rapidamente e adicionaram-se 2 pL do
tamp3o da 1° fita 5X, 1uL da mistura dNTP (10mM Fada), 1pL de 4gua estéril e
1 puL da enzima AMYV transcriptase reversa (20 U/ )

Homogeneizou-se gentilmente ¢ incubou- ﬁpor lhora e 30 minutos, a
42°C, em termociclador PTC 200. Logo apés, os microtubos foram colocados
em gelo para a finalizagéio da sintese da 1° fita de cDNA. Para a sintese da 2* fita
de cDNA adicionaram-se aos microtubos de reagéio da 1° fita dos cDNAs testes e
controles, 48,4 L. de &gua estéril, 16 L de tampiio|da 2* fita de cDNA, 1,6 pL
da mistura ANTP 10 mM e 4 pL do coquetel daenziljimdaza fita (20X).

Homogeneizou-se gentilmente e centrifugou-se rapidamente. Incubou-se
por 2 horas a 16°C no termociclador. Adicionaram-se 6 U de T4 DNA
polimerase e homogeneizou-se. Incubou-se por;30 minutos a 16°C no
termociclador. Adicionaram-se 4 pL da mistura Elj)TA/Glicogénio (20X) para
finalizar a sintese da 2° fita. Para limpeza dos cDNAs sintetizados, adicionaram-
se 100 pL de fenol:cloroférmio:élcool isoamilico (25:24:1), vortexou-se e
centrifugou-se por 10 minutos, a 16.000 g  . a4 temperatura ambiente.
Cuidadosamente, a camada aquosa (superior) foi removida e transferida para
outro microtubo esterilizado, descartando-se a \ interfase e fase inferior.
Adicionaram-se 100 pL de cloroférmio:ilcool isoamilico (24:1), vortexou-se e
centrifugou-se por 10 minutos, a 16.000 g,  temperatura ambiente. A camada
aquosa foi removida e transferida para um micmmbg. Descartou-se a interfase e
a fase inferior. Adicionaram-se 40 uL de acetato de aménio 4M e 300 uL de
etanol gelado 95% (v/v). Vortexou-se rapidamerﬂ‘te e centrifugou-se por 29
minutos, a 16.000 g, 4 temperatura ambiente. Removeu-se cuidadosamente o
sobrenadante ¢ o precipitado contendo o cDNA foi lavado em 500 pL de etanol
gelado 80% (v/v). Centrifugou-se por 5 minutos p 16.000 g. Removeu-se §

sobrenadante e secou-se o precipitado na centrifugawfg vécuo por 5 minutos.
i
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Ressuspendeu-se o precipitado em 50 pL de dgua estéril e armazenou-se
a -20°C. Para avaliagsio do rendimento e tamanho dos cDNAs sintetizados,
transferiram-se 6 L para um microtubo para posterior eletroforese em gel de

agarose, corado com brometo de etidio.

3.7 Digestio dos cDNAs com enzima de restri¢io Rsaq I

Em microtubos esterilizados, adicionaram-se 43,5 pL do cDNA fita
dupla, 5 pL do tamp#o de Rsa I 10X e 1,5 pL da enzima Rsa I (10U/pl).
Vortexou-se e centrifugou-se rapidamente. Incubou-se por 1hora e 30 minutos, a
37°C, em banho-maria. Separaram-se 5 pL da digestio para analisar sua
eficiéncia em gel de agarose 1%. A partir do gel, foi possivel avaliar também os
cDNAs niio digeridos. Apds visualizar e fotografar o gel, foi dada continuidade
ao processo de digestio. Adicionaram-se 2,5 pl. da mistura EDTA/glicogénio
para terminar a digestio. Para recuperagio dos cDNAs e limpeza de
contaminantes, adicionaram-se 50 pL de fenol:cloroférmio:dlcool iscamilico
(25:24:1) e vortexou-se rapidamente. Centrifugou-se por 4 minutos, a 16.000 g,
2 temperatura ambiente. Removeu-se cuidadosamente a camada aquosa superior
e transferiu-se para um novo microtubo esterilizado. Adicionaram-se mais 50 pL
de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1), vortexou-se e centrifugou-se por 4
minutos a 16.000 g. Removeu-se a camada aguosa superior cuidadosamente que
foi transferida para outro microtubo. Adicionaram-se 25 pL de acetato de
aménio 4 M e 187,5 pL de etanol gelado 95% (v/v). Vortexou-se rapidamente e
centrifugou-se por 20 minutos, a 16.000 g & temperatura ambiente. O
sobrenadante foi removido cuidadosamente e desprezado. Ressuspendeu-se o
precipitado em 200 pL de etanol gelado 80% (v/v) e centrifugou-se por 5
minutos a 16.000 g. Removeu-se o sobrenadante, descartando-o. Secou-se o
precipitado na centrifuga a vicuo por 5 minutos. Ressuspendeu-se o precipitado
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em 5,5 pL de agua estéril e armazenou-se a -20°C. A avaliagdo da eficiéncia da
digestfio com Rsa I foi feita por eletroforese em gel de agarose, comparando-se -
as amostras dos cDNAs sintetizados, antes e depois da digestéio.

3.8 Ligacdio dos adaptadores ao cDNA teste digerido com Rsa I

A populagiio “teste” foi subdividida em duas aliquotas: uma recebeu o
adaptador 1 ¢ a outra recebeu o adaptador 2R. Os cDNAs “controle” néio foram
ligados aos adaptaciores. Para a ligagdo, diluiu-se 1 pL do cDNA teste digerido
com Rsa I em 5 pl. de dgua estéril. Preparou-se uma mistura de ligagﬁo;
combinando-se 3 puL de agua estéril, 2 ul. de tampéo de ligagdo (5X) e 1 pL de
T4 DNA ligase (400 U/pL). Em quatro microtubos separadamente, adicionaram-
se 2 pl. do cDNA teste diluido (dpice 1, apice 2, raiz 3, raiz 4), 2 uL de
adaptador 1 (10 M) no épice 1 e na raiz 3 e 2puL de adaptador 2R (10 uM) no
dpice 2 e na raiz 4 e 6 pL da mistura em todos os microtubos, perfazendo um
volume de 10 pL. Centrifugou-se rapidamente e incubou-se a 16°C por uma
noite. A reagdo de ligagfio foi interrompida adicionando-se 1 pL da mistura
EDTA/glicogénio e as amostras foram aquecidas por 5 minutos, a 72°C, para
inativar a DNA ligase. ‘

3.9 Hibridagies

Foram feitas duas hibridag3es, sendo a primeira com objetivo de
normalizar e enriquecer as seqiiéncias expressas diferencialmente e a segunda
hibridagio com intuito de gerar moldes para amplificacsio de PCR a partir das
seqliéncias expressas diferencialmente. Em quatro'microtubos preparou-se a
reagio contendo 1,5 pL de cDNA controle digerido com Rsa I em todos os

microtubos; 1,5 uL. da populagdo teste ligada aoiadaptador 1 somente nos

microtubos referentes ao épice 1 e raiz 3; 1,5 uL dia" populacdio teste ligada ao
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adaptador 2R, somente nos microtubos referentes ao épice 2 e raiz4 e 1 pL do
tampiio de hibridagéio (4X) em todos os microtubos. Incubou-se por 90 segundos
a 98°C em termociclador PTC 200 e, apds esse tempo, incubou-se novamente
por 7 horas a 68°C. Na segunda hibridagdo, inicialmente, desnaturou-se a
populagéio controle (4pice e raiz do tratamento sem cdlcio), adicionando-se nos
microtubos 1uL de cDNA controle de 4pice, 1 uL de tampio de hibridagéo (4X)
e 2 pL de dgua estéril. O mesmo foi feito para cDNA controle raiz. Incubou-se
por 90 segundos a 98°C em termociclador. Pipetou-se o conteiido do primeiro
microtubo da primeira hibridagdio (4pice 1) e transferiu-se para o segundo
microtubo (dpice 2) da primeira hibridagfio. A esta mistura adicionou-se 1 uL do
cDNA controle de épice de raiz desnaturado. Depois, pipetou-se o conteiido do
terceiro microtubo da primeira hibridagfio (raiz 3) e transferiu-se para o quarto
microtubo da primeira hibridagdo (raiz 4). A esta mistura, adicionou-se 1 uL do
¢DNA controle de raiz desnaturado. Este passo foi feito rapidamente e os
microtubos da primeira hibridagdo permaneceram no termociclador PTC 200
durante todo tempo. Incubou-se a reagiio por uma noite, a 68°C. Para finalizar a
segunda hibridagio, adicionaram-se 200 uL do tampiio de diluigdo,
homogeneizou-se, aqueceu-se por 7 minutos a 68°C e os produtos obtidos foram

armazenados a -20°C.

3.10 Amplificacfio por PCR

Foram feitas duas amplificagdes por PCR sendo que na primeira,
utilizando-se de PCR por supressdio, tinha-se o intuito de obter somente as
seqliéncias diferencialmente expressas amplificadas exponencialmente. A
segunda amplificagéio foi realizada com o objetivo de reduzir os fragmentos
inespecificos e enriquecer ainda mais as seqiléncias diferencialmente expressas.
Na primeira amplificag@io por PCR, preparou-se uma mistura contendo 54,25 pL
de 4gua estéril, 8,75 pL de tampéo de reagdio de PCR (10X), 1,75 pL da mistura
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dNTP (10 mM), 3,5 uL de oligonucleotideo iniciador 1 (10 mM) e 1,75 pL da
mistura cDNA polimerase Advantage (50X) fornecida pelo PCR-Select™ cDNA
Subtraction Kit (Clontech Laboratories, Palo Alto, EUA). Transferiram-se 24 puL,
da mistura para cada microtubo e adicionou-se 1 pL. do cDNA de dpice de raiz
proveniente da segunda hibridagio e, em outro microtubo, adicionou-se 1 pL do
¢DNA de raiz proveniente da segunda hibridagio e, em um 3° microtubo,
preparou-se uma reagdo de PCR controle, de cDNA subtraido, proveniente do
kit. Inicialmente, incubaram-se as reagdes em termociclador PTC 200 por:
5 minutos a 75°C, para estender o adaptador. Imediatamente iniciaram-se os.
ciclos de amplificagdo, sendo 94°C por 25 segundos seguido de 27 ciclos de
94°C por 10 segundos, 66°C por 30 segundos e 72°C por 90 segundos. Antes de.
iniciar a segunda amplificagiio com “oligonucleotideo iniciador nested” avaliou-
se a eficiéncia da primeira reagdo de PCR em gel de agarose 2%, corado com;
brometo de etidio (1 pg/mL), visualizado sob luz ultravioleta e digitalizado em
um sistema processador de imagens (Eagle Eye-Stratagene, CA, EUA).

Para realizar o segundo PCR, diluiram-se 3 pL de cada reacdo do:
primeiro PCR em 27 pL de 4gua estéril. Armazenou-se o restante a -20°C.
Preparou-se a mistura do segundo PCR, contendo 64,75 pL de dgua estéril,
8,75 uL de tampdio de reagio de PCR (10X), 3,5 pL de oligonucleotideo
iniciador 1 “nested” (10 uM), 3,5 ul oligonucleotideo iniciador 2R “nested”
(10 uM), 1,75 pL de mistura dNTP (10 pM), 1,75 da‘mismra cDNA polimerase
Advantage (50X). Transferiram-se 24 pL da mistura para cada microtubo de
PCR e adicionou-se 1 pL do produto da primeira amﬂiﬁcagﬁo diluido, referente
ao ¢cDNA de cada amostra. Foram realizados 18 ciclos de 94°C por 10 segundos,
66°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos. Apési‘os 18 ciclos, incubou-se a
72°C por 7 minutos. Para avaliagdo e v1sual|zaqﬁo dos produtos gerados,'
aplicaram-se 8 pl. de cada reagdo em gel de agarose 2%, corou-se com brometo
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de etidio (1 pg/mL), visualizou-se sob luz ultravioleta e digitalizou-se em um
sistema processador de imagens (Eagle Eye-Stratagene). O restante da segunda
reagdo de PCR foi armazenado a -20°C.

3.11 Preparo das células competehtes de E. coli (DHSa)

Para clonagem dos produtos da segunda amplificagio por PCR,
prepararam-se células competentes utilizando-se cloreto de cdlcio, segundo
metodologia de Sambrook et al. (1989) modificado. Inoculou-se uma colénia de
E. coli (DH5¢) isolada em 3 mL de meio Ciscle Grow (Bio 101, Carlsbad, CA)
e incubou-se, por uma noite, a 37°C sob agitagéio a 200 rpm. Transferiram-se
2mL para 100 mL do meio Circle Grow e incubou-se a 37°C sob agitacfio até
densidade otica de 600 nm (O.D.go = 0,5). O crescimento bacteriano foi
interrompido, resfriando-se o Erlenmeyer em banho de gelo. Centrifugou-se a
solugfio bacteriana por 5 minutos, a 1000 g, a 4°C e descartou-se o sobrenadante.
As células foram ressuspensas em 20 mL de solugdio gelada de MgCl; 0,1 M,
centrifugadas por S minutos, a 1000 g, a 4°C, descartando-se o sobrenadante.
Adicionaram-se 50 mL de solug#io gelada de CaCl, 0,1 M as células, que foram
incubadas em gelo por 20 minutos, centrifugadas e ressuspensas em 10 mL de
soluggio gelada de CaCl; 0,1 M. Adicionou-se 1,5 mL de glicerol estéril (15%),
homogeneizou-se gentilmente e prepararam-se aliquotas em microtubos que
foram éongelados em nitrogénio liquido e armazenados a -80°C.

Clonagem dos produtos da segunda amplificagéo de PCR

Os produtos da segunda amplificagio por PCR, obtidos das reagGes de
subtra¢@o direta, foram clonados no vetor PCRR 2.1 TOPO, utilizando-se o “Kit
TOPO TA Cloning for Sequencing” (Invitrogen, Carlsbad, CA). Primeiramente,
preparou-se a reagdo de ligagdo, que consistiu de 2 pL de dgua estéril, 1 uL de
solugdio salina (NaCl 1,2 M, MgCl, 0,06 M), 3 uL. do produto do segundo PCR,
1 uL do vetor Topo TA. Incubou-se por 30 minutos & temperatura ambiente e,
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apds este tempo, as amostras foram colocadas no gelo. Para a transformagéio
quirhica, células competentes da cepa de E. coli DHSQL (preparadas segundo item
3.11) foram descongeladas em gelo por 15 minutos, transferindo-se 2 pL da
ligagdo para o tubo contendo estas células competentes sem homogeneizar e
armazenou-se o restante da ligag#o a -20°C. Incubou-se por 30 minutos no gelo.
Apbs este tempo, os tubos foram colocados por 30 segundos a 42°C em banho-
maria ¢ imediatamente passados para o gelo por 2 minutos Adicionaram-se
250 pL de meio SOC (2% triptona, 0,5% de extrato de levedura, 10 mM de
NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM MgCI2, 10 mM MgSO4, 20 mM de glicose)
proveniente do “Kit TOPO TA Cloning for Sequencing” (Invitrogen). Agitou-se
em incubadora-agitadora por 1 hora, a 200 rpm, a 37°C. Plaquearam-se 250 pL.
de cada ligacdo em placas de Petri contendo meio Circle Grow sélido, com
200 pg/ml de ampicilina, 4pL de IPTG (200 mg/mL) e 40 pL de X-GAL
(20 mg/mL). Incubou-se as placas por uma noite a 37°C. O vetor PCR® 2.1
TOPO utilizado incorpora a tecnologia LacZo e permite a selecéio branco/azul
dos clones. As colénias azuis sdo descartadas por néio terem sido transformadas.

3.12 Preparacéio dos plasmideos para digestio e ligagfio dos insertos

As colOnias brancas isoladas foram inoculadas em microplacas de 96
pogos para prepara¢io do plasmideo. Para tal, adicionou-se 1 mL de meio Circle
Grow (Bio 101, Carlsbad, CA) contendo ampicilina (200 pg/mL) em cada pogo
das microplacas e cada col6nia branca foi inoculada individualmente, com
auxilio de palitos de madeira esterilizados. Cada placa foi selada com adesivo e,
logo apds, o mesmo foi furado com auxilio de uma agulha aquecida em chama,
para que houvesse aeracdio em cada pogo. Agitou-se em incubadora-agitadora
por 23 horas, a 220 rpm, a 37°C. Preparou-se cultura permanente em placas
estéreis, contendo 100 pL do plasmideo, 100 pL de glicerol 20% estéril e
estocou-se em freezer a -80°C. Para a extragiio dos;plasmideos, foi utilizado o
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método de lise alcalina descrito por Sambrook et al. (1989) modificado. As
placas contendo a cultura de bactérias foram centrifugadas por 6 minutos, a
2250g, para sedimentagio das células. Removeu-se o adesivo, descartou-se o
sobrenadante e inverteram-se as placas sobre papel absorvente por 2 minutos.
Adicionaram-se 200 pL de solug@io GET (1% de glicose; 0,01M EDTA; 0,026M
tris-HCl, pH 7,4) em cada pogo e ressuspenderam-se as células em vortex.
Centrifugou-se por 10 minutos, a 2.250 g, para sedimentagio das células.
Retirou-se o adesivo, descartou-se o sobrenadante e inverteram-se as placas
sobre papel absorvente por 2 minutos Preparou-se uma solugd@o contendo 20 mIL
de GET e 600 pL de RNase [300 pg/mL). Adicionaram-se 80 pL desta soluc¢io
GET/RNase em cada pogo, selou-se com adesivo e agitou-se em vortex por 2
minutos para ressuspender as células. Transferiram-se 60 uL da suspenséo de
células para uma nova microplaca de 250 pL de polipropileno (tipo placa Elisa).
Adicionaram-se 80 puL de solugio I (NaOH 0,2 N, SDS 1% a cada pogo).
Selou-se ¢ homogeneizou-se, invertendo-se cada placa 30 vezes. Incubou-se por
10 minutos & temperatura ambiente, centrifugou-se rapidamente para remover
toda a solugdo do adesivo. Adicionaram-se 80 puL de acetato de potissio 3M a
cada pogo. Selaram-se as placas e homogeneizou-se 30 vezes por inversdo.
Incubou-se por 10 minutos & temperatura ambiente e centrifugou-se
rapidamente. Removeu-se o adesivo e incubaram-se as placas abertas, em estufa
a 90°C, por 30 minutos. As placas foram seladas novamente e colocadas em gelo
picado por 10 minutos Centrifugou-se por 9 minutos a 2.250 g. Transferiu-se
todo o volume do sobrenadante para uma placa Millipore (MAGV N22) fixada
sobre uma microplaca de fundo “U” de 250 uL de polipropileno e centrifugou-se
a placa aberta, por 4 minutos, a 2.250 g. Adicionaram-se 100 pL de isopropanol
ao filtrado que ficou na microplaca, selou-se bem a placa com adesivo e
centrifugou-se por 45 minutos, a 2.250 g. Descartou-se o sobrenadante e
adicionaram-se 100 pL de etanol 70% (v/v) gelado. Centrifugou-se por
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10 minutos, a 2.250 g. Removeu-se o sobrenadante e centrifugaram-se
rapidamente as placas invertidas sobre papel absorvente. A seguir, as placas
foram deixadas a temperatura ambiente por 20 minutos para secagem, cobertas
com papel absorvente. Ressuspendeu-se o DNA plasmidial em 30 pL de dgua
MilliQ. As placas foram seladas com adesivo e armazenadas em freezer a
-20°C.

3.13 Digestiio dos clones

Fez-se a digestio dos clones com a enzima de restrigio Eco RI (BRL),
preparando-se uma mistura contendo dgua MilliQ, tampdo da enzima 10X,
enzima Eco RI (10 U/uL) e 3,0 uL de cada DNA plasmidial, incubando-se por
2 horas a 37°C em banho-maria. Para verificar a presen¢a e o tamanho dos
insertos e a eficiéncia da digestdo, as amostras foram corridas em um gel de
agarose 1%. O gel foi corado com brometo de etidio (1pg/mL), visualizado sob
luz ultravioleta e digitalizado em um sistema processador de imagens (Eagle
Eye-Stratagene).

3.14 Reaciio de segiienciamento dos clones

As seqiiéncias de DNA foram determinadas pelo método de terminag#io
de cadeia por dideoxinucleotideos (Sanger et al., 1977) adicionando-se a cada
pogo da placa de seqiienciamento 4,0 pL do “kit DYErpamic ET Dye
Terminator” (Amershan Pharmacia), 3,2 pM de:oligonucleotideo iniciador
pUC/M13 “Forward”- 5° CGC CAG GGT TTT CCC AGT CAC GAC 3’
(Invitrogen) e 4,0 uL (~ 400 ng) de cada plasmideﬁ. A reagdo foi colocada no
termociclador PTC 200, programado para 30 ciclos a 96°C por 20 segundos,
50°C por 15 segundos e 60°C por 4 minutos Para 2 precipitacio da reagfio de
seqlienciamento, adicionou-se 1,0 uL de acetato defiamﬁnio 7,5 M e 30 pL de
etanol 95% (v/v), incubou-se por 20 minutos no bscuro e centrifugou-se por
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45 minutos, & 2.250 g. Descartou-se o sobrenadante e adicionaram-se 100 pL de
etanol 70% (v/v), centrifugando-se por 5 minutos, a 2.250 g. O sobrenadante foi
descartado e a placa rapidamente centrifugada, invertida sobre papel absorvente
e deixada descoberta por 20 minutos no escuro para secar. Ressuspendeu-se a
reagdio 10 pL de “Loading Buffer” (kit DYEnamic ET Dye Terminator-
Amershan Pharmacia, Piscataway, EUA), vortexou-se por 2 minutos,
centrifugou-se rapidamente e injetou-se no seqiienciador Mega Bace 1000
(Amersham Biosciences, Piscataway, EUA). Apés este procedimento, preparou-
se uma nova reag#io utilizando-se os mesmos clones ¢ o oligonucleotideo
iniciador pUC/M13 “Reverse” — 5° TCA CAC AGG AAA CAGCTATGAC

3(Invitrogen)

3.15 Andlise dos clones

Apés a remogdo das seqiiéncias correspondentes ao vetor, as seqiiéncias
“forward” e “reverse” de cada clone foram alinhadas, utilizando-se o programa
CAP (http://bio.ifom-firc.itt ASSEMBLY/assemble.html), obtendo-se uma
seqfiéncia consenso para cada clone. Comparou-se entfio com as seqiiéncias
depositadas no banco de dados “Genbank” (http:/www.ncbinlm.nih.gov/)
utilizando-se o programa Blast N. Os clones selecionados da biblioteca de raiz
das plantulas de milho submetidas a hipoxia foram também analisados nos

programas Expasy (www.expasy.org), Prosite ://bo.expasy.org/prosite/) e
Pfam (http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/search.shtml).

3.16 Anilise de Southern Blot
Obtengdo do tecido vegetal

Sementes do milho Saracura foram plantadas em canteiro e, apés 10 dias
de desenvolvimento, as folhas foram coletadas, acondicionadas em saco plastico
e transportadas sob gelo até o laboratério para imediata extragio de DNA.
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Extragdo do DNA gendémico

Aproximadamente 3 g de folha fresca foram maceradas em nitrogénio
liquido, sendo o DNA extraido pelo método do CTAB, segundo metodologia
desenvolvida por Saghai-Maroof et al. (1984) com a‘l‘gumas modificagdes. Ap6§
a maceragdo do tecido vegetal, acrescentaram-se 20 mL de tampéo CTAB 2X
contendo tris-HCI 200 mM, pH 8,0 contendo NaCl ;l 4 M, EDTA 20 mM, pH
8,0, CTAB 2% (p/v) e 2-mercaptoetanol 2% (v/v), enj tubos de polipropileno. A
seguir, a reagdio foi incubada por 1 hora e 30 mimitos a 65°C, com cuidadosa
agitacio por inversdo a cada 15 minutos. Apés éste periodo, resfriou-se o
homogenato & temperatura ambiente por 5 minutos e acrescentaram-se 5 mL de
cloroférmio:octanol 24:1. Homogeneizou-se durante 10 minutos por inversdo e
centrifugou-se por 10 minutos a 3000 g. Transferiuv-se o sobrenadante par;
novos tubos de polipropileno, acrescentaram-se novamente 5 mL de
cloroférmio:octanol 24:1, homogeneizou-se e centrifugou—se para a coleta d6
sobrenadante. Este foi transferido para tubos de vndro e acrescentou-se 0,6
volume de isopropanol gelado. Homogeneizou-se gentllmente atéa prec:pltat;éo
do DNA e, com auxilio de um anzol de vidro, transferiu-se todo 0 DNA para um
tubo contendo etanol 70% (v/v), que foi incubado por 1 hora em temperatura
ambiente. Ap6és este perfodo, o DNA foi seco em papel absorvente e transfendo
para microtubos contendo 700 uL de tampéio TE pH 8,0 (tris-HCI 10 mM;
EDTA 1 mM) e 3 pL de RNAse (40 pg/mL). O DNA ressuspendido foi
armazenado a 4°C,
Quantificagdo do DNA _

Quantificou-se a amostra de DNA por eletroforese em gel de agarose
1%. Para tal, aplicou-se 1 pL da amostra diluida 1:5 e 1:10, comparou-se com
DNA de concentragdo conhecida, corou-se o gel com brometo de etidio
(1pg/mL), visualizou-se sob luz ultravioleta e digitalizou-se em um sistema
processador de imagens (Eagle Eye-Stratagene).
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Digestdo do DNA com enzimas de restrigdo
Aproximadamente 40 pg de DNA foram digeridos com as enzimas de

restricio EcoRI (10 U/uL) e BamHI (10 U/pL), pdr uma noite, a 37°C. Os
fragmentos de DNA foram separados por eletroforese em gel de agarose 0,8%, a
45 V, por uma noite. Corou-se o gel com brometo de etidio (1pg/mL),
visualizou-se e fotografou-se em “Eagle Eye”. ‘
Transferéncia do DNA para membrana de ndilon

Os fragmentos de DNA digeridos foram aplicados em seis canaletas
diferentes (~ 40 pg por canaleta) para que fossem testadas seis sondas diferentes,
provenientes dos clones oriundos da biblioteca de subtragdio. Os fragmentos
separados por eletroforese em gel de agarose foram transferidos para membrana
de nailon (Hybond-N+ - Amersham Biosciences) por cerca de 20 horas, de
acordo com metodologia de Southern (1975). O DNA foi transferido do gel para
a membrana por meio de fluxo capilar, na presenca do tamp3o de transferéncia
(solugdo de hidréxido de sédio 0,4 M). Sobre uma bandeja de vidro tipo “pirex”
foi apoiada uma placa de vidro e, sobre esta placa, apoiou-se uma folha de papel
de filtro 3MM, da largura do gel, de modo que suas extremidades ficassem
submersas no tampdo de transferéncia. Colocou-se o gel sobre esta “ponte” de
papel montada sobre o vidro e, logo apds, colocou-se a membrana de néilon
cortada no tamanho do gel. Por cima da membrana, colocou-se um papel de
filtro 3MM com as mesmas dimensdes da membrana e do gel. As bolhas de ar
foram retiradas com auxilio de uma pipeta de vidro. Sobre este conjunto
colocou-se uma pilha de papel absorvente, uma placa de vidro e um peso para
auxiliar na transferéncia. Apés o periodo de transferéncia, a membrana foi
cortada em seis pedagos que foram transferidos para estufa a 55°C em papel de
filtro 3MM, para secar por 5 minutos.
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Preparagdo das sondas de DNA

Para a obten¢dio das sondas, preparou-se¢ a reagio de PCR para
amplificacéo dos insertos e posterior marcag@o dd sonda. Foram testada seis
sondas e, para a reag#io, preparou-se uma mistura contendo agua estéril, tampéo
de reagiio de PCR 10 X, oligonucleotideo iniciador pUC/M 13 “forward” 10
1M, oligonucleotideo iniciador pUC/ M13 “reverse” 10 uM, mistura de dNTPs
e Tag DNA polimerase. Distribuiu-se a mistura em cada microtubo e
acrescentaram-se 2 uL do DNA plasmidial diluido 30X. As reagdes foram
efetuadas em termociclador PTC 200 utilizando-se do ciclo de desnaturagdo
inicial a 94°C por 2 minutos e seguiram-se 25 ciclos de 94°C por 30 segundos,
55°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto. Apds este ciclo, 72°C por 10 minutos.
Preparou-se uma eletroforese em gel de agarose 1%, corou-se com brometo de
etidio, visualizou-se e fotografou-se em “Eagle Eye”. As bandas foram isoladas
do gel e purificadas utilizando-se o “QIAquick Gel extraction Kit” (QIAGEN).
As bandas foram pesadas e foram adicionados 3 vezes o volume do gel, de
tampio “QG” fornecido pelo kit e incubou-se a 65°C até que a agarose estivesse
totalmente dissolvida. Adicionaram-se 300 pL de isopropanol e transferiu-se a
amostra para uma coluna “QIAquick”, centrifugando-se por 1 minuto, a
10.000g. Repetiu-se este procedimento descartando-se, em seguida, o filtrado.
Adicionaram-se 750 pL de tampio PE, fornecido pelo kit, na coluna, incubou-se
por 5 minutos e centrifugou-se por 1 minuto na mesma rotag@o da etapa anterior.
Descartou-se o filtrado e centrifugou-se a coluna por mais 1 minuto. Transferiu-
se a coluna para um novo microtubo e adicionaram-se 15 pL de dgua miliQ,
centrifugou-se por 1 minuto a 10.000 g e acrescentou-se mais 15 pL de dgua
miliQ, centrifugando-se em seguida por 1 minuto, armazenando-se o filtrado a
-20 °C. Apés purificagdo, as amostras foram quantiﬁcadas, comparando-se com
DNA de concentragéio conhecida, por eletroforese em gel de agarose 1,0%,
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corado com brometo de etidio visualizado sob luz ultravioleta e digitalizado em
um sistema processador de imagens (Eagle Eye-Stratagene).
Marcagdo das sondas

Os DNAs sondas foram marcados diretamente com fosfatase alcalina
utilizando-se o kit AlkPhos Direct (Amersham Biosciences). O DNA foi diluido
para uma concentracio de 10 ng/mL, desnaturado por 5 minutos a 95°C e
imediatamente colocado no gelo por 5 minutos. Centrifugou-se rapidamente e
adicionou-se 10 uL do tamp#o de reagdo (fornecido pelo kit). Adicionaram-se 2
uL do reagente de marcagio e homogeneizou-se gentilmente. Adicionaram-se
10 pL da solugdo “cross-linker” (fornecido pelo kit), homogeneizou-se ¢
centrifugou-se rapidamente. A reagéio foi incubada por 30 minutos a 37°C em
banho-maria. Apds este tempo, colocou-se a sonda no gelo por 30 minutos.
Hibridagdo

As membranas foram incubadas a 55°C com 10 mL de tampdo de
hibridagdo “AlkPhos Direct” (Amersham Biosciences) pré-aquecido a 55°C. As
membranas foram pré-hibridadas em forno de hibridag#o a 55°C por 3horas € 30
minutos. Em seguida, 100 ng de sonda foram adicionados ao tampdo de
hibridacio e as membranas permaneceram a 55°C por uma noite.
Lavagem das membranas ap6s hibridacdo

Preparou-se o primeiro tamp#o de lavagem contendo uréia 2M, SDS
0,1% (p/v), tampio fosfato de sédio 50 mM, pH 7,0, cloreto de sédio 150 mM,
cloreto de magnésio 1 mM e reagente de bloqueio (fornecido pelo “kit AlkPhos
Direct”- Amersham Biosciences) 0,2% (p/v). A solug#o foi pré-aquecida a 55°C
e transferidas para as membranas, lavando-as por 10 minutos no forno de
hibridagfio a 55°C. Repetiu-se a lavagem com este tamp#io. As membranas foram
transferidas para o segundo tampéo de lavagem contendo tris-base 1 M, cloreto
de sédio 2 M e cloreto de magnésio M. As membranas foram lavadas por 5
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minutos & temperatura ambiente sob agitag#o, repetindo-se este passo mais uma
vez.
Detecgdo do sinal

Retirou-se o excesso do segundo tampéo de lavagem e as membranas
foram colocadas sob o “folder”, nfio se permitindo a secagem completa das
mesmas. Pipetou-se o reagente de detecgdio (30 uL/cm? -fornecido pelo kit)
sobre as membranas, colocou-se o outro “folder” por cima e espalhou-se bem
com papel absorvente retirando todo o excesso do reagente. Selaram-se as
bordas com filme plastico, transferindo-o para o cassete “Kodack-Exposuré
Holder”. Em ambiente escuro, colocou-se um filme de raio X (Hyperfilm ECL)
sobre as membranas com os DNAs voltados para cima em contato com o filme.
Fechou-se o cassete, colocou-se em saco plastico escuro permanecendo-se
exposto por 3 horas em temperatura ambiente. Apés este periodo, removeu-se o
filme de raio X e procedeu-se & revelagéo também no escuro, utilizando-se
solugéio reveladora (GBX-Developer, Kodak-Sigma, St. Louis, EUA) por
2 minutos, dgua por 3 minutos e solucfio fixadora (GBX-Fixer, Kodak-Sigma,
St. Louis, EUA) por 2 minutos Secou-se¢ o filme para posterior andlise. -
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Influéncia do cdlcio na germinagfio e na sobrevivéncia das plintulas
submetidas a hipoxia

Pela andlise visual, observou-se que as plantulas submetidas a quatro
dias de germinagéo, sob influéncia da solugéio de cloreto de célcio 0,75% (p/v),
apresentaram redugio acentuada no crescimento em relagiio as pléntulas
germinadas sem esta solug#io. Ao estudar a influéncia do célcio na germinaggo,
Fﬁes (2003) verificou, para o milho Saracura, uma redugfo dréstica no ganho de
massa seca das plintulas. Diferengas no crescimento da parte aérea foram
pronunciadas a partir do terceiro dia de germinag#o, enquanto que diferengas
significativas no crescimento das raizes passaram a ocorrer a partir do segundo
dia. Esses resultados foram primeiramente verificados por Purcino (2001), que
observou uma redu¢sio no comprimento de raiz e coledptilo, além da redugéio na
massa seca quando as plantulas foram germinadas em meio contendo solugdo de
cloreto de cdlcio. Isto ocorre porque a substituigio da dgua pelo cloreto de cdlcio
na germinacéo leva a uma preservagio das reservas na cariopse, comprometendo
o crescimento das plantulas (Purcino, 2001).

No pmseﬁte trabalho, as pléntulas sobreviveram apés 48 horas de
estresse hipdxico, tanto em solug#io de cloreto de célcio como na auséncia deste,
apresentando, na presenga de célcio, crescimento reduzido com relagdio as
plantulas alagadas sem influéncia do cdlcio exégeno. Além disso, em ambos os
tratamentos, as plantulas niio apresentaram sinal de injiiria neste periodo. Em seu
trabalho, Fries (2003) observou que, na auséncia de célcio na germinag#io ¢ no
tampio de alagamento, a sobrevivéncia a estresse hipéxico diminuiu
significativamente com o aumento da idade. Noventa e trés por cento das
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plintulas de dois dias de germinagcdo conseguiram sobreviver a 3 dias de

hipoxia, enquanto que apenas 53% das plintulas de 4 dias sobreviveram.
Quando o célcio esteve presente tanto no papel de gérminagdo quanto no tamp#o
de alagamento, ndo houve diferenga na sobrevivéncia entre plantulas de 2 ou 4

dias de germinagdo.
4.2 Eficiéncia da subtraciio

Os produtos da primeira e segunda ampliﬁcaéio da hibridag#o subtrativa
foram visualizados em gel de agarose 2% (Figura 4),3 éligados no vetor TOPO TA
2.1 e clonados em E. coli DH5a1. Obtiveram-se 96 col6nias brancas das amostras
provenientes da raiz e 44 col6nias brancas das amostras do 4pice. Essas colonias
foram inoculadas em meio de cultura e foi feita a eimagio dos plasmideos. Os
plasmideos obtidos foram digeridos com EcoRI (Flgura 5) e 38 clones da
biblioteca de raiz e 36 clones da biblioteca de édpice do milho Saracura
apresentaram insertos. No entanto, oito clones com in‘tserto da biblioteca do apice
de raiz foram selecionados para o seqilenciamento por apresentarem tamanhos
diferentes. Os clones com inserto foram seqiienciadds e as melhores seqiiéncias
obtidas, 26 da raiz (Tabela 1) e 7 do apice (Tabela 2), foram alinhadas e, a partir
das seqiléncias consenso obtidas, comparadas com seqiiéncias depositadas no
GenBank. Dos 26 clones da raiz, 11 eram vetores ;3 2 seqiiéncias, F12 e C02,
apresentaram 100% de identidade com a seqiiéncia de milho (Zea mays L.)
identificados no projeto de mapeamento de milho, como PC0097531 (acesso nf
AY104613.1, e-value 0.001 ¢ score 50). No entantq; o melhor alinhamento dos
referidos clones foi com a seqiiéncia da proteini ribossomal mitocondrial
humana (acesso n° BC034460.1, e-value 3e-66 e1 ;score 258) com 100% dé
identidade.
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FIGURA 4. Eletroforese em gel de agarose 2% dos produtos da primeira e
segunda amplificagdo da hibridagdo subtrativa de cDNAs de épice
de raiz e raiz de plantulas de milho submetidas & hipoxia. UFLA,
Lavras, MG, 2003.

A comparagdao das seqiiéncias dos clones referentes ao material
proveniente da hibridagdo subtrativa, desenvolvida a partir da raiz com as
seqiiéncias depositadas no Genbank, revelou que os clones A03 e HI2 possuem
98% de identidade com o gene de mioglobina humana (acesso n° BC014547.1
no GenBank; e-value 2e-39 e score 168). Esta seqiiéncia foi analisada no
programa Expasy para a obtengdo da seqiiéncia da proteina e, posteriormente,
analisada também no programa Pfam e n3o foi encontrada identidade com

nenhuma seqiiéncia depositada neste banco.
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FIGURA 5. Perfil dos clones digeridos com EcoRI mostrando os insertos. As
setas indicam alguns dos clones selecionados para seqiienciamento
de épice de raiz e de raiz submetidos a hipoxia. UFLA, Lavras,
MG, 2003
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TABELA 1: Resultados encontrados no banco de dados (GenBank) referentes &
biblioteca de raiz do milho Saracura, submetida a hipoxia. UFLA,

Lavras, MG, 2003.

Clone  Descricdo no banco de dados (GenBank)  e-value Identidade Score
A02  Vetor e-143 99% 515
A03  Homo sapiens mioglobina le-35 97% 157
All  Zea mays PCO096382 RNAm 2e-39 90% 168
Al2  Vetor e-144  97% 519
B02  Vetor e-156 100% 557
B04  Vetor e-173  100% 613
B05  H. sapiens protefna-ligante FK506 3e-81 91% 309
B10  Vetor e-137 98% 496
Bll  Vetor e-110  95% 404
Bl12  Vetor e-139  98% 502
C02  H. sapiens prot. mitocondrial ribossomal 5e-71 100% 274
Cll1  Vetor e-138  99% 500
C12  H. sapiens basigina 2-57  99% 228
D11  H sapiens paracaspase 0,0 99% 884
D12  Z mays PCO078539 RNAm e173 95% 617
E04  H. sapiens dinefna e-120 99% 438
E09  Vetor e-166 99% 591
E10  H. sapiens basigina le-62 98% 246
El12 Z maysPCO078539 RNAm 0,0 97% 728
FO1  H sapiens basigina 3e69 100% 268
F11  Vetor e-156  98% 559
F12  H. sapiens prot. mitocondrial ribossomal 3e-66 100% 258
GO01  Vetor e-170  100% 603
Gl1  H. sapiens paracaspase 0,0 98% 848
HO02  Z mays parviglumis seqiiéncia DNA le-21 100% 109
H12  H. sapiens mioglobina 2e-39  98% 168
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Tabela 2: Resultados encontrados no banco de dados (GenBank) referentes a
biblioteca de 4pice de raiz do milho Saracura, submetido a hipoxia.
UFLA, Lavras, MG, 2003.

Clone Descri¢iio no banco de dados (GenBank) e-value ldentidade Score

AQ02  Ixodes ricinus glutationa S-transferase 3e-05 100% 56
B02  Zeamays 25s TRNA gene led46 97% 192
B04  Z mays gliceraldeido-3-P desidrogenase 0,0 99% 1013
C02  Dianthus caryophyllus provével proteina 2¢-06  100% 60
MN3 ¥

D06  Oryzasativa cultivar japonica DNA eldd 9% 517
EO1  Z mays25s rRNA gene 3e-59 100% - 234
G03  Z. mays 25s IRNA gene 7e-51 100% 206 .

Apesar da mioglobina ser uma proteina descrita na espécie animal, sua
funggo pode estar relacionada & resposta da planta ao estresse, uma vez que
possui alta afinidade pelo oxigénio em condigdes de pequenas pressdes parciais,
permitindo que ela se ligue e estogue o oxigénio de forma eficaz. Ela estoca o
oxigénio e o libera para mitocondria. Outro ponto € que pode-se tratar de uma
hemoglobina, uma vez que a cadeia polipeptidica da mioglobina tem regiGes
muito similares is cadeias da hemoglobina, indicando que esses polipeptideos,
mioglobina e cadeia alfa e beta da hemoglobina séo evolutivamente préximos
(Lehninger, 1993). A funcéio exercida pela hemoglobina, proteina ja descrita em
plantas (Dordas et al., 2003), é transportar o oxigénio com grande eficiéncia.

O clone All apresentou 90% de identidade com a seqiiéncia de RNAm
de milho PCO096382 (acesso n® AY106053.1, e-value 2¢-39 e score 168). Esta.
seqiiéncia foi obtida no projeto de mapeamento do mitho (Maize Mappingi
Project, University of Missouri, Columbia, MO 65211, EUA), mas ainda néio foi.
atribuida fungio & proteina. O programa Prosite revelou que a seqiiéncia do
clone All apresenta sitio de fosforilagio da proteina quinase ¢ (PKC). As
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proteinas quinases ¢ constituem uma familia heterogénea de quinases de
fosfolipidios que podem ser divididas em trés grandes grupos, baseadas no
mecanismo de ativagio e na estrutura (Jaken, 1996). As PKCs convencionais
requerem a presenca de fosfatidil serina, diacilglicerol e célcio. Quando ativadas
pelo diacilglicerol ou pelo aumento na concentragiio de Ca**, adicionam grupos
fosfato as proteinas-alvo em residuos de serina e treonina (Nishizuka, 1995). As
PKCs dependentes de célcio sdo as tnicas familias de quinases que possuem
dominio regulatério, com quatro extremidades de ligagdo para o céicio, como o
C-terminal de calmodulina. Elas, provavelmente, so importantes sensores
primérios dos sinais de célcio e foram identificadas inicialmente em plantas e
protozodrios (Zhao et al., 1993).

O clone B0S apresentou 91% de identidade com a proteina ligante-
FK506 humana (acesso n° NM-012181.2, e-value 3e-81 e score 309). As
proteinas ligantes-FK506 (FKPB), codificadas pelo gene UCU2 (Pérez-Pérez et
al., 2004), séo peptidil-prolil-cis/trans isomerases e estio envolvidas em diversos
sistemas biolégicos que afetam a fungio e a estrutura de proteinas-alvo.
Membros da familia FK506 mostraram regular o crescimento e participar da
transdugdio de sinal em mamiferos e plantas. Essa familia de genes compartilha
algumas de suas fungdes bésicas, tanto em plantas quanto em animais, enquanto
que outras funcgdes sdo Unicas em cada espécie (Breiman e Camus, 2002).

Pérez-Pérez et al. (2004), descreveram quatro alelos recessivos do gene
UCU2 e identificaram que esse gene é requerido para o crescimento e
desenvolvimento e participa da sinalizagdo de auxina e brassinoesterdide. Este
horménio esteréide faz parte do grupo de sinais enddgenos requeridos pela
planta para seu crescimento, organogénese e controle de processos, tais como:
expansio celular, diferenciagio vascular, estiolamento, desenvolvimento
reprodutivo, resposta ao estresse e atuam juntamente com a auxina no
elongamento celular e produgéo de etileno (Sasse, 1990). Essas atividades estdo
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associadas com a ATPase (auxina indiretamente estimula a bomba de préton),
com a sintese do dcido l-aminociclopropano-1-carboxilico (Taiz e Zeiger,
1998), com a alteragio na orientagdio dos microtibulos (Mayumi e Shibaoka,
1995) e com modificagSes da parede celular ( Zurek et al., 1994).

Estas modificagles da parede foram relatadas no milho Saracura por
Purcino (2001) que observou uma menor extensibilidade celular devido a
alteragGes na plasticidade da parede celular provocada pelo célcio. Isso levou a
uma redugio no crescimento das plintulas germinadas, apesar de ndo haver
diferengas no indice mitético entre plantulas germinadas com ou sem célcio. A
auxina deve se ligar a uma proteina receptora especifica para elicitar a resposta
celular. O esterdides, em animal, por exemplo, ligam-se a proteinas receptoras
citoplasmiticas e este complexo receptor-esterdide migra para o nicleo, onde
exerce efeito na expressiio génica por se ligar em seqiiéncias especificas do
DNA (Taiz e Zeiger, 1998). Os esterdides sinalizadores em plantas levam a
alteragbes na transcri¢io. Alternativamente, a resposta fisiolégica é mediada
provavelmente por mecanismos que devem ser similares & sinalizagdo “néo
gendmica” de esterdides em animais. Essa rota sinalizadora de esterdides pode
estimular alteracdes no nivel de mensageiros secundérios, fluxo de fons e
atividade de algumas quinases (Bishop e Koncz, 2002).

A acdo da auxina pode depender da presen¢a de transportadores de
célcio porque ela estimula a liberagdo do ion célcio do citoplasma para o espago
extracelular, possivelmente ativando a bomba de célcio na membrana. Além
disso, a auxina pode afetar a saida de cdlcio do vaciiolo, através do tonoplasto
para dentro do citossol (Taiz e Zeiger, 1998).

Os clones C12 e E10 apresentaram melhor alinhamento com a basigina
humana com 99% de identidade (acesso n° BC009040.2, e-value 2e-57 e score
228). Definida como glicoproteina transmembréna da famflia das
imunoglobulinas em humanos (Yoshida et al., 2000), esta proteina essencial para
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transporte de proteinas para dentro do mitcleo é constituida por simples residuo
de GIcNAc-O (N-acetil glicosamina ligado ao oxigénio). Nas plantas, o oxigénio
¢ ligado a oligossacarideo composto por cinco ou mais residuos de agidcares,
incluindo GlcNAc. Uma variedade de macromoléculas, incluindo proteinas
regulatérias, histona, RNA polimerase, entre outras, sfio sintetizadas no
citoplasma e seletivamente transportadas para dentro do nicleo. A maioria das
proteinas destinada ao niéicleo apresenta “marcadores” chamados de sinal de
localizagéio nuclear que direcionam tais proteinas até o nicleo. Estas proteinas
movem-se para dentro ou para fora do nicleo através de poros no envelope
nuclear que sdio formados pelo complexo do poro nuclear, que atravessam a
membrana nuclear interna e externa (transmembrana). Este complexo ¢
constituido por glicoproteinas. A importagio de proteinas para o nicleo ¢é
controlada por vérios mecanismos, como fosforilacéo e desfosforilagéo ou por
estimulos ambientais, como luz, estresse e patégenos entre outros (Raikhel e
Chrispeels, 2000). A basigina encontrada provavelmente estdé atuando,
permitindo a entrada de proteinas como fatores de transcrigdo, por exemplo, que
apresentam atividade no nicleo, mas séio encontrados no citoplasma, para que
ocorra a expressdo de genes que respondem ao estresse hipéxico.

Os clones D11 e Gll apresentaram melhor alinhamento com a
paracaspase humana (acesso n° AF316597, e-value 0.0 e score 884)
apresentando 99% de identidade.

As caspases constituem uma classe de proteases Cis (proteinase
especifica-aspartato cisteinil) envolvidas com a morte celular programada
(MCP) ou apoptose. Proteases cisteina e serina envolvidas na morte e na injuria
celular podem ser induzidas por fatores abiéticos, bibticos ou sinais de
desenvolvimento da planta (Solomom et al., 1999). Diferentes espécies de
proteases, soliveis ou ligadas & membrana sio induzidas ou reprimidas durante

40



diferentes periodos de estresse anéxico e reoxigenagiio de raizes de plantulas de
milho crescidas por 3 dias no escuro (Subbaiah et al., 2000).

Dois grupos de proteases Cis relacionados a caspase foram
identificados: paracaspase (H. sapiens) e metacaspase. Os genes que codificam a
metacaspase, que nfio estdio presentes em animais e parecem pertencer a um
ancestral comum caspase/paracaspase, foram identificados em plantas (Ameisen,
2002). Ha numerosos exemplos de morte celular durante o desenvolvimento da
planta, tais como morte durante formagéo de aerénquima, processo reprodutivo
da planta, senescéncia foliar, desenvolvimento deendosperma, resposta a
patégenos e resposta a uma variedade de fatores abiéticos. As plantulas de milho
exibem um processo de morte celular relacionado com o processo de adaptagfio
em condicdes de hipoxia. Esta seletiva morte celular leva & formagéo de
aerénquimas, n#o somente reduzindo a demanda do oxigénio, mas também
aumentando a porosidade da raiz e facilitando a difuséo do oxigénio.

Dantas et al. (2001) observaram que o célcio reduziu em 40% a presenga
de espagos intercelulares na parte aérea e raiz de plantulas de milho Saracura
submetidas a 24 horas de hipoxia. No entanto, o cilcio induziu o aumento na
atividade da celulase em 50%, uma enzima que faz parte do sistema de morte
celular programada (MCP) nas células no cértex da raiz, concluindo que a maior
atividade desta enzima na presenga do célcio n#o resulta em maior
desenvolvimento de espagos intercelulares. Isto ocorre porque o célcio, quando
depositado na parede celular, forma pectatos de célcio e a protege, diminuindo o
acesso das enzimas de degradagdo ao seu substrato (Vitorino et al.,, 2001).
Embora os mecanismos d¢ MCP em plantas sejam pouco esclarecidos,
similaridades morfolégicas ¢ bioquimicas foram encontradas entre células de
animais e de plantas sofrendo apoptose. Essas similaridades incluem a redug#io
do citoplasma e do niicleo, a fragmentagio do DNA e dip nicleo e a liberagéo do
citocromo ¢ a partir da mitocéndria (Woltering et al., 5002). Em plantas, nem
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todos componentes da cascata da MCP foram j& demonstrados (Virolainen, et
al., 2002), mas parecem ser influenciados pela liberagdio do citocromo ¢ pela
mitocondria para o citossol (Ameisen, 2002). Em seus experimentos, Zhao et al.
(1999) mostraram que o citocromo ¢, derivado de células animais, adicionado ao
citossol de células de cenoura, levou a ativagéio de proteinas como a caspase.
Estes relatos sugerem que a rota de MCP em células de plantas e animais ¢
evolutivamente conservada.

Os clones D12 e E12 apresentaram 95% de identidade com a seqiiéncia
de milho (Zea mays L.) PCO078539 (acesso n° AY105735. 1, e-value e-173 e
score 617), mas sua funcéio ¢ ainda desconhecida.

O clone E04 apresentou 99% de identidade com a dineina citoplasmatica
(cadeia pesada) humana (acesso n° NM-001376.2, e-value e-120 e score 438).
Esta proteina pertence a um complexo protéico que atua dependente de
microtitbulo. E composta por uma cadeia pesada contendo um dominio de
ligaclio para trifosfato de adenosina (ATP) e para o microtibulo, uma cadeia
intermedidria, uma familia de cadeia intermediéria leve e varias cadeias leves
diferentes. Hidrolisa ATP e utiliza esta energia para se movimentar na diregiio
da extremidade negativa do microtibulo (Lawrence et al., 2001). Esta proteina,
chamada de “motor molecular”, esti envolvida em uma variedade de fun¢des
celulares, como o transporte de vesiculas e organelas, dinfmica do citoesqueleto,
morfogénese, crescimento polarizado, movimento celular, formago do fuso,
movimento dos cromossomos e transdugfo de sinal. O citoesqueleto ¢ uma
estrutura dindmica que se reorganiza continuamente sempre que a célula altera a
forma, divide - se ou responde ao ambiente (Greghi, 1999).

A associagfio dos microtiibulos com a membrana plasmética pode inibir
o canal de célcio dependente de voltagem e o rompimento da rede de
microtiibulos ativa estes canais, enquanto que a estabilizagio do microtibulo
ndo exerce efeito algum sobre o canal. O potencial de membrana pode controlar
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a associagdo dos microtibulos com a membrana plasmitica, indicando que
componentes do citoesqueleto podem estar envolvidos na regulagdo do canal de
célcio durante o processo de transdugéo de sinal em plantas superiores (Thion et
al, 1996). No presente trabalho, a dineina associada ao citoesqueleto
provavelmente estaria influenciando a despolarizaglio do canal de célcio e,
assim, promovendo um aumento deste elemento no citoplasma e sinalizando &
célula para transcrigio de genes necessérios para, sobrevivéncia do milho
Saracura em condigGes de hipoxia. Uma outra hipétese seria a reorganizagio de
organelas pela dineina, recrutando aquelas que estiio envolvidas no processo de
liberagiio de calcio (mitocdndria e reticulo endoplasmético) para locais que
necessitam deste elemento.

Tem-se discutido que o canal de cilcio ativado pela despolariza¢dio
traduz, geralmente, sinais relacionados a estresse, uma vez que a despolarizagéo
da membrana é comum em muitos estimulos, ocorre por diversos mecanismos e,
provavelmente, aumenta o célcio citossélico por toda a periferia celular. Em
plantas, pouco se sabe sobre os motores moleculares.. Alguns estudos recentes
nas dreas de bioquimica, biologia celular, molecular e genética desses motores
moleculares em plantas indicaram que estes estio envolvidos em diferentes
mecanismos regulatérios e seu papel na diviso celular, expansdo celular, fluxo
citoplasmético, comunicagdio célula a célula e morfogénese comega a ser
entendido. Analise da seqiiéncia do genoma de Arabidopsis com dominio
conservado do “motor” da familia de quinesina e miosina indica a presenca de
cerca de 40 “motores moleculares”, cujas fung3es permanecem sem defini¢&o.
As caracteristicas estruturais de alguns “motores” em planta sugerem que o
célcio, por meio da calmodulina, exerga um papel chave na regulagéio da fungdo
de motores baseados em microtibulo ou actina (Reddy, 2001).

Anélise recente do genoma de Arabdopsis sugere que as Angiospermas

n3o possuem o “motor dinefna-microtibulo”. No entanto, seqiléncias do genoma
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do arroz (Oryza sativa) revelaram quatro cadeias pesadas da dineina, indicando
que a aparente falta dessas seqiiéncias em Arabdopsis nfio é uma caracteristica
geral da organizagfo gendmica de Angiospermas (King, 2002).

O clone FO1 apresentou 100% de identidade com a basigina humana
(acesso no BC009040. 2, e-value 3e-69 e score 268).

O clone HO2 apresentou 100% de identidade com uma seqfiéncia de
DNA de Z. mays parviglumis (acesso n° AF131683, e-value 1e-21 e score 109),
cuja funcéio ainda ndo foi descrita na literatura.

A Figura 6 mostra a provavel relagdo entre as proteinas encontradas na
biblioteca de raiz de plantulas de milho submetidas a hipoxia sob a infuéncia de
célcio. A mioglobina tem a fung#o biolégica de se ligar ao oxigénio e, sob baixa
pressiio deste elemento, transporti-lo para a mitocondria. Em uma situagéo
hipéxica, ocorre uma limitagio da respiragéio aerdbica e, por isso, 0 gene que
codifica a mioglobina seria superexpresso, na tentativa de transportar o oxigénio
para a mitocOndria. Em alteragéio do ambiente (estimulos como luz, patégeno,
estresse), ocorre um aumento do célcio no citossol oriundo do apoplasto, do
simplasto ou de organelas, como as mitocéndrias e reticulos endoplasméticos.
Sob deficiéncia de oxigénio e aumento do cdlcio, ocorre uma liberagéio do
citocromo ¢ ativando a via de morte celular programada da qual a paracaspase
faz parte. Esta proteina estd envolvida na senescéncia foliar, desenvolvimento de
endosperma e¢ na formacéio de aerénquima, sendo este um mecanismo de
adaptagdo das plantulas sob condigiio anaerébica.

Estudos anteriores realizados com o milho Saracura ji demonstraram a
formagio de aerénquimas, reduzindo a demanda dos gases e melhorando a
difusdio destes. A proteina-ligante FK5036 estd envolvida no crescimento,
transdugfio de sinal, participa da sinalizagfio de auxina e de brassinoesterdide.
Este horménio controla processos, tais como a expansfio celular, a resposta a
estresse e a produgéio de etileno que também esté envolvido na formagéio de



aerénquima. O horménio brassinoesterdide, quando se liga a um receptor, no
caso a proteina ligante (receptor intercelular), torna-se ativo ¢ é deslocado para o
nicleo atuando na transcrigio de genes relacionados a resposta a estresse
anaerébico provavelmente. As atividades deste horménio estdio associadas a
altera¢des na orientagéio dos microtiibulos onde a dineina tem sitio de ligagdo.

A dineina, grande complexo de proteinas, apresenta sitio de ligagfo para
ATP e para os microtiibulos. Ela hidrolisa o ATP e utiliza esta energia para
transportar vesiculas e organelas e esté envolvida na dindmica do citoesqueleto,
na transdugfio de sinal, entre outras fungdes. Provavelmente, esta proteina estd
envolvida na organizagio de organelas, como mitocdndria ou reticulo
endoplasmético, para que estas possam liberar o célcio em locais que mais
necessitam deste elemento, ja que sua atuagdo € local. O cdlcio ativa as proteinas
quinases dependentes de célcio (PKDC) que fosforilam outras proteinas, como
os fatores de trascrigdo. A basigina € uma glicoprotein; transmembrana que faz
parte da constituicdo do complexo do poro nuclear. Este complexo permite a
passagem de proteinas do citossol para o niicleo e vice-versa. A entrada de
proteinas para o nucleo € controlada por fosforilagéio, desfosforilagiio ou por
estimulos ambientais como luz, estresse, patdgenos entre outros ¢ a PKDC
fosforila a proteina alvo, no caso fator de transcri¢éo, por exemplo, e este fator
j4 ativado é importado para o niicleo atuando na transcri{:ﬁo de genes.

De alguma forma, todas as proteinas estdo relacionadas e atuam na
tentativa de promover uma maior sobrevivéncia para a plantula em hipoxia sob
influéncia do célcio.
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FIGURA 6. Representagdo da provével relagdo entre as proteinas codificadas
pelos fragmentos dos genes obtidos na biblioteca subtrativa por
supressdo das raizes de plantulas de milho submetidas a hipoxia sob
influéncia do célcio.
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Sete clones presentes nos épices das raizes do milho Saracura ainda
foram analisados (Tabela 2). O clone A02 apresentou 100% de identidade com
glutationa S-transferase de Ixodes ricinus (acesso n® AY327034. 1, e-value 3e-
05 e score 56). Esta proteina apresentou identidade com a seqiiéncia depositada
no GenBank com apenas 28 pares de base, por isso, devido a baixa cobertura,
nio foi analisada.

O clone B02 apresentou 97% de identidade com a seqiiéncia referente ao
gene de RNA ribossomal 25S do milho (Z. mays L.) ( acesso n° AY108843. | no
GenBank, e-value 1e-46 € score 192).

O clone B04 apresentou 95% identidade com Z mays gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase (acesso n°® ZMU45857, e-value e-142 e score 513). A
enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPC) citossdlica em milho é
codificada por uma pequena familia multigénica consistindo de gpcl, gpc2, gpe3

i

e gpcd. Virios genes que codificam isoformas da mesma enzima séio expressos
diferencialmente nas células aerSbicas ou andxicas devido a diferentes
seqiléncias de seus promotores (Bray et al., 2000). Com base na identidade da
seqfiéncia deduzida de aminoécidos, as proteinas GAPC1 e¢ GAPC2 (97%
idénticas) foram designadas como grupo I, e GAPC3.e GAPC4 (99% idénticas)
como grupo II. As proteinas GAPC3/4 s#io sintetizadas na reiz durante condigGes
anbxicas e sdo conhecidas por serem polipeptideos anaerébicos. A expressdo de
£ve3 ou gpe4 nio ¢ afetada por estresse salino nem choque térmico. No entanto,
a transcrigiio de gpel e gpe2 ¢ constitutiva ou diminui em resposta a anoxia
(Manjunath e Sachs, 1997). No presente trabalho, o gene expresso foi referente a
gpc 4, expresso sob condigdes de estresse. Em diferentes condigSes ambientais,
a expressio de trés genes de GAPDH (GapA, GapB e GapC) em Arabidopsis é
afetada diferencialmente. O nivel de RNAm de GapC aumentou de cinco a dez
vezes em plantas de Arabidopsis transferidas de condi¢Ges de crescimento
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normal para ambiente de choque térmico, anaerdbico ou de aumento do
suplemento de sacarose. A expressdio dos genes Gap4 e GapB nio foi afetada
nas condigdes de choque térmico ou aumento do suplemento de sacarose, mas
aumentou cinco vezes sob anaerobiose. |

Sob condigBes de estresse anaerdbico, as plantas dependem somente da
glicolise para produgiio de ATP porque que a fosforilagio oxidativa na
mitocdndria & inibida. A regeneragdio do NAD" ou NADP", que é catalisada por
GAPDH e é requerida para continuidade da glicdlise e produgéio de ATP, torna-
se essencial na resposta anaerdbica. Por isso, diferentes genes sfio expressos
nesta condigio. O RNAm de GapC pode ser detectado em folhas, caule e raiz,
com maior expresséio em raiz (Yang et al., 1993).

O clone C02 apresentou 100% de identidade com a provével proteina
(MiN3) de Dianthus caryophyllus (acesso n® AF151726, e-value 2e-06 e score
60). Apesar de 100% de identidade e um e-value significativo, a seqfiéncia que
mostrou identidade com a seqfiéncia depositada no GenBank ¢ muito pequena,
com cerca de 30 pares de base, apresentando baixa cobertura. Apesar desta
proteina ser estudada por décadas, sua fungio em plantas ainda é pouco
conhecida.

Metalotioneinas (Mt) sdo classes de proteinas-ligantes a metal como
cobre, zinco, de baixo peso molecular, ricas em cisteinas. S#io divididas em duas
classes, com base na seqiiéncia de aminodcido. A classe I inclui mamiferos e
classe Il inclui plantas, fungos e alguns animais invertebrados (Guo et al., 2003).
De acordo com o arranjo de residuos de cisteina, as metalotioneina sdo
classificadas em quatro tipos. Em Arabidopsis, sete genes foram identificados,
incluindo estes quatro e, por isso, é utilizada como modelo usual para descrever
esta proteina (Cobbett e Goldsbrough, 2002). Os quatro tipos s#o representados
por Mtla, M2a, M2b, Mi3 e M. Os genes Mtla e Mi2b sdo expressos no
floema de todos os drgdios e induzidos por cobre. AM72a e Mi3 sdo expressos na
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célula do mesofilo e induzidos também pelo cobre em folhas jovens e apice de
raiz. A expressio do gene M4 é restrita 4 semente. A expressdo aumenta durante
senescéncia foliar (Guo et al., 2003). j

As diversas expressdes dos diferentes genes Mr sugerem que as
isoformas Mt de plantas podem diferir nio somente pela seqliéncia, mas também
nas fungBes exercidas nos tecidos especificos. A dificuldade de identificar uma
metalotioneina provavelmente ocorre devido a instabilidade desta proteina na
presenca de oxigénio. Fragmentos peptidicos derivados dos genes Mrla, Mf2a,
M2b e M3 de Arabidopsis foram identificados depois da purificagfio das
proteinas sob condigdes anaerébicas. A Mt participa de mecanismos para
armazenar o zinco, que é requerido durante a germinagdo. A expresséo de genes
codificando Mt ja foi observada no desenvolvimento de sementes. Esta proteina
provavelmente est4 envolvida na acumulag3o e no estoque de metais na semente
e, por isso, pode exercer importante papel na determinagéio da concentragéio de
metais nos grios. Devido a escassez de dados relacionados a esta proteina em
plantas, utilizando como unico modelo a Arabidopisis e devido & existéncia de
uma diversidade de tipos, fica quase impossivel definir sua fungéo. No entanto,
existe a hipStese de a metalotioneina estar relacionada & tolerdncia ao metal e a
homeostase (Cobbett e Goldsbrough, 2002).

No presente trabalho, as sementes foram germinadas por quatro dias e
por isso, provavelmente, ocorreu um aumento na expressdo do gene que codifica
para a proteina Mt, uma vez que, na germinagfio, 0 zinco é requerido e essa
protefna participa do mecanismo de armazenamento desse elemento. Um outro
fator que poderia ter levado a um aumento da expressio do gene, seria a
condigdio hipoxica provocada, o que pode facilitar a identificacéio desta proteina.

O clone D06 apresentou 97% de identida;de com DNA genémico da
espécie de arroz O. sativa (acesso n° AP004778. 2, é—value e-144 e score 517).
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Os clones EO1 e G03 apresentaram 100% de identidade com a seqiléncia
do gene RNA ribossomal 25S do milho (Zea mays L.) (acesso n° AY108843. 1,
e-value Te-51 e 1e-46, score 206 e 234, respectivamente).

4.3 Andlise por Southern blot

Esta etapa do trabalho teve por objetivo identificar no genoma do mitho
Saracura, regiGes que apresentassem homologia com as seqiiéncias de cDNA
derivadas de RNAm isolados da raiz e dpice da raiz influenciados pelo célcio em
condi¢des de hipoxia. Como algumas seqiiéncias dos genes de raiz do milho
Saracura apresentaram identidade com genes de H. sapiens, foi feita uma analise
utilizando-se da metodologia de Sourthern para a confirmagéio de que esses
genes estavam realmente presentes no DNA do milho. Foram escolhidos cinco
¢DNAs, como sonda, provenientes de raiz, que apresentaram identidade no
programa Blast N com mioglobina, dineina, basigina, paracaspase e proteina
ligante FK506. Como controle positivo, utilizou-se a sonda gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase do milho, presente no material proveniente do dpice da
raiz do milho Saracura.

A digestio do DNA genémico do milko Saracura foi completa (Figura
7) e os resultados obtidos com a sonda, utilizada como controle positivo,
demonstraram a presenca de forte sinal, confirmando a presenca deste gene no
milho e a eficiéncia do “kit Alkphos” (Figura 8). Entre os clones cujas
seqiléncias foram similares as de humano, a proteina ligante FK-506 apresentou
sinal intenso, confirmando sua presenca na raiz da plantula. O sinal apresentado
pelas outras sondas foi fraco, no entanto, foi possivel confirmar a presenca

destas seqiiéncias no milho Saracura.
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FIGURA 7. Eletroforese em gel de agarose 1% do DNA do milho Saracura
digerido com EcoRI e BamHI. UFLA, Lavras, MG, 2003.
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FIGURA 8. Resultado da hibridagéo dos clones com o0 DNA gendémico do milho
Saracura, utilizando o kit “Alkphos”. Linhas 1 a 5 referem-se aos
clones obtidos da biblioteca de raiz e linha 6 refere-se ao clone
obtido da biblioteca do apice de raiz do milho Saracura. Linha 1:
mioglobina, linha 2: proteina-ligante FK506, linha 3: dineina, linha
4: basigina, linha 5: paracaspase, linha 6: gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase. As setas indicam as bandas hibridadas pela sonda.
UFLA, Lavras, MG, 2003.
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5 CONCLUSAO

A técnica de hibridagfo subtrativa por supressﬁé detectou genes expressos
diferencialmente sob hipoxia, influenciados pelo célcio. Dentre as proteinas
codificadas, pode-se citar:

1- amioglobina, que provavelmente transporta oxigénio para mitocdndria,
uma vez que se trata de um ambiente de baixa presséio de oxigénio e sob
esta condig#io ndo ocorre inibig#o total da respiragio aerdbica;

2- a dincina, que provavelmente ativa os canais de célcio ou atuam no
recrutamento de organelas, que acumulam célcio, para locais que mais
necessitam deste elemento; | |

3- paracaspase que, fazendo parte da rota de morte celular programada,
promove a formag#io de aerénquima, por exemplo, para difusdo do
oxigénio;

4- proteina-ligante FK506, que pode ser um receptor de horménio que atua
na transcric#o de genes ou atua na via de u'aﬁsdur;io de sinal;

5- gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, re&uerido pela planta para
reposicdo de ATP pela rota glicolitica;

6- genes do projeto de mapeamento do genoma de milho que, apesar da
funcdio nfio revelada ainda, podem ser genes importantes que estio
atuando na maior sobrevivéncia da planta ao estresse hipéxico
influenciado pelo célcio. :

Esses genes poderfio ser transferidos para outras variedades de milho de

interesse econdmico, por meio de transformagfo.

Os resultados encontrados dio suporte para os trabalhos jé realizados

anteriormente com esta variedade de milho na UFLA, na linha de fisiologia
vegetal e anatomia.
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