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RESUMO

O oxido nitrico (NO) é uma espécie reativa de nitrogénio relativamente
instavel e possui grande versatilidade. Ele atua como mensageiro secundario,
sendo inclusive citotéxico dependendo da sua concentracdo. Acées do NO como
mensageiro secundario sao descritas na neurotransmissdo, regulagdo da
circulacdo sanguinea e de processos inflamatérios, principalmente em mamiferos
onde a enzima NO-sintase (NOS) foi descoberta. Em plantas, o NO possui
importante papel na interacdo planta-patégeno, na expanséo foliar e reducao da
velocidade de amadurecimento ou senescéncia de frutos e flores e no processo de
apoptose, entre outros.

Recentemente duas isoformas de NOS de plantas foram caracterizadas em
Arabidopsis thaliana e pouco se sabe da modulagdo da expresséo génica por NO
em plantas. Este trabalho relata a clonagem e caracterizagdo de um gene que
codifica uma NOS de A. thaliana e a modulacao da expressao génica em cana-de-
acucar em resposta GSNO, um doador de NO.

A partir de sequéncias depositadas no banco de dados do NCBI, foram
sintetizados oligonucleotideos especificos. A partir de reacdes de transcricdo
reversa € PCR o gene foi clonado e seqiienciado, sendo denominado HHP. O
gene € mais expresso em folhas e flores e é induzido quando plantas de A.
thaliana sdo submetidas a baixa temperatura. A localizacdo subcelular da
proteina foi determinada via fusdo com GFP, sendo predominantemente
plastidica. Plantas de A. thaliana superexpressando o gene HHP apresentaram
uma melhora acentuada na resposta ao frio.

O efeito do NO na expressdo génica em cana-de-agucar foi avaliado
empregando macroarranjos de DNA. Foi detectado um aumento na expressao de
alguns genes como por exemplo aminotransferases e peroxidases, além de
proteinas com funcéo ainda desconhecidas. Foi também demonstrada a influéncia
dos plasticos que selam membranas com macroarranjos de DNA, onde compostos
a partir de polietileno podem bloquear a emissao de radiagdo e diminuir 0 numero
de spots detectados, o que significa um menor nimero de genes avaliados

ix



SUMMARY

Nitric oxide (NO) is a reactive nitrogen species relatively unstable that has
great versatility. NO acts as a secondary messenger and may be even cytotoxic,
depending on its concentration. Actions of the NO as secondary messenger have
been described in neurotransmission, regulation of the blood circulation and
inflammatory processes mainly in mammals where the enzyme NO-synthase
(NOS) was discovered. In plants, NO has important role in plant-pathogen
interactions, in foliar expansion and in the maturation and sencescence of fruits
and flowers.

Recently two NO isoforms have been characterized in Arabidopsis thaliana,
but we are far from a complete understanding of the NO effects on gene
expression. This work reports the cloning and characterization of a NOS isoform
from A. thaliana and the modulation of gene expression in sugarcane by NO
donors.

Gene-specific oligonucleotides were designed based on the sequence of an
animal NO-synthase deposited in the NCBI. After reverse-transcription and PCR
the open reading frame was cloned and the gene was named HHP. The highest
levels of gene expression were observed in leaves and flowers. HHP was induced
by cold stress. The subcelular localization of the protein, determined using a GFP
fusion, was predominantly plastidic. Transgenic A. thaliana superexpressing the
HHP gene were more tolerant to cold stress.

The effect of NO on sugarcane cells was evaluated using DNA macroarrays.
Several genes were found to be modulated by NO, such as those encoding an
aminotransferase and a peroxidase. Surprisingly, most of them encode proteins
with unknown function. The influence of plastics used to seal macroarray
membranes was also evaluated. It was found that some of them block the radiation
transmittance, reducing the number of detected spots and consequently the
number of genes evaluated in the assay. These findings indicate that the choice of
the sealing plastic is very important to obtain the maximum information from nylon

arrays.



1) INTRODUGAO

A via enzimatica para a producdo do éxido nitrico (NO) tem despertado
especial interesse em diversas dreas da ciéncia. Essa espécie reativa de
nitrogénio é relativamente instavel e possui propriedades lipofilicas, nao
necessitando de transportadores especificos para sua difusdo pelas membranas
biologicas (Mayer e Hemmens, 1997). Além disso, possui grande versatilidade,
agindo como mensageiro secundario ou sendo citotoxico dependendo da sua
concentracdo. Sao demonstradas na literatura varias atuagcées do NO como
mensageiro secundario, sendo as mais conhecidas sua atuagdo na
neurotransmissao, regulagdo da circulacdo sanglinea e de processos
inflamatérios, principalmente em mamiferos onde a enzima NO-sintase (NOS) foi
descoberta (Schimidt, et al., 1991). Com a descoberta das NOS observaram-se
primeiramente trés isoformas geneticamente distintas denominadas de NOS tipo |,
NOS tipo Il e NOS tipo Ill (Férstermann et al., 1991). A enzima responsavel pela
sintese do NO a partir da oxidacao de L-arginina a L-citrulina encontra-se presente
em todos grupos de vertebrados e invertebrados (Martinez, 1995), sugerindo que
esta deva ser anciente na evolugdo de eucariotos. Em plantas, pouco se sabe
sobre os papéis desempenhados pelo NO e sé recentemente foi clonado em
Arabidopsis thaliana um gene que codifica uma NOS similar a de mamiferos (Guo
et al.,, 2003). Sabe-se, no entanto que o NO pode atuar na germinacao de
sementes (Giba et al., 1994; Bowler et al., 1994; Giba e Konjevic, 1999), na
inducado de crescimento em raizes (Gouvea et al. 1997), no sistema de defesa de
plantas ao ataque de patdégenos (Delledone et al. 1998; Durner et al. 1998;
Bolwell, 1999; McDowell e Dangl, 2000; Wojataszek, 2000), na expansao foliar e
reducdo na velocidade de amadurecimento ou senescéncia de frutos e flores
(Leshem e Hamarat, 1996; Leshem et al. 1998), no processo de apoptose
(Magalhdes et al., 1999; Bolwell, 1999; Durner et al., 1999; Durner e Klessig, 1999
e McDowell e Dangl, 2000), e na inibicado da proliferacdo de células de em
suspensao (Saviani e Martins, 2000). Também se observa atividade especifica de
uma provavel isoforma NOS de plantas e imunoreatividade entre anticorpos da



NOS de mamiferos com proteinas de plantas (Ribeiro Jr. Et al., 1999). Entretanto
Chandok et al. (2003) descreveram uma possivel isoforma de iINOS similar a
proteina P envolvida na resposta ao ataque de patdgenos.



2) REVISAO DE LITERATURA

2.1) Sintese do NO, estrutura e isoformas das NOS

O NO ¢é sintetizado em tecidos animais por uma familia de enzimas
denominadas Oxido nitrico sintases (NOS), composta por trés isoformas
geneticamente distintas (Férstermann et al., 1991), que realizam sua sintese a
partir de L-arginina na presenca de oxigénio molecular e NADPH. A oxidagao do
nitrogénio guanidinico terminal do aminoacido L-arginina ocorre através de uma
reacdao complexa, com a participacao de cofatores redox, formando um composto
intermediario (NOH-ARG) que posteriormente é oxidado produzindo NO e L-
citrulina (Leone et al., 1991, Mayer et al., 1991; Stuehr et al. 1991; Marletta, 19983,
Griffith e Stuehr, 1995, Mayer e Hemmens, 1997). Cinco cofatores séao
necessarios para a atividade da NOS: (1) heme, (2) NADPH, (3) FAD e FMN, (4)
calmodulina, (5) tetrahidrobiopterina (BH4).

As trés isoformas existentes de NOS foram identificadas inicialmente como
bNOS, macNOS e ecNOS por terem sido isoladas originalmente de cérebro,
macréfagos e endotélio, respectivamente. Verificou-se posteriormente que as
diferentes isoformas podem ser expressas em varios tipos de tecidos, e que um
determinado tecido pode expressar mais de uma isoforma de NOS. Para evitar
confusdo na nomenclatura, Foérstermann et al. (1991) propuseram uma
classificagdo numérica, baseada na ordem histérica da purificacao e isolamento do
cDNA das diferentes isoformas. Recentemente uma nova isoforma de NOS foi
descrita em mitocéndrias (Kanai et al., 2001).

A isoforma | € Ca*™* dependente e constitutivamente expressa no sistema
nervoso central e periférico sendo inicialmente purificada de cerebelo de rato e
porco (Bredt e Snyder, 1990; Mayer, John e Bohme, 1990; Schmidt et al., 1991). A
isoforma | de cérebro é normalmente solivel e migra com uma massa molecular
de 150-160 kDa em gel de eletroforese de SDS-polyacrilamida (Bredt e Snyder,
1990; Schimidt et al., 1991).



A isoforma Il é Ca™ independente, sendo encontrada em condigdes
patoldégicas e induzida em macrofagos e em muitos outros tipos de células,
representando um importante componente na atividade antimicrobial e
antineoplasica. A isoforma Il da NOS néao é constitutivamente expressa, mas pode
ser induzida em macrofagos, e em muitos outros tipos de células, pelo
polissacarideo bacteriano (LPS) e/ou citoquinas (Lowenstein et al., 1993; Xie, et
al., 1993). Essa enzima purificada a partir de macréfagos de camundongos
induzidos apresenta uma massa molecular de 125-135 kDa (Stuehr et al., 19913a;
Hevel, et al., 1991).

A isoforma lll, também Ca** dependente, foi purificada primeiramente em
células endoteliais de aorta de boi, nativas ou mantidas em cultura, apresenta uma
massa molecular de 135 kDa (Pollock et al., 1991).

A NOS-I de cérebro (Bredt et al., 1991) e a NOS-Ill de endotélio (Lamas et
al., 1992; Janssens et al.,, 1992) apresentam uma similaridade na seqiiéncia de
aminoacidos de 60%, mas sao produtos de genes distintos (Lamas et al., 1992). A
NOS-II de macréfago apresenta 50% de identidade com as outras isoformas
(Lowenstein et al., 1992; Lyons et al., 1992; Xie et al., 1992), sendo o produto de
um terceiro gene.

Apesar de se encontrar grande identidade entre as isoformas de NOS (50-
60%), a isoforma Il possui algumas diferencas com relacéo as isoformas | e lll. Ela
é independente de Ca**/Calmodulina, sendo encontrada em condigdes
patoldgicas, quando produz altas concentracdes de NO (na ordem de nmols) e
também possui atividade durante longos periodos (0 que ndo acontece com as
isoformas | e Ill).

A estrutura das isoformas da NOS sao muito similares. Com a cristalizacao
da enzima (Crane et al. 1997; Crane et al. 1998) ficou demonstrado que a fragao
redutase (C-terminal) da enzima possui alta homologia com o citocromo P450
redutase, apresentando sitios de ligacao para NADH, FAD e FMN. Apés o sitio de
ligagcdo ao FMN pode-se encontrar também o dominio Calmodulina (CAM), que
esta presente somente nas formas constitutivas. A porcao oxigenase (N-terminal)
da enzima apresenta um sitio de ligagdo para um grupamento Heme-Fe e outro



para Tetrahidrobiopterina (H4B). As evidéncias indicam que na regido de ligacao
CAM e H4B ocorre a ligagdo entre dois mondmeros formando entdo um dimero,
sendo a partir dai observada atividade enzimatica (Stuhert et al, 1989). Isso
provavelmente acontece porque os dominios CAM, H4B e Heme-Fe, sdo mais
hidrofébicos e possuem mais residuos de cisteina que podem formar pontes
dissulfeto entre os mondémeros. Segundo alguns autores (Masters, 1994) ha ainda
um equilibrio entre monémeros e dimeros que pode regular a acédo catalitica da
enzima. O grupamento Heme-Fe esta diretamente envolvido na catélise da reacao
(ligagédo da L-arginina); o grupo NADPH, atua como doador de elétrons da reagao;
os grupos FAD e FMN canalizam os elétrons do NADPH para o heme; a
calmodulina tem o papel de desencadear a transferéncia de elétrons das flavinas
para o heme na NOS-I e NOS-Ill. Na NOS-Il este cofator estd covalentemente
ligado, mas requer Ca'* para desencadear seu papel fisiolégico. A
tetrahidrobiopterina (H4B) é necessaria para atividade, embora sua exata funcao
ainda nao esteja esclarecida (Schmidt et al., 1994; Mayer et al. 1991, Klatt et al.
1992; Griffith e Stuehr, 1995; Stuehr, 1997; Crane, et al. 1997, Mayer e Hemmens,
1997; Crane et al. 1998).

2.2) NO e NOS em vegetais

Embora se conheca muito pouco sobre a ocorréncia e a funcdo do NO em
vegetais, trabalhos recentes tém sugerido um papel desse composto a partir da
aplicacdo exogena, bem como estudos envolvendo atividade enzimatica. Em
plantas, estudos com a aplicacao externa do gas NO demonstraram um aumento
do nivel de GMPc em Picea abies (Pfeiffer, 1994). Esse resultado esta de acordo
com a via de transducao de sinal em mamiferos, mediada por NO, na qual a
guanilato ciclase é ativada pela formacao de um complexo NO-heme, resultando
num aumento da producdo da 3°, 5 - guanosina monofosfato ciclico (GMPc)
(Niroomand et al., 1989). Leshem e Haramaty (1996) sugerem a acdo do NO no
processo de liberacédo do etileno e crescimento de plantas superiores, tanto como
promotor quanto inibidor em fungcdo de concentracdo, ou ainda na redugado da



velocidade de amadurecimento ou senescéncia de frutos e flores (Leshem et al.,
1998).

Em mamiferos o éxido nitrico afeta também a respiracao celular por inibicéo
competitiva da citocromo ¢ oxidase (Cleeter et al., 1994; Brown e Cooper, 1994;
Cassina e Radi, 1996), sugerindo que NO funciona como regulador enddégeno da
cadeia de transporte de elétrons e fosforilacdo oxidativa em mamiferos (Bates et
al., 1996). No entanto, em planta ha uma via conhecida como oxidase alternativa
(OXA) que nao ¢ afetada pelo NO. Essa via seria um possivel mecanismo de
tolerancia a producao de NO pela planta e/ou exbégena proveniente de ambiente
poluido (Millar e Day, 1996).

Algumas evidéncias sugerem que o sistema de geragdo de NO via éxido
nitrico sintase possa existir em plantas superiores (Sen e Cheema, 1995; Martin et
al., 1995; Cueto et al., 1996; Ninnemann e Maier, 1996). A imunoreatividade foi
detectada para NOS-I em eixos embrionarios de ervilha, em germe de trigo (Sen e
Cheema, 1995) e em apices de raizes e primérdios foliares de milho (Ribeiro Jr.et
al, 1998). Segundo Barroso et al. (1999), uma provavel isoforma de NOS é
encontrada em peroxissomos de ervilha, pois ha o reconhecimento de um
peptideo por anticorpos especificos para NOS de mamiferos. A utilizacdo de um
anticorpo especifico para a regidao C-terminal (entre os residuos 1131 e 1144 da
INOS de murideo) aumenta a marcacdo dessa provavel isoforma de NOS,
confirmando a localizacao subcelular desse peptideo na matriz de peroxissomos e
de cloroplastos (Barroso et al., 1999). Além disso, NO e L-[14C] citrulina foram
sintetizadas por raizes e ndédulos de tremog¢o branco (Lupinus albus) (Cueto et al.,
1996), por raizes de Mucuna hassjoo (Ninnemann e Maier, 1996), em 4pices de
raizes e primérdios foliares de milho (Ribeiro Jr. Et al., 1998), e em meio
dependente de L-arginina, além da localizacdo por coloracdo NADPH - diaforase
(Cueto et al.,, 1996). Também sdo descritas acées do NO na germinagdo de
sementes (Giba et al., 1994; Bowler et al., 1994; Keeley e Fortheringhan,
1997;Giba, 1999), na inducao do crescimento em raizes de milho (Géuvea et al.,
1997) e na protecdo da morte celular em caso de injurias causadas por herbicidas
(Beligni e Lamattina, 1999). Recentemente foi relacionada a agdo do NO com o



processo de apoptose, no qual essa molécula seria uma das responsaveis pelo
desencadeamento de uma cascata que culmina com a morte celular programada
(Magalh&es et al., 1999; Durner et al., 1999; Durner e Kessing, 1999 e McDowell e
Dangl, 2000).

Apesar das diferentes fungdes que o NO possui em plantas, discute-se até
que ponto a producédo do NO € oriunda da atividade de provaveis enzimas tipo
NOS, recentemente clonadas em vegetais. Caro e Puntarulo (1998) sugerem que
o NO pode ser também produzido a partir do NO;™ oriundo da via redutase do
nitrato. Recentemente varios autores (Giba et al.,1998; Giba e Konjevic, 1999;
Yamasaki et al., 1999 e Wojtaszek, 2000) tém levantado essa hipdtese pelo fato
de que possivelmente um pool de NOs™ geraria um pool de NO™ via redutase do
nitrato, e este nitrito em meio acido (em alguns compartimentos celulares) poderia
gerar diéxido de nitrogénio, que por sua vez formaria o NO. Além disso, segundo
Wojtaszek (2000), o NO também poderia ser sintetizado nao enzimaticamente,
pela atuacdo da energia radiante (hv) nos carotendides que compde o sistema
fotossintético. Nos ultimos anos foram descritos relatos nos quais anticorpos que
reconhecem NOS de animais podem identificar antigenos em plantas que néao
possuem atividade tipo NOS, como descrito por Butt et al. (2002) e Lo et al.(2000),
reconhecendo dessa forma falsos positivos de isoformas NOS.

Por outro lado, existem evidéncias que suportam a existéncia de um
sistema enzimatico para a sintese de NO no reino vegetal, a semelhanca do que
acontece em animais. Alguns trabalhos destacam a atividade da NOS em células
vegetais, determinadas pela formacao de L-citrulina a partir de L-arginina (Martin
et al., 1995; Cueto et al., 1996; Ninnemann e Maier, 1996; Delledone et al., 1998 ;
Durner et al., 1998; Ribeiro Jr. et al., 1998, Ribeiro et al., 1999). A atividade NOS
observada em raizes noduladas de leguminosas foi atribuida a presenca de
Rhizobium spp. (Cueto et al., 1996). Foi sugerido que o NO estaria envolvido no
estabelecimento da simbiose como mediador na fixagcdo do N» atmosférico por se
ligar nos grupamentos heme localizados nos centro redox da leghemoglobina ou
fixL (Martin et al., 1998). Em outra importante observacao, de Garcés et al. (2001)
relatam a producdo de NO em plantas nocaute para a via redutase do nitrato,



durante o processo de apoptose em folhas de A. thaliana, demonstrando que o
NO foi produzido enzimaticamente.

2.3) Isoformas NOS em Plantas

Recentemente alguns autores sugeriram a existéncia de uma enzima tipo
NOS em plantas devido ao envolvimento deste radical na ativagdo das respostas
de defesa (Durner e Klessig, 1999, Durner et al., 2001) e da reacao imunoldgica
entre anticorpos especificos para NOS de mamiferos e proteinas de plantas
(Ribeiro et al., 1999; Barroso et al., 1999, Corpas et al. 2001). Sabe-se também
que a atividade NOS de plantas origina-se da mesma forma que as de NOS de
mamiferos, havendo uma diferenca na sensibilidade da NOS de plantas aos
inibidores especificos da NOS de mamiferos. Além disso, em mamiferos a
atividade NOS é dependente do cofator tetrahidro-L-biopterina, cuja sintese ainda
néo foi descrita em plantas. Com a conclusdo do genoma A. thaliana, foi descrito
em 06/2000 nos bancos de dados duas regides do DNA desta planta que possam
codificar proteinas homoldgas as isoformas neuronais de Rattus novergicus e de
Helix pomatia. Entretanto, a NOS de Helix pomatia nao apresenta similaridade
com as demais NOS descritas na literatura, possuindo uma massa molecular de
60 kDa, embora apresente atividade dependente de Ca*™ e de NADPH, sendo
inibida por N(G)-nitro-L-arginina (L-NNA) e por EGTA (Huang et al., 1997). Essa
isoforma NOS foi recentemente clonada e caracterizada em plantas por Guo et al.
(2003), confirmando que o NO pode ser gerado enzimaticamente em plantas.

2.4) Envolvimento do NO na resposta ao ataque de fitopatéogenos.

Recentes evidéncias sugerem que uma enzima tipo NOS esta envolvida no
mecanismo de defesa de plantas ao ataque de patégenos. Plantas atacadas por
determinado patégeno, para o qual apresentam resisténcia, desenvolvem uma
reacao de hipersensibilidade que é caracterizada por uma necrose local do tecido.

Essa reacdo inicialmente acontece por meio do desencadeamento de um



processo conhecido como “burst oxidative”, que consiste na producao acentuada
de espécies reativas de oxigénio (EROS), como o radical superoxido (O2) e o
peroxido de hidrogénio (H>O2) (Roncato,1997; Schimidt et al., 1998; Kochet al.,
1998; Lamb & Dixon, 1997; Cazalé et al. 1998, Alvarez et al., 1998). Também sao
notadas mudancas no fluxo de ions e na estrutura da parede celular (Schaller e
Oecking, 1999; Harding e Roberts, 1998; Tenhakem e Ribel, 1998; Chung, et al.,
1997; Mensen, et al, 1998; Bredley, et al., 1994), a inducdo na expressdo de
varios genes da planta envolvidos na protecao e defesa celular (Levine et al.,
1994; Jabs et al., 1997), e inicio do processo de morte celular do hospedeiro
(Lamb & Dixon, 1997; Levine et al., 1994). Apds o burst oxidativo, que “per se” nao
confere a reacao hipersensitiva (Hammond-Kosak e Jones 1997; Parker e
Colemam, 1997; Glazener et al., 1996), ocorre a producao de fitoalexinas, que tém
acao microbicida, e a expressdo de outros genes de defesa celular com a
finalidade de aumentar ainda mais a resisténcia da planta ao patégeno (Halveson
e Stacey, 1986; Kuc’, 1995; Gestelem et al. 1998; Kristensem et al. 1997; Jabs et
al., 1997; Levine et al., 1994).

A primeira evidéncia de que o NO poderia estar envolvido no mecanismo de
defesa contra o ataque de fitopatégenos foi apresentado por Noritake et al. (1996).
Esses autores observaram que a aplicagdo exdgena de compostos doadores de
NO em tubérculos de batata € capaz de induzir a producao da fitoalexina risitina.
Eliciadores preparados a partir da parede celular do fungo Phytophthora infestans,
ao qual a variedade de batata utilizada apresenta resisténcia, também foram
capazes de induzir a produgdo de risitina, que nao foi inibida por substancias
capazes de quelar o NO. Esses resultados sugeriram aos autores que a via de
sinalizacao desencadeada por NO nao seria exatamente igual aquela estimulada
por elicitores. Alguns estudos sugerem que o NO é necessario para que ocorra
uma maximizacgao das respostas hipersensitivas. Foi observado que inibidores das
NOS comprometem a resposta de folhas de A. thaliana ao ataque de
Pseudomonas seringae (Delledone et al., 1998). Observou-se também que plantas
de fumo resistentes ao TMV possuem atividade NOS, e que doadores de NO ou a
inoculacdo das plantas com NOS de mamiferos induzem a expressado de genes
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para a sintese de proteinas de defesa como a fenil alanina aménia liase (PAL) e
as proteinas de resisténcia PR (Durner et al. 1998).

Foi demonstrado ainda que a producao de fitoalexinas é induzida de forma
dose-dependente por doador de NO (SNP), assim como por eliciadores oriundos
do fungo Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionallis (Costa-Netto et al., 1999;
Modolo et al., 2000, Modolo et al., 2002), e que pelo uso de inibidores da NOS de
mamiferos (L-NAME e AMINOGUANIDINA) notou-se um decréscimo na produgéao
de fitoalexinas, a excecado dos tratamentos nos quais se usaram os doadores de
NO (Modolo et al., 2002).

Da mesma forma na qual ocorre em células animais, os dados de literatura
mostram que também em plantas o NO, dependendo da sua concentragdo, pode
ser um agente protetor ou tdéxico para as células. O equilibrio dessa concentragao
pode determinar se ha ou nao sintese das substancias de defesa ou inducédo da
morte celular programada. Esses resultados representam fortes evidéncias de que
o NO pode ter um papel fundamental no mecanismo de resisténcia de plantas ao

ataque de patégenos.

2.5) Resposta de plantas ao frio

O frio € um fator ambiental que freqlientemente desfavorece as condi¢des
ideais para a maioria das plantas em uma longa distribuicao geografica dos solos
cultivados (Levit, 1980). A produtividade das plantas pode ser afetada de acordo
com a tolerancia de cada espécie ao resfriamento (temperaturas acima de 0 °C)
ou ao congelamento (temperaturas abaixo de 0 °C).

Durante o processo de queda de temperatura varias mudancas sao
observadas devido aos efeitos diretos e indiretos do frio seja na expressdo de
genes ou na quantidade de sinalizadores celulares. Entre elas pode-se citar o
aumento de endoglucanases e quitinases que auxiliam na diminuicdo do dano
causado pelo congelamento da agua no apoplasto em folhas de centeio de
inverno (Xiao-Ming e Giriffit, 1999); a acumulacao de prolina e acucares afim de
manter o potencial osmaotico sem levar as células a morte (Xin e Browse, 1998), ou
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ainda alterecbes no particionamento de amido e sacarose recorrente da
capacidade fotossintética em redirecionar o fluxo de carbono, aumentando a
producdo de sacarose e de fosfato inorganico (Strand, et al., 1999). Outra
importante informagdo descrita pela literatura € com relacdo a atuacdo do
fotossistema Il, luz e baixa temperatura, pois o gene WCS19 atua na diminuicao
da excitacdo desse fotossistema em condi¢cdes de baixa temperatura, inibindo
dessa forma a fotoxidacdo dos cloroplastideos. Essa proteina cloroplastidica é
encontrada nos estromas de plantas de trigo, sendo observadas melhores
respostas a plantas aclimatadas ao frio quando ocorre um aumento na expressao
dessa proteina. Interessantemente essa proteina possui similaridade com
proteinas do grupo 3 LEA que também conferem maior tolerdncia a baixas
temperaturas e inclusive ao congelamento em cultivares de centeio e trigo. Plantas
transgéncias de arabidopsis que superexpressaram o gene WCS19, aclimatam-se
melhor ao frio que plantas selvagens, segundo Ndong et al., (2002). Também sao
relatadas respostas ao frio pela acdo de fitocromos devido aos dias curtos
propiciados no inverno, por ativar vias induzidas por ABA, estimulando a
expressao de deidrinas em plantas que superexpressaram o gene PHY-A (Welling
et al., 2002).

Um importante fator na resposta ao frio € a variagdo no conteudo de célcio
livre no citossol das células (Russell et al., 1996), reqgulada pela acao de canais de
Ca™ no vacuolo (Knight e Knight, 2000) ou pela modificacdo da sinalizagado celular
via IP; em folhas de arabidopsis (Knigth et al., 1996; De Nisi e Zocchi, 1996).
Também sao relatadas mudancgas na concentracdo de Ca*™ no nucleo, orientando
dessa forma a expressao génica em resposta ao frio via calmodulina, que foi
demonstrado pela monitoracdo da expressao do gene NpCaM-1 e NpCaM-2 em
tabaco (Luit et al., 1999), ou ainda pela acdo do Ca™ no fechamento estomatico
independente da sinalizagdo via ABA como constatado por Wilkinson et al., (2001)
em folhas de Commelina comunis.

Uma resposta comum a adaptacao ao frio é a producao de radicais livres e
H-O> que acumulam em altas concentragdes quando comparado ao metabolismo
normal (Prasad et al. 2001). Assim, € importante o balango entre a producéo de
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radicais livres e a atividade dos sistemas anti-oxidantes das plantas, como por
exemplo o conteudo de glutationa e glutationa redutase, que conferem maior
protecéo ao frio em plantas de milho (Kocsy et al., 2001). A distribuicdo espacial
das enzimas envolvidas no metabolismo de defesa e producao de radicais livres
entre as diferentes estruturas anatdmicas como as células da bainha vascular e do
mesofilo demonstram que em plantas de milho a fonte e o dreno das espécies
reativas de oxigénio sao importantes na tolerdncia a baixas temperaturas. Foi
observado que a diminuicdo da temperatura reduz o conteddo de enzimas anti
oxidantes nas células da bainha vascular de plantas de milho, conseqlientemente
dificultando a aclimatacdo de plantas de milho ao frio (Pastori et al., 2000).
Recentemente Lee et al. (2002) mostraram que mutantes de uma proteina similar
ao complexo | da cadeia respiratéria altera a expressao de varios genes nucleares
relacionados ao frio, como Cor15A, Cor47, Kinl e RD29A. Esses mutantes
acumulam espécies reativas de oxigénio, que solubilizam membranas e
conseqlentemente permitem a passagem de corrente elétrica através das
membranas, diminuindo assim a tolerancia ao frio. Outros fatores adjacentes ao
metabolismo aerdbico e a producao de EROS também sao afetados em resposta
ao frio, como a atividade de ATPases em plantas de abdébora (Ahn et al., 2000) e
do aumento na expressao de proteinas desacopladoras de mitocondrias (Maia et
al., 1998).

A acéo e o papel dos fitohormbnios em resposta ao frio € um tépico que tem
recebido grande atencdo. Sabe-se que o etileno esta envolvido na resposta ao
congelamento por controlar a expressdao de genes em folhas de Centeio de
inverno (Yu et al, 2001). Outro fitohormonio muito estudado pela sua participacéao
em resposta ao frio € o ABA, que aumenta o seu nivel endégeno em cereais de
inverno (Lalk e Dorffling, 1985; Veisz et al., 1996), e estimula a sintese de novo de
proteinas em resposta ao frio (Guy et al., 1990; Welbaum et al., 1997; Hughes e
Dunn, 1996). Sao observadas também mudancas na reorganizacao do
citoesqueleto (Khokhlova et al., 1997) e na estabilidade das tubulinas
(Puhakainen, 1995), sendo sugerida uma despolimerizacdo dos microtubulos

como causa da injuria por frio. No entanto, o mesmo néo foi observado em plantas
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de algodao tratadas com ABA (Rikin, et al. 1983, e Olinevich et al. 2000) onde
mostraram que o ABA diminui a estabilidade celular em trigo, promovendo
alteracdes no citoesqueleto. J&4 Ukaji et al. (2001), demonstram que a proteina
WAP27 é similar ao grupo 3-LEA, expressa sazonalmente em amora, sendo
induzida por ABA e encontrada em maior quantidade nos parénquimas de acordo
com a intensidade do estresse dose dependente, nao sendo detectada no verao.

Nos ultimos anos aumentou-se o interesse em descobrir e caracterizar
novos genes e promotores envolvidos nas respostas de plantas ao frio. Nesse
aspecto merecem destaque genes similares aos conhecidos COR e seus
promotores, que possuem uma repeticdo chamada de DRE/C e séo regulados por
uma via independente de ABA (Yamagushi-Shinozaki e Shinosaki 1994, Stckinger
et al., 1997). A mutacdo do gene HOS 1 de A. thaliana promoveu a inducao de
genes expressos em resposta ao frio mesmo em temperaturas normais, como 0s
genes RD29A, COR47, COR15A, KIN 1 e ADH. No entanto verificou-se também
que esses genes sao induzidos via ABA e por estresses que causam
desidratacdo, como o estresse hidrico e polietileno glicol. Essa resposta em
mutantes HOS 1 indica que esse gene pode ser um regulador negativo no sinal de
transducado em resposta ao frio em plantas, por controlar a expressdo de genes
relacionados a aclimatacdo, congelamento e o tempo de florescimento de plantas
de arabidopsis (Ishitani, et al., 1998).

Dentre os genes COR destaca-se a fungdo do gene COR15A de A.
thaliana, que atua diretamente na crio-protecao de cloroplastideos, inibindo que as
camadas de lipideos entrem em colapso como ocorre na maioria das plantas néo
aclimatadas (Steponkus et al., 1993, 1998). A super expressao do gene COR15A
aumentou a expressao de outros genes COR como o COR6.6, COR47 e CORY7S.
No entanto, é observada a expressdo desses genes em temperaturas normais
devido a acdo de fatores de transcricdo chamados de “CBF” (Shinwari et al.,
1998). A superexpressao do fator de transcricdo CBF1 em Arabidopsis mostrou a
ativagdo da expressdo dos genes COR, conferindo maior toleréancia a plantas
quando expostas a baixas temperaturas (Jaglo-Ottosen et al., 1998). Mutacdes no
fator de transcricio CBF1 induziram a expressdo de genes relacionados a



14

resposta ao frio e no fluxo de Ca™ (Knight, et al., 1999). A superexpressao do fator
de transcricdo CBF3 em arabidopsis provocou um aumento na expressao do fator
de transcricao CBF1 ativando a expressao dos genes COR (Kasuga et al., 1999).
Recentemente Gilmour et al., (2000) mostraram que os genes CBF realmente
induzem uma rapida resposta a baixas temperaturas, pois a expressao de CBF3
em plantas transgénicas de arabidopsis induzem a expressado dos gene COR em
plantas ndo aclimatadas, ocorrendo um aumento de prolina e agucares soluveis
totais como sacarose, rafinose, glicose e frutose. Em plantas de arroz os genes
DREB1A/1B/1C/1D e 2A foram descritos, sendo que os genes 1A e 1B foram
induzidos por frio e o gene 2A induzido por desidratacdo e estresse salino.
Quando o gene DREB 1A de arroz € superexpresso em arabidopsis observa-se
um aumento na tolerancia ao congelamento, ao estresse salino e a desidratacao
das plantas transformadas, indicando a similaridade de funcéo entre os genes de
arabidopsis e arroz, inclusive por controlar a expressao dos genes COR15A,
RD29A, KIN1 e KIN2 (Dubouzet, et al., 2003).

A andlise da reposta do transcriptoma com microarranjos mostrou que ha
uma grande similaridade na inducdo de genes induzidos por frio e por
desidratacao (Seki et al., 2001), segundo os autores isso acontece porque o fator
de transcricdo DREB1A modula a inducdo desses genes independente do tipo de
estresse que o induziu. Foram encontrados 16 genes em ambos 0s casos, entre
eles RD29A, COR15A, KIN1, KIN2, RD17. Em cana de acucar, com o0 uso de
macroarranjos foram encontrados 34 novos genes que respondem a baixas
temperatura. Dentre eles genes NAC similares aos genes NAC4 e NAC6 de arroz,
genes que codificam enzimas do sistema antioxidante como a xantina
desidrogenase e superoxido dismutase; enzimas que atuam na sintese de
carboidratos junto ao sistema fotossintético como piruvato ortofosfato diquinase,
enzima mdlica dependente de NADP e transportador de agucar. Também foi
observado um aumento na expressao de genes envolvidos com a parede celular
(celulose sintase), elementos de ligacao ao DNA (OCSBF-1), e fatores ligados ao

desenvolvimento celular, como o gene ABI3 (Nogueira et al., 2003).



15

2.6) Processo de transformacao de plantas via Agrobacterium tumefaciens

Ha muitos anos as plantas cultivadas vém sendo manipuladas pelo homem
por meio do melhoramento classico. No entanto, plantas transformadas
geneticamente pelo homem s&o recentes, e se iniciaram através de uma nova
abordagem: o uso das técnicas do DNA recombinante. Dessa forma foram
superadas algumas limitacdes dos métodos de melhoramento genético classico,
como a redugao do pool génico e a incompatibilidade sexual. Assim, genes que
codificam caracteres de interesse podem ser identificados e inseridos em
variedades bem estabelecidas e economicamente importantes, além de abrir
possibilidades ilimitadas para estudos da fungao dos genes.

O estabelecimento de plantas transgénicas com novas caracteristicas é de
suma importancia, pois nos permitem avaliar modifica¢cdes fenotipicas, visando o
melhoramento de caracteristicas agrondmicas e de qualidades nutricionais. Além
disso, permite a utilizacdo de plantas como bioreatores afim de se produzir
produtos terapéuticos e de interesse industrial.

Um dos processos utilizados para se obter plantas transgénicas é a
infeccdo por Agrobacterium tumefaciens. Essa bactéria tem a capacidade de
transferir parte do DNA do seu plasmideo Ti para o0 genoma das plantas que sao
suas hospedeiras (Hoekema et al., 1983; Rogers,et al., 1986). Esse método
possui a deficiéncia de nao ser eficiente em um grande grupo de plantas,
especialmente as monocotiledbneas que apresentam recalcitrancia a
agroinfecgdo, provavelmente por ndo serem hospedeiras naturais de
agrobactérias (Klein et al. 1987). No entanto, recentemente tem-se aumentado a
eficiéncia de transformacao e diminuido o tempo necessario para se obter plantas
transformadas por agrobactéria, como descrito por Brasileiro e Dusi, (1998).

Dentre as plantas cultivadas, a A. thaliana destaca-se por possuir pequeno
porte, ciclo de vida curto, genoma pequeno com poucas seqliéncias repetitivas de
DNA, facil manuseio e alta susceptibilidade a Agrobacterium tumefaciens,
propiciando bons indices de transformacédo (Estelle e Somerville, 1986). Varios
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métodos foram desenvolvidos para se obter plantas de arabidopsis transformadas
via agrobactérium, como infiltracdo a vacuo (Benchtold, 1993), transformacao em
tecidos radiculares e regeneracdo de plantas (Valvekens, et al., 1988), e
recentemente pelo uso de detergentes para infiltracdo sem o uso de bombas a
vacuo e co-cultura (Coulgh e Bent, 1998; Desfeux et al., 2000), facilitando o
manuseio e a selecao de plantas transformadas.

2.7) Analise de promotores via atividade GUS

O gene GUS codifica a enzima beta glucuronidase, e € comumente usado
como gene marcador, principalmente devido a simplicidade, rapidez e
versatilidade dos métodos de deteccao da atividade enzimatica. Adicionalmente, a
maioria das plantas nao apresenta atividade enddgena significante, e o ensaio
possui boa sensibilidade e é de facil utilizacao (Brasileiro et al., 1999). Além disso,
a atividade GUS n&o requer co-fator, é bastante estavel, resistente a diversos
solventes e detergentes, e é ativa em uma ampla faixa de pH (5,0 a 9,0). A beta
glucuronidase pode ser fusionada a outras seqiéncias podendo ser transportada
para organelas como por exemplo cloroplastideos (Jefferson & Wilson, 1991).

A beta glucuronidase € uma hidrolase que catalisa a clivagem de uma
grande variedade de beta glucuronideos, disponiveis comercialmente como
substratos epectrofotométricos, flourimétricos e histoquimicos. A presenca ou
auséncia de GUS pode ser detectada, por intermédio da avaliacdo histoquimica,
adicionando-se um substrato cromogénico o X-GLUC (5-bromo-4-cloro-3-indol
glucuronideo), o qual sob acdo da enzima forma um precipitado azul, resultado da
dimerizacao do produto da hidrélise do X-GLUC.

A beta glucuronidase possui como desvantagens os ensaios destrutivos, ou
ainda por haver algumas espécies e tecidos apresentarem atividade GUS
detectavel, mesmo sendo esta muito inferior a observada em plantas transgénicas
(Plegt e Bino, 1989; Hodal et al., 1992 e Twell et al., 1989). Segundo Jefferson et
al. (1986), a atividade GUS é uma ferramenta importante para a analise de
promotores e na verificacdo da eficiéncia de transformacdo. O autor ainda
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menciona que a atividade GUS tornou-se amplamente utilizada como gene
repérter na avaliacdo da transformagdo de plantas, como por exemplo na
avaliacao de plantas de Arabidopsis transformadas para o estudo da biossintese
de lisina (Cracium, et al., 2000), na avaliacdo de recombinacdo homdloga de
plantas que expressam a resolvase de bactéria (Shalev et al.,, 1999), na
caracterizagdo de uma nova glucanase em soja responsiva ao ataque de
patdgenos (Cheong et al., 2000), na verificacdo da eficiéncia de transformacao de
embrides de milho transformados por bombardeamento (Kemper et al., 1996) e na
avaliacao da expressao transitéria do promotor Hrgp de milho (Menossi et al.,
1997, 2003).

2.8) Localizacao subcelular de proteinas fusionadas a GFP

A GFP (Green Fluorescent Protein) € uma proteina cujo gene foi clonado
inicialmente na agua viva Aequorea victoria, que possui a capacidade de absorver
luz azul/violeta (entre 395 e 470 nm) e emitir fluorescéncia no comprimento de
onda do Verde (508 nm). Isso acontece devido a presenca de um cromoforo
formado por ciclizacao e oxidacao de polipeptideos que compde a estrutura da
proteina tornado-a estavel (Morin e Hastings, 1971, Morise, et al. 1974, Heim et
al., 1994, Shimomura, 1979, Ward et al., 1980).

Gracas ao seu pequeno tamanho (em torno de 238 residuos de
aminoacidos) e a sua natural funcdo de converter luz azul em
quimioluminescéncia a GFP tornou-se um importante gene reporter utilizado em
Escherichia coli (Chalfie et al., 1994, Inouye e Tsuji, 1994, Crameri et al., 1996),
Caenorhabditis elegans (Chalfie et al., 1994), Levedura (Beach e Bloom, 2001),
Drosophila melanogaster (Wang e Hazelrigg, 1994), em tecidos de mamiferos
(Olson et al., 1995, Brand, 1995) e em plantas (Wei e Cheng, 1995, Niedz et al.,
1995, Haseloff et al., 1997).

Em plantas a GFP pode ser detectada in vivo em células, tecidos ou érgaos
0 que se torna vantajoso quando comparado com outros genes repérteres como
GUS, e Luciferase (Niedz et al., 1995). Além disso, a GFP é mais estavel que as
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proteinas anteriores e somente pode ser desnaturada em condigcbes extremas
(Ward e Bokman, 1982).

A GFP ja foi utilizada como gene reporter em protoplastos de Citrus
sinensis (Niedz, et al., 1995), em mutantes de mono e dicotiledéneas (Reichel et
al., 1996), na localizacdo subcelular de mitocéndrias (Kbhler et al., 1997), na
investigacao de alvos de RNA polimerases em mitocondrias e cloroplastos de A.
thaliana (Hedtke et al., 1999), no estudo de tamanho, formas e dindmica de
mitocondrias em A. thaliana (Logan e Leaver, 2000), na regulacdo da
fotomorfogénese de A. thaliana pelo gene COP1 (Yamamoto et al., 2001), ou
ainda no estudo da acdo da calreticulina em suspensao de células de milho
(Persson et al., 2002) entre outras.

Dessa forma a GFP atualmente é considerada um gene repérter estavel e
muito importante por permitir a visualizagdo de proteinas in vivo, assim como a

localizac&o sub-celular do alvo em algumas organelas.
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3) OBJETIVOS:

Este trabalho tem como objetivo aprofundar o conhecimento a respeito da
acao do 6xido nitrico em plantas. Assim, pretende-se caracterizar um gene de
Arabidopsis thaliana que codifica uma NO sintase, bem como descrever as
alteracdes na expressao génica em cultura de células de cana de agucar expostas
a doadores de NO.
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4) MATERIAL E METODOS
4.1) Material bioldgico e tratamentos

Em todos os ensaios foram usadas plantas de A. thaliana ecotipo Columbia
(Col-0). As sementes de arabidopsis foram embebidas em agua estéril por 1 hora
e esterilizadas com etanol 70% por 2 minutos e agua sanitaria 40% por 20
minutos, seguido de 6 lavagens com agua estéril. As sementes foram entédo
plagueadas em meio MS (Murashige e Skoog, 1962; vide abaixo), repicadas
semanalmente até a quarta semana de idade, e entdo foram coletados amostras
de tecidos ou se iniciou 0s experimentos de analise da expressao génica induzida
pelo frio. O ensaio de resposta ao frio consistiu em se manter as plantas a 4 °C em
camara de crescimento com fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas de escuro
de acordo com o descrito por Maia et al. (1998), procedendo-se as coletas com 3,
6, 12, 24 e 48 horas apds a exposicao ao frio e tratamento controle a temperatura
de 19 °C coletado com 24 horas apds o inicio dos tratamentos.

Foram usados dois meios de cultura em A. thaliana:

a) MEIO MS: Apéds a esterilizacdo as sementes foram plaqueadas em meio MS
(Murashige e Skoog, 1962) meia forca, composto por 2,15 g/L de sais MS (Gibco,
EUA), 1 mL/L de vitaminas do meio B5 (Gamborg, 1966), 5 g/L de sacarose e
0,8% de agar purificado (select agar — Gibco, EUA), ajustados para pH 5,7 com
NaOH.

b) MEIO MS de SELECAO: E o meio MS acrescido de 50 pg/mL de canamicina.

Para os ensaios biol6gicos com cana-de-agucar (Saccharum spp.) foi usado
o cultivar SP80-3280. Os calos foram obtidos a partir de folhas jovens pela
Cooperativa dos Produtores de Cana, Aclcar e Alcool do Estado de Sdo Paulo
Ltda (Copersucar). As células foram cultivadas in vitro em meio MS liquido
(Murashige e SKoog, 1962) com vitaminas do meio B5 (Gamborg, 1966), 3 mg/L
de 2,4 D, 20 g/L de sacarose, 150 mg/L de acido citrico e com pH ajustado para
5,7, com trocas a cada 7 dias. Apds 21 dias sob agitacdo a 110 rpm as células
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foram peneiradas afim de se obter uma cultura padronizada em 0,6 mm de
diametro.

O doador GSNO foi sintetizado a partir de Glutationa (y-Glu-Cys-Glu, GSH),
HCI, Nitrito de Sdédio (NaNOy), acetona e éter etilico (Sigma Chemical, EUA). Em
todas as solugdes usadas no preparo do GSNO foi utilizado agua Milli-Q (Millipore,
EUA) com sistema de filtracdo em gradiente. O S-nitrosoglutathione (GSNO) foi
sintetizado a 25 °C pela relacdo equimolar de glutationa reduzida (GSH) na
concentracdo de 200 mmol L™, com solugéo de nitrito de sédio a 0,5 mol L™ HCI,
de acordo com a metodologia descrita por Hart (1985). A solucéo final foi resfriada
em banho de gelo com agitacdo por 40 minutos e precipitada com acetona. O
solido obtido foi filtrado e lavado 5 vezes em 5 mL de 4gua gelada, 5 vezes com 5
mL de acetona e 3 vezes com 1 mL de éter etilico e liofilizada por 24 horas. O
GSNO foi obtido na forma de cristais estaveis e puros, e armazenado em frascos
protegidos da luz. Uma solucao estoque de GSNO foi preparada dissolvendo o
GSNO so6lido em tampéo tris-HCI pH 7.0.

O aumento espontdneo de NO livre em solugées aquosas de GSNO é
caracterizada pelo monitoramento da diminuicdo de concentracdo de GSNO
espectrofotometricamente, em um espectrofotdmetro (Hewlett Pachard, mod.
8435, Palo Alto, CA) com arranjos de diodo e controle de temperatura. Monitorou-
se as mudancas de concentracdo do GSNO pela absorbancia em 545 nm a cada
10 minutos, a 25 °C de acordo com de Oliveira et al., 2002. A diminuicdo da
absorcao de GSNO a 545 nm permite associar a quebra da ligagdo homolitica da
ligacdo S-N (Shishido 2000), de acordo com a equacgao:

2RS NO==RS - SR + 2NO (.)

A quantidade de NO liberado neste tempo pode ser calculada pela mudanca de
concentracao do GSNO de acordo com:

[NOJ; = [GSNO], — [GSNO]; = (Ao/easno) — (Areasno) (-)
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Onde A, e A; sdao as absorbancias das solucées monitoradas por um tempo t,
respectivamente e ggsno € 0 coeficiente de extingdo molar do GSNO em 545 nm,
como descrito anteriormente (de Oliveira, 2002).

As células foram divididas em 24 erlenmeyers contendo 50 mL de cultura
de células. Apés uma semana o doador de NO (GSNO) foi adicionado de modo a
possuir concentracao final de 0,1 mM; 1,0 mM e 5,0 mM, todos em ftriplicata. Ap6s
e 6 horas as células foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido sem a

presenca do meio de cultura.

4.2) Clonagem do gene HHP

A clonagem foi realizada a partir de RNA total de tecidos foliares de A.
thaliana (Col-0) por reagdo de RT-PCR. A transcricdo reversa foi feita com o
oligonucleotideo 5°'GTG AGA TTG TAA CCC TTT3. 10 pug de RNA total
juntamente com o oligonucleotideo para RT foram desnaturados a 70 °C por 10
minutos, e apo6s resfriamento foram adicionados DTT, RNA GUARD, Tampao,
4DNTP e MgCl, nesta ordem respectivamente. Em seguida a reacdo de
transcricdo reversa se iniciou com a adicdo da enzima transcriptase reversa
(Superscript Il, Invitrogen, EUA), e incubagédo a 42 °C por 50 minutos. Apos a
incubacao a reacgao de transcrigdo reversa foi inativada a 60 °C por 10 minutos.

A partir do cDNA foi realizada a reacdo de PCR com oligonucleotideos
Sense_ HHP 5° TCA Gcc atg gCG CTA CGA ACA CTC TCA ACG 3 e
Asense_HHP 5°Gga att cTT AGA AGC ACA CCC AGT TCT TTC TGC 3’ que
flanqueiam a regido codificadora do gene. Os iniciadores contém os sitios de
restricdo para as enzimas Nco | (sublinhado e minuscula) e Eco Rl (mindscula), de
forma a permitir a clonagem no vetor de expressdo pRT104 (vide adiante). O DNA
foi amplificado e clonado em pGEM-T easy (Promega, EUA), originando a
construcado pGTHHP. A construgdo foi confirmada por digestdo em sitios de

restricdo que permitiram observar a orientacdo do cassete de expressao.
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4.3) Sequenciamento

As reacbes de sequenciamento foram realizadas com 500 a 800 ng de DNA
plasmidial, 5 pmoles de oligonucleotideo iniciador apropriado e 4 uL de mistura de
reacao de Big Dye Terminator (ABI-PRISM, EUA) em um volume final de 15 uL.

O perfil de amplificagao foi de 96 °C por 1 min e 30 s seguido de 25 ciclos
de 96 °C por 12 s 50 °C por 6 s e 60 °C por 4 min. Os produtos das reacdes foram
purificados adicionando-se 80 uL de isopropanol 75% incubando-se a temperatura
ambiente por 15 min, e centrifugando-se por 20 min a 15000 rpm. Aos precipitados
foram adicionados 250 uL de isopropanol 75%, centrifugando-se por mais 5 min.
Os precipitados foram secos e ressuspendidos em 15 uL tampéao de corrida sendo

aplicados em sequienciador ABI PRISM 310.

4.4) Extracao de RNA

Tecido dos érgaos raiz, caule, peciolo, folha, flor, vagem verde e sementes
de arabidopsis foram usadas na extracdo de RNA. Nos ensaios de indugéao por frio
foi extraido RNA da parte aérea das plantas. Em ambos os casos os tecidos foram
macerados em nitrogénio liquido e embebidos em 700 uL de tampao de extracédo
(8 M guanidina HCI, 50 mM de Tris HCI pH 8,0, 20 mM de EDTA pH 8,0, 50 mM
beta mercaptoetanol) sob leve agitacdo por 3 min. Apés a embebicao foram
adicionados 700 uL de Fenol:Cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1) e as amostras
agitadas vigorosamente em agitador tipo vortex. As amostras foram centrifugadas
por 15 min a 4 °C e a fase superior foi transferida para um novo tubo. Foi
adicionado 1 volume de cloroférmio:élcool isoamilico (24:1) seguido de uma
homogeneizacao vigorosa em vortex. As amostras foram novamente centrifugadas
por 15 min a 4 °C e a fase superior transferida para um novo tubo. O RNA foi
precipitado por duas horas a —20 °C em 0,2 volume de acetato de sédio 3 M pH
5,2 e 1 volume de etanol absoluto, sendo que apds essa incubacdo as amostras
foram centrifugadas por 10 min a temperatura ambiente e o precipitado lavado
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duas vezes com etanol 70%. O RNA foi seco a temperatura ambiente e
ressuspendido em 10 a 30 uL de agua DEPC, de acordo com o descrito por
Longemann et al., (1987).

Para a sintese de cDNA utilizada nos ensaios com cana de agucar o RNA
total foi extraido pelo uso de Trizol (Invitrogen, EUA), de acordo com as instrucdes
fornecidas pelo fabricante para extracdo de RNA em presenca de polissacarideos
oriundos dos tecidos de origem.

4.5) Transferéncia de acidos nucléicos para membranas de nailon

4.5.1) Géis de RNA

Aproximadamente 10 ug de RNA total de cada amostra foi submetido a uma
corrida eletroforética em gel de agarose contendo formaldeido. O gel foi incubado
por 10 minutos em agua DEPC em temperatura ambiente € 10 min em SSC 10X
para posterior transferéncia em membranas de nailon Hybond N+ (Amersham
Biosciences, EUA) por capilaridade. As membranas foram fixadas em estufa por
duas horas a 80 °C.

4.5.2) Macroarranjos de DNA

A confeccdo dos macroarranjos de DNA ocorreu a partir das amostras de
cDNA preparadas apés lise de bactérias E. Coli contendo os plasmideos de
bibliotecas de EST de cana de agucar do projeto SUCEST (Vettore et al., 2001).
O DNA foi fixado em membrana de nailon possuindo 3840 e 2304 genes aleatérios
de folha e raiz respectivamente, em membranas com 22,2 X 22,2 cm através
do wuso de um robé6 Q-Bot (Genetix, EUA) no BCCCenter
(http://bceeenter.fcav.unesp.br) que gerencia os clones do projeto SUCEST.

Todos os spots foram re-arranjados e fixados em duplicata nas membranas.
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4.6) Marcacao radioativa de sondas
4.6.1) Sondas para northern blot

O produto de PCR do gene HHP, amplificado com dligos que flanqueiam a
ORF (Sense HHP e Asense HHP) foi marcado com dCTP[**P] por meio da
técnica de “random priming”, utilizando o kit Read to Go, segundo as condi¢des
sugeridas pelo fabricante (Amersham Biosciences, EUA). A sonda foi purificada
em mini coluna Probe Quant G50 (Amersham Biosciences, EUA).

4.6.2) Sondas de cDNA para macroarranjos

Nos macroarranjos de DNA, a quantidade de cDNA presente em cada spot foi
estimada através de uma sonda composta por oligonucleotideos especificos para
0 gene que codifica a enzima que confere resisténcia ao antibiético ampicilina,
presente no vetor pSPORT1 (Invitrogen, USA) utilizado na construcdo das
bibliotecas do SUCEST. Esta sonda, designada overgo, € sintetizada a partir dos
primers 5- GTG GTC CTG CAA CTT TAT CCG C -3’ e 5- TAG ACT GGA TGG
AGG CGG ATA A-3 na presenca de a-dCTP[**P]. A hibridagdo com esta sonda
overgo foi realizada por 16 h a 58°C, de acordo com o protocolo descrito por J.D.
McPherson (http://www.tree.caltech.edu/protocols/overgo.html). Apds a deteccao

da radiacdo as sondas foram retiradas por incubacao em solucdo de SDS 0,1%
fervente por 5 minutos duas vezes e armazenadas.

A sintese das sondas com a-dCTP[**P], pré-hibridacéo, hibridagdo e lavagens
foram realizadas de acordo com o descrito por Schummer et al (1999), exceto por
purificar as sondas marcadas radioativamente em colunas G-50 (Amersham

Biosciences, USA) antes da hibridagao.
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4.7) Hibridacao das membranas de RNA e dos macroarranjos

A pré-hibridagédo e a hibridagdo foram realizadas segundo Sambrook et al,
(1989). Depois de umedecida em 2 X SSC, a membrana foi colocada em um tubo
de hibridacao, onde foi adicionada a solu¢ao de pré-hibridacdo contendo 5X SSC,
5X Denhart’s (0,1% ficol, 0,1% polivinil e 0,1% albumina bovina fracdo V em
agua), 1% SDS, 50 mM de fosfato de sédio pH 6,8, 50% de formamida deionizada
e 100 ug/mL de solucdo de esperma de salmao desnaturado. A pré-hibridacéao
transcorreu a 42 °C por no minimo duas horas, sendo que, em seguida foi
substituida pela solucdo de hibridacdo (5X SSC, 5% sulfato dextran, 1% SDS,
50% formamida deionizada e 20 mM de tampéo fosfato de sédio pH 6,8) contendo
sonda previamente marcada e desnaturada por 5 minutos em agua fervente. A
hibridacéo foi realizada a 42 °C durante 24 horas.

Apoés a hibridagdo, a membrana foi lavada 20 min em 0,2 X SSC e 0,1% de
SDS a temperatura ambiente e, posteriormente, por 20 min a 65 °C na mesma
solucao.

A hibridacdo dos macroarranjos de DNA foi realizada tal como descrito por
Nogueira et al. (2003), com cDNA sintetizados a partir da transcricdo reversa de
30 ug de RNA total das culturas de células de cana de agucar expostas ao doador
de NO - GSNO nas concentracdes finais de 0, 0,1 mM, 1,0 mM, e 5,0mM,

marcados radioativamente.

4.8) Intensidade de sinal detectado em northern blot e macroarranjos

Nos estudos por northern blot, apdés as lavagens as membranas foram
seladas e expostas em Imaging Plates para posterior revelagdo. As imagens foram
obtidas por um FLA3000-G (Fuji Foto Filme, Japao) e quantificadas pelo software
Image Gauge (Fuji Foto Filme, Japao).

Ja nos macroarranjos, ap6s a hibridacdo, lavagens e selagem das

membranas, os macroarranjos foram expostos em Image Plates e apés 96 horas
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de exposicao as imagens geradas foram captadas pelo aparelho FLA3000-G
screen system (Fuji Foto Filme, Jap&o). A intensidade de radiagdo de cada spot
digitalizada em imagens foi convertida em intensidade relativa e quantificada pelo
uso do software Arrayvision™ (Imaging Research, Canada). A emissao de fundo
(background) local de cada spot foi subtraida de sua intensidade relativa. Os
dados foram manipulados com scripts desenvolvidos pela equipe de bioinformatica

de nosso grupo (https://ipe.comeg.unicamp.br).

4.9) Producao dos cassetes de expressao

Os cassetes de expressao foram construidos na base do vetor pCambia
2300 (CAMBIA, Australia) que possui o sitio multiplo de clonagem do vetor pUC18
e confere resisténcia a canamicina para a selecao de plantas transformadas, as

construcdes produzidas sdo descritas abaixo:

4.9.1) Cassete para superexpressao do gene HHP

O DNA do clone pGTHHP foi digerido com as enzimas Nco |l e Eco R | e
clonado no vetor pRT104 (Tépfer, 1987) previamente digerido com as mesmas
enzimas. O clone pRT_HHP foi digerido com Pst | para liberar o cassete de
expressao, que foi entdo clonado no vetor pCambia 2300 (CAMBIA, Australia)
previamente digerido com a enzima Pst .

A construcao foi confirmada por digestdo em sitios de restricao que

permitiram observar a orientacdo do cassete de expressao e por seqiénciamento.
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Figura 1) Mapa com a orientagdo da construcdo pRTHHP, realizada com
subclonagem a partir do plasmideo pRT104 (Tépfer, 1987) e finalizada em
pCambia 2300 (CAMBIA, Australia).

4.9.2) Cassete para silenciamento do gene HHP

As etapas de clonagem para a construgcdo do cassete antisenso do gene
HHP foram as mesmas descritas no item 4.9.1. No entanto, na digestdo dos
clones contendo o gene HHP em pGEMTeasy (Promega, EUA) selecionaram-se
clones que possuiam orientagdo inversa. Dessa forma foi produzido o cassete
antisenso em pRT 101 (Tépfer, 1987) e posteriormente em pCambia 2300
(CAMBIA, Australia), também confirmados por digestao e seqtienciamento.
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Figura 2) Mapa com a orientacdo da construcdo pAntisense, realizada com
subclonagem a partir do plasmideo pRT101 (Tépfer, 1987) e finalizada em
pCambia 2300 (CAMBIA, Australia).

4.9.3) Cassete para fusao promotor HHP:GUS

O promotor do gene HHP foi obtido por PCR com oligonucelotideos
iniciadores Senseprom_HHP 5" tct aga CTC CTT TAT ATG CAT CTT TGTTG 3" e
Asenseprom_HHP 5" gga tcc GTT CGT AGC GCCATT G 3" que flanqueiam a
regido promotora do gene, contendo em sua sequéncia sitios de restricdo para as
enzimas Xba | (sublinhado e minuscula) e Bam HI (mindascula). O DNA foi
amplificado e clonado em pGEM T easy (Promega, EUA) e digerido com as
enzimas Xba | e Bam HI sendo clonado no vetor pBl 101.2 (CLONTECH, EUA),
previamente digerido com as mesmas enzimas. A construgdo pHHPGUS foi

confirmada por seqlenciamento.
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Figura 3) Mapa com a orientacdo da construcao pHHPGUS, realizada em pBI
101.2 (CLONTECH, EUA).

4.9.4) Cassete para fusao HHP:GFP

A GFP foi clonada a partir do pCAMBIA 1302 (CAMBIA, Australia) por
Reacdo da Polimerase em Cadeia (PCR) com oligonucelotideos iniciadores
Sense_GFP 5" gag ctc ATG AGT AAA GGA GAA GAA G 3" e Asense_GFP 5’ tct
aga TTATTT GTA TAG TTC ATC CAT GCC 3. Esses 6ligos flanqueiam a regiao
codificante da mGFP5, contendo em sua seqUéncia sitios de restricdo para as
enzimas Sac | (sublinhado e minuscula) e Xba | (minuscula). O DNA foi
amplificado e clonado em pGEM T easy (Promega, EUA). A constru¢cdo pRTHHP
foi digerida com NCO | e SAC |, liberando um fragmento de 332 pb que foi
purificado e ligado ao fragmento GFP. O vetor pRT 104 (Topfer, 1987) foi entao
digerido com as enzimas NCO | e XBA | sendo clonado com a construgao
HHP_GFP, previamente digerido com as mesmas enzimas. A construcao
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pRTHHP_GFP foi digerida com a enzima PST | e clonada em pCAMBIA 2300
(CAMBIA, Australia). A construcdo pHHP_GFP foi confirmada por digestao pelo

uso da enzima HINC II.
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Figura 4) Mapa com a orientagdo da construcdo HHPGFP, realizada com
subclonagem a partir do plasmideo pRT104 (Tépfer, 1987) e finalizada em
pCambia 2300 (CAMBIA, Australia).

4.10) Transformacao, mini-preparacao de DNA plasmidial e southern blot de

Agrobacterium tumefaciens

A transferéncia do DNA plasmidial para as células competentes de A.
tumefaciens foi realizada mediante a técnica de transformagéo direta. A linhagem
GV3101 (Konchz e Schell, 1986) de A. tumefaciens foi utilizada para transformar
A. thaliana, onde células competentes de agrobactérias foram transformadas com
1 ug do plasmideo de interesse, plaqueadas e incubadas a 28 °C por 2 a 3 dias
até o aparecimento de colonias bem definidas.

Apo6s o plagueamento realizou-se a mini prep e southern blot para se
verificar a integridade do plasmideo. A mini prep de DNA plasmidial das
agrobactérias foi realizada a partir da inoculagao de 1 colbnia isolada em 5 mL de
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LB/Gentamicina, incubados a 28 °C com agitacdo de 300 rpm por 12 a 16 horas
até atingir a absorbancia a 600 nm entre 0,5 e 0,6. Em seguida realizou-se a lise
alcalina da cultura com a posterior precipitacdo e purificacdo do DNA plasmidial.
Ap6és a mini preparacdo do DNA plasmidial extraido de agrobatérias
transformadas foi realizada a digestdo dos plasmideos com as enzimas de
restricdo Xba | e Sac | para a construgdo pHHPGUS, Pst | e Bam HI para as
construcdées pHHPsense e antisense seguido de Southern blot da amostras de
agrobactérias transformadas, onde foram usadas como sondas 35s e GUS para
as construcdes pHHPsense e antisense e pHHPGUS respectivamente.

O Southern blot foi realizado pelo método neutro a partir da migragdo das
amostras em gel de agarose, seguido de transferéncia para membranas por
capilaridade. As membranas foram pré hibridadas por duas horas e hibridadas por
uma noite como descrito no EMBO Pratical Course on Genetic and Molecular
Analysis  (http://www.isv.cnrs-gif.ffEMBO/manuals/). Apdés a hibridagdo a
membrana foi lavada por 15 min a temperatura ambiente, seguida de lavagem pré-
aquecida por 30 min a 75 °C, sendo selada e exposta em Images Plates para
posterior revelacdo. Para a obtencdo das imagens digitalizadas foi usado um
FLA3000-G (Fuji Foto Filme, Japao).

4.11) Transformacao de plantas de Arabidopsis thaliana via Agrobacterium
tumefaciens e selecao de plantas transformadas

Plantas de A. thaliana cultivar Columbia (Col-0), foram plaqueadas e
cultivadas em meio MS por 4 semanas, sendo mantidas em camara de
crescimento a 19 °C e fotoperiodo de 16 h de Luz. Apds quatro semanas as
plantas foram transferidas para vasos contendo vermiculita e composto organico
na proporgdo de 1:1. Antes de iniciar o florescimento as plantas foram
transformadas com agrobactéria.

Uma colbnia de agrobactéria ja confirmada por Southern blot, foi inoculada
em 5 mL de LB/Gentamincina/Canamicina (pré inoculo) até atingir Absorbancia
entre 0,5 e 0,6. Em seguida foi realizada uma inoculagdo com 1 mL de pré inoculo
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em 10 mL de meio LB/Gentamicina/Canamicina, monitorando—se o crescimento
do inoculo até atingir Absorbancia entre 0,5 e 0,6, quando nova diluicdo foi
realizada usando 5 mL de inéculo para 1000 mL de LB/Gentamicina/Canamicina.
Quando o inoculo atingiu absorbancia entre 0,8 e 1,0 foi realizada centrifugacao a
8000 rpm a 4 °C, e o precipitado de agrobactérias foi ressuspendido em 330 mL
de solucao de sacarose a 5% (p/v), contendo 100 uL de Silwet (Lehle Seeds,
EUA). Essa solugdo homogeneizada foi pulverizada nas plantas de A. thaliana. A
pulverizacao foi repetida uma semana mais tarde.

Ap6s a transformagdo as sementes produzidas pelas plantas foram
plagueadas em meio MS de selecdo a fim de se identificar as plantas

transformadas.

4.12) Analise da segregacao do gene HHP nas plantas transformadas de
Arabidopsis thaliana

As sementes das plantas selecionadas em canamicina foram semeadas em
meio MS de selecdo para inferir o niumero aproximado de “loci” do gene de
interesse inserido no genoma da planta, através da proporcdo de segregacao
entre plantas resistentes e sensiveis ao antibiético. As plantulas nao resistentes a
canamicina apresentaram aspecto amarelado e/ou morreram, enquanto plantulas
resistentes apresentaram fenétipo normal. Essas plantulas com fenétipos normais
(RO) foram cultivadas em meio de selecdo até quatro semanas de idade e
transplantadas para solo, sendo cultivadas até a producdo de sementes em
aparato que ndo permitiu a polinizagdo cruzada das plantas. Essas sementes
foram novamente plaqueadas a fim de se saber a segregacdo dos genes e, as
plantulas com fendtipos normais (R1) foram cultivadas e auto fecundadas, sendo
as semente dessas plantas (R2) foram também plaqueadas em meio seletivo para
a andlise de segregacdo, onde se selecionaram plantas homozigotas para os
posteriores estudos.



34

4.13) Atividade GUS

Para o ensaio histoquimico de atividade GUS foi utilizado tampéao de reacéo
(NaH2PO4.HO 100 mM, K4Fe(CN)6.3H20 0,5 mM, NaEDTA.2H,0, Triton X-100
0,1%, X-GLUC 50mg/mL e H20O). Neste ensaio foram utilizadas plantas selvagens,
transformadas com pBi121 (contendo o cassete p35S:GUS:NOS) e transformadas
com a construcdo pHHPGUS. As amostras foram colocadas em solucdo de
reacdo durante 24 horas a 37 °C. As amostras foram transferidas para etanol 70%
para a extracdo da clorofila até a visualizacdo do precipitado azul oriundo da
atividade GUS.
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5) RESULTADOS

5.1) Analises de dominios e alinhamento da proteina HHP

O gene HHP estéa localizado no cromossomo 3 do genoma A. thaliana entre
as posicoes 17494053 e 17497332. A regido codificante tem 3279 pb possuindo
11 introns e 12 exons, com uma ORF de 1326 pb (niUmero de acesso
CAB51217.1). Sua regiao promotora possui 515 pb localizada no cromossomo 3
de Arabidopsis segundo anotacdo apresentada no banco de dados do NCBI. A
seqUéncia do gene é mostrada na figura 5.

A proteina deduzida a partir da anotacdo do NCBI possui 0 dominio
COG1161 entre os residuos 140 e 370. Esse dominio esta relacionado com a
atividade GTPase. No entanto ndao foram encontrados dominios comuns as
demais isoformas de NOS, com Heme, NADPH, FAD, FMN, Calmodulina e
Tetrahidrobiopterina, da mesma forma que na isoforma NOS descrita em Helix
pomatia.

Outra observacao interessante com relacdo a proteina HHP diz respeito
que os 28 aminodcidos iniciais (MALRTLSTFP SLPRRHTTTR REPNLTVI) podem
ser um provavel peptideo sinal para localizacdo em mitocdndrias e
cloroplastideos, de acordo com o software iPSORT (Bannai et al., 2003, disponivel
gratuitamente na internet em http://HypothesisCreator.net/iPSORT/index.html).
Nenhum dominio transmembrana foi identificado.

A clonagem do gene HHP foi realizada por reagdes de transcricao reversa e
PCR com 6ligos construidos a partir da sequiéncia genémica. Apo6s a clonagem as
extremidades do gene foram sequenciadas mostrando conformidade com o
esperado. A partir desse fragmento foram realizadas as constru¢des dos cassetes
de superexpressao e silenciamento, bem como as analises de expressao do gene
HHP. No entanto, com a clonagem e caracterizacdo do gene publicada em
novembro de 2003, observamos que provavelmente ocorreu um erro de anotacao
desse gene quando ele foi depositado no banco de dados do NCBI. Entao, a partir
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dos dados apresentados por Guo et al. (2003), acesso NM_180335, foi realizado
um alinhamento desta com a sequéncia do gene HHP clonado por nés (Figura 6).
Observa-se que o gene HHP possui alta identidade com a isoforma NOS descrita
por Guo et al. (2003) (Figura 7), tratando-se entdo do mesmo gene. No entanto, foi
constatada uma diferenga entre o tamanho dos genes (Figura 7), sendo o gene
HHP 338 pb menor que a isoforma descrita por Guo et al. (2003). Através dessa
analise observamos entao que a clonagem do gene HHP na verdade produziu
uma forma “truncada” do gene, onde uma parte da regidao C-Terminal nao foi
clonada.

Vale a pena ressaltar que a por¢cdo amino-terminal onde se encontra o
peptideo sinal ndo foi alterada em nenhum dos alinhamentos, ficando intacta.
Outra informagdo importante é que sem uma porcdo da parte C-Terminal, os
dados de superexpressao precisam de uma posterior confirmacdo com dados de
atividade, enquanto os resultados de silenciamento nao séo alterados devido a
alta identidade entre os clones.
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AACCAGAGGITCTTCTTTCGAGTAAAACCTCTGTACCAGT TAGAGTCTCTCTIGT TCTCTCTCTGGGT TTAATAGATAACATAACAACAAACAACAGCTGGTGAGGARAAATCTCAGCA

MALRTLSTVFPSLPRRHTTTRREPNLTVIYRNPTTSTIVCTI KS
ATGGCGCTACGAACACTCTCAACGT TTCCTTCTCTTCCTCGICGCCACACAACGACGAGACGTGAACCCAATCTCACCGTCAT TTACCGTAATCCOGACGACATCAATCGTCIGTAAATC

IANSEPPVSLSERDGFAAAAPTPGERTPFILENOQRAHEA AQIEKVYV

GICGATTCTICCGGEATTIGTCGATTIGGTTACTTATGAAT TGt at gaat t cgaget tgagaat ctcaat tttgagttagttgattgatgaattagagatggtttcttctgtgtttatt
KKHHQLRTMICGRCQLLSHGHMITAVGGNSGGYZPGGI K QTF
gtagARGAAGCATCACCAGTTAAGAACTATGATATGIGGAAGATGTCAGCTATTGTCACATGGACATATGAT TACAGCAGT TGGTGGTAATGGAGGTTATCCAGGIGGGARACAAT
VSADETLREIZ KLSHLRHEIZ KATLTIVI KTL
TTGIATCAGCTGATGAACTTCGTGAGAAACT TTCTCATTTACGCCATGAGAAAGCTTTGATTGTTARAT TGt gagt agat at tgt tagaat gaact tctettttetgttttatgttee
VDIVDFNGS FILARVRDILVGANPTITITLVTITHK
aagagatcgtcaacttgttgtgttgcagGITGATATAGIGGAT TTTAATGGAAGCTTTTTAGCTCGIGT TCGIGAT TTAGT TGGAGCTAATCCGATTATACT TGTTATAACTAAGG t aa
I DLLPIEKGTDMNCTIGDTWYV
ggttttataacatggctacttcttcaattctttctaactatggtaaataattgtgttttgtattgttagATTGATCTICTTCCAAAAGGAACGGATATGAATTGTATCGGGGATIGGEGT
VEVTMRIEKIEKTELN
TGTGGAAGTGACCATGAGGAAAAAGCTTAAgt aggt at caagtacttat ctactatggttgttgctagaaagtgatgtaatgtttctggagetagtgtttgatttgggtgtgatataac
VLSVHLTS S S KSLDGVSGVASETIQIZ KTETZKHK
ttttcagTGICTIGAGIGICCATCTCACAAGT TCAAAGTCCCTGEATGEAGT TAGCGGAGT TGCATCAGAGATCCAGAAGGAGARAAAGTt agagt Lttt tttatatat tgcaccacct
G
taaagctgttttctttagegtacattttgtttocattatggetcagtgtaggacaatataaccttctetttatttaccttctgtaacctgacctetgtatecctgtttttgtttcagGG
RDVYTITL
ACGAGATGICTACATTCIGgtatgtgcattogtaattttgtcaccaacaaaatagagttttagtttgtaaacctattgctaactgatgogagttcttactatttacttaatagettaac
acactttaaatgatagaggcagtgcttagtgaaaatcaattttcteggatgtccatcagaacaacaaactcgacacaacactgetcgatatgatccactaattcataaattogtttact
GAANVGEKSAFTIN
ggagatagaggctatgcatttataaagaaacttctttgacggtttagaaaatattcatttattatttcttcatactttcacagGGIGCAGCTAACGTAGGGAAGTCAGCATTCATCAAT
A L L K
CCTTICCIGAgtaagtcatttgttctecattgtgtttgtgtcacttgttgttgaagtttgtatctgettgaatatggtctgggtgctgctttagectgatctctagtatggecaattte
TMAERDPVAAAAQEKYI KPTIOQSA AV
tccacaatttataaagagagtttgaatgattgtatatgtacttcaccatacagAAACGATGECCEARAGGGATCCTGTTGCAGCAGCEECACAAAAGTACAAACCAATTCAATCTIGCTG
P GTTULGPTIOQTINAFVGGE
TCCCTGGAACCACCTTEEGTCCAATTCAGATCAACGCTTTCGTICGGAGGAGAGOt ataaact taaaccaagat cagat tctagaact ttccaaaaat tgcaatagtagacattctgcta
KLYDTPGVHLHHROQAAVVHSDDILPALAPO QNI RTLTR R
aaagaatacattattaccacagrAGTTGTATGACACACCGEGTGTECACCTACACCACAGGCAAGCAGCTGICGT TCATTCAGATGATTTACCCGCCCTTGCTCCTCARAATCGICTCA
G QS FDVSLILYYGOQ I S TULZPT
GAGGCCAATCTTTCGATGTAAGICTGCTTTATTACGGECCAGItaaagat tat tttaccgtaacaccagtgtgatgatcttectgtgetttttgttecttacagATTTCAACTTIGCCAA
Q SSSSPKGESTLNG
CTCAATCGTCAAGTAGTCCCAAGGGTGAGAGCTTAAACGt tatacat ttttctggggaggtctcgt taggat tgacatcttgaaggtaataactattattactagaattatgtttcag
LYRKHVSHSMDOQEKTLTLREFMOQYOQPIKDQ
tttcacagtggatatcagaattttttaacatacttgacatattgcaGECTCTACCGGAAACATGT TTCACATTCTATGGACCAAAAGCTCTTGAGATTCATGCAGTACCARCCAAAACA
R L PF TR K
GCGACTGCCTTTTACGAGgcaagttcegttecececat cattttcaacttegt tacttattcaaggacaagttaaat cttettattaccatttacttgatactcatttgttctgcaghAAG
N WV CF
ARCTGGGIGIGCTICTIAA
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Figura 5) Regidao promotora e codificante do gene HHP segundo anotagdo do

Banco de dados do NCBI (numero de acesso CAB51217.1). A regido promotora e

0s éxons estdo indicados em mailsculas, enquanto introns estdo indicados em

minusculas. A seqUéncia da proteina deduzida esta indicada sobre os éxons.
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M A L R T L S T F P S L P R R H T T T R
ATGGCGCTACGAACACTCTCAACGTTTICCTTICTCTTCCTCGTCGCCACACAACGACGAGA
R E p N L T Vv I ¥ R N P T T S I V C K S
CGTGAACCCAATCTCACCGTCATTTACCGTAATCCGACGACATCAATCGTCTGTAAATCA
I A N S E P P V S L S E R D G F A A A A
ATAGCTAATTCAGAACCACCAGTTTCACTCTCGGAACGAGATGGATTTGCGGCGGCTGCT
p T P G E R F L E N Q R A H E A Q K V V
CCAACCCCTGGAGAAAGGTTCCTGGAGAACCAACGAGCTCATGAAGCTCAGAAAGTAGTG
E I I A R K Vv Vv D T s v s C C Y G C G A
GAGATTATTGCACGGAAAGTTGTTGATACCTCAGTCTCATGTTGTTACGGCTGCGGAGCT
p L ¢ T s D Vv D s P G F VvV D L VvV T Y E L
CCGTTACAAACTTCCGACGTCGATTCTCCGGGATTTGTCGATTTGGTTACTTATGAATTG
K K H H ¢ L R T M I C G R C Q L L S H G
AAGAAGCATCACCAGTTAAGAACTATGATATGTGGAAGATGTCAGCTATTGTCACATGGA
H M I T A V G G N G G Y P G G K Q F V S
CATATGATTACAGCAGTTGGTGGTAATGGAGGTTATCCAGGTGGGAAACAATTTGTATCA
A D E L R E K L S H L R H E K A L I V K
GCTGATGAACTTCGTGAGAAACTTTCTCATTTACGCCATGAGAAAGCTTTGATTGTTAAA
L vv D I VD F NG S F L A R V R D L V
TTGGTGGTTGATATAGTGGATTTTAATGGAAGCTTTTTAGCTCGTGTTCGTGATTTAGTT
G A N P I I L Vv I T K I D L L P K G T D
GGAGCTAATCCGATTATACTTGTTATAACTAAGATTGATCTTCTTCCAAAAGGAACGGAT
M N C I G D W V V E V T M R K K L N V L
ATGAATTGTATCGGGGATTGGGTTGTGGAAGTGACCATGAGGAAAAAGCTTAATGICTTG
s v H L T s S K 8 L D G VvV 8 G V A S E I
AGTGTCCATCTCACAAGTTCAAAGTCCCTGGATGGAGTTAGCGGAGTTGCATCAGAGATC
Q K E K K 6 A A NV G K S A F I N A L L
CAGAAGGAGAAAAAGGGTGCAGCTAACGTAGGGAAGTCAGCATTCATCAATGCTTTGCTG
K T M A E R D P V A A A A Q K Y K P I Q
AAAACGATGGCCGAAAGGGATCCTGTTGCAGCAGCGGCACAAAAGTACAAACCAATTCAA
s AV P G T T L G P I Q I N A F V G G E
TCTGCTGTCCCTGGAACCACCTTGGGTCCAATTCAGATCAACGCTTTCGTCGGAGGAGAG
K L.y b T p G V H L H H R Q A A V V H S
AAGTTGTATGACACACCGGGTGTGCACCTACACCACAGGCAAGCAGCTGTICGTTCATTCA
b b L Pp A L A P Q N RUL R G Q S F D I S
GATGATTTACCCGCCCTTGCTCCTCAAAATCGTCTCAGAGGCCAATCTTTCGATATTTCA
T L. » T Q@ s s S S p K G E S L N G Y T F
ACTTTGCCAACTCAATCGTCAAGTAGTCCCAAGGGTGAGAGCTTAAACGGTTATACATTT
F W G G L VvV R I D I L K Vv D I L Q A L P
TTCTGGGGAGGTCTCGTTAGGATTGACATCTTGAAGGTTGACATATTGCAGGCTCTACCG
E T ¢C F T F Y G P K A L E I H A V P T K
GAAACATGTTTCACATTCTATGGACCAAAAGCTCTTGAGATTCATGCAGTACCAACCAAA
T A T A F Y E K E L G V L L
ACAGCGACTGCCTTTTACGAGAAAGAACTGGGTGTGCTTCTAA
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Figura 6) Sequéncia do cDNA do gene HHP clonado por PCR. A sequéncia da

proteina deduzida esta indicada sobre a seqiiéncia de DNA.
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HHP_Seqg
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HHP_Seq
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HHP_Seq
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ATGGCGCTACGAACACTCTCAACGTTTCCTTICTCTTCCTCGTCGCCACACAACGACGAGA
ATGGCGCTACGAACACTCTCAACGTTTCCTTCTCTTCCTCGTCGCCACACAACGACGAGA

LR R i i b b I b S b S B b R S R S I b I R b b S b 2 R B b e S b b R S IR I b 2 b

CGTGAACCCAATCTCACCGTCATTTACCGTAATCCGACGACATCAATCGTICTGTAAATCA
CGTGAACCCAATCTCACCGTCATTTACCGTAATCCGACGACATCAATCGTCTGTAAATCA

Ak hkhkhkhhkhhkhkhhkhkhhkhhhkhhhkhhkhkhkhkrhkhkhhhkhhkhkhkhkhkhhkrhkdkhhhkhkhkrhkhkhkhhkrkdxkkx

ATAGCTAATTCAGAACCACCAGTTTCACTCTCGGAACGAGATGGATTTGCGGCGGCTGCT
ATAGCTAATTCAGAACCACCAGTTTCACTCTCGGAACGAGATGGATTTGCGGCGGCTGCT

Ak hkkhkhkhhkhhkhkhhkhkhkhkhhhkhhhkhhkhkhhkrhkhkhhhkhhkhkhkhkhkhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkhkhkhhkrkxxkx

CCAACCCCTGGAGAAAGGTTCCTGGAGAACCAACGAGCTCATGAAGCTCAGAAAGTAGTG
CCAACCCCTGGAGAAAGGTTCCTGGAGAACCAACGAGCTCATGAAGCTCAGAAAGTAGTG

Ak hkkhkhkhhkhhhkhhkhkhhkhhhkhhhkhhkhkhhkrhkhkhkhhkhhkhkhkhkhkhhkrhkhkhhhkhkhkrhkhkhkhhkrkxkkx

——————————————————————————————————————— GAGATTATTGCACGGAAAGTT
AAGAAAGAGATCAAAAAGGAGAAGAAGAAAAAGAAAGAGGAGATTATTGCACGGAAAGTT

khkkhkkkkkkkkkkkkkkkhkkk

GTTGATACCTCAGTCTCATGTTGTTACGGCTGCGGAGCTCCGTTACAAACTTCCGACGTC
GTTGATACCTCAGTCTCATGTTGTTACGGCTGCGGAGCTCCGTTACAAACTTCCGACGTC

Ak hkkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkdkhhkhkhhkhkhkhkhkhkhkrhkdkhkhkhkhkhkhkhkdkhkhkhkrhkhkhkhhkhkhkrhkdhkkkhkxkhkdxkkx

GATTCTCCGGGATTTGTCGATTTGGTTACTTATGAATTGAAGAAG———CATCACCAGTTA
GATTCTCCGGGATTTGTCGATTTGGTTACTTATGAATTGAAGAAGAAGCATCACCAGTTA

dhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhAhkdkhkhkkhkrhkhkhkhkhkhkhkrhkdkhkhkkhkrhkhrhhkkhxkkxk * Kk ok ok Kk ok ok ok ok ok ok k

AGAACTATGATATGTGGAAGATGTCAGCTATTGTCACATGGACATATGATTACAGCAGTT
AGAACTATGATATGTGGAAGATGTCAGCTATTGTCACATGGACATATGATTACAGCAGTT

Akhkkhkhkkhkhkhkkhkhkhkhhkkhkhkhkhkhhkhhkhhhkhkhkhkhhkhhhkhkhhkhhkdhhkdhkhkhkhkhkhkhkdhkhkhkrkhk kb hhkhx*k

GGTGGTAATGGAGGTTATCCAGGTGGGAAACAATTTGTATCAGCTGATGAACTTCGTGAG
GGTGGTAATGGAGGTTATCCAGGTGGGAAACAATTTGTATCAGCTGATGAACTTCGTGAG

Akhkkhkhkkhkhkhkkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhhhhkhhhkhkhkhkhhkdhhkhkhhkhhkhkhkdhkhkhkhhkhkhkdhkhkhkrhkhrkhkhhkhx*k

AAACTTTCTCATTTACGCCATGAGAAAGCTTTGATTGTTAAATTGGTGGTTGATATAGTG
AAACTTTCTCATTTACGCCATGAGAAAGCTTTGATTGTTAAATTGGT———-TGATATAGTG

khkkhkhkkhkhkhkkhkhkhkhkhkdkhkhkhkhkhhhkdhhkhkhkhkhhkhhkhkhkhkkhkhhkhrkhkkhhkhkhkrkhkhkxx *khkkkkkkkkk

GATTTTAATGGAAGCTTTTTAGCTCGTGTTCGTGATTTAGTTGGAGCTAATCCGATTATA
GATTTTAATGGAAGCTTTTTAGCTCGTGTTCGTGATTTAGTTGGAGCTAATCCGATTATA

Akhkkhkhkkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhhkhkhhkhkhkhkhhkhhkhkhkhkkhkhhkhkhkdhkhkhkhhkhkhkdhkhkhkrhk kA hhkhx*k

CTTGTTATAACTAAGATTGATCTTCTTCCAAAAGGAACGGATATGAATTGTATCGGGGAT
CTTGTTATAACTAAGATTGATCTTCTTCCAAAAGGAACGGATATGAATTGTATCGGGGAT

LR R i e i b b S b b b i b S I b S b I S i b I R I b S b I R B b S b b R S IR B A b b b i

TGGGTTGTGGAAGTGACCATGAGGAAAAAGCTTAATGTCTTGAGTGTCCATCTCACAAGT
TGGGTTGTGGAAGTGACCATGAGGAAAAAGCTTAATGTCTTGAGTGTCCATCTCACAAGT

R R i e b I b b i b S I b S I I S I b I R I b S b S R S b e b b b S IR A b b b i

TCAAAGTCCCTGGATGGAGTTAGCGGAGTTGCATCAGAGATCCAGAAGGAGAAAAAGGG—
TCAAAGTCCCTGGATGGAGTTAGCGGAGTTGCATCAGAGATCCAGAAGGAGAAAAAGGGA

LR i i S b b R S b A I R S I S I b R I b A b B b A i S b e b S b b S b b i i

———————————————————— TGCAGCTAACGTAGGGAAGTCAGCATTCATCAATGCTTTG
CGAGATGTCTACATTCTGGGTGCAGCTAACGTAGGGAAGTCAGCATTCATCAATGCTTTG

kA hkkhkhkhkhkhkhhkhhkhkhkhkrhkdkhkhhkrhkhkhkhkhkhkhkrhkkhkhkhhxkxx

Figura 7 (continua na proxima pagina)
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CTGAAAACGATGGCCGAAAGGGATCCTGTTGCAGCAGCGGCACAAAAGTACAAACCAATT
CTGAAAACGATGGCCGAAAGGGATCCTGTTGCAGCAGCGGCACAAAAGTACAAACCAATT

Akhkkhkhkkhkhkhkkhkhkhkhkhkkhkhkhkhkhhkhhkdhhkhkhkhkhhkdhhhkhkhhkhhkdhhkdhkhkkhkhkhkhkhkdhkhkhkhrhkhrkhkhhkkx*k

CAATCTGCTGTCCCTGGAACCACCTTGGGTCCAATTCAGATCAACGCTTTCGTCGGAGGA
CAATCTGCTGTCCCTGGAACCACCTTGGGTCCAATTCAGATCAACGCTTTCGTCGGAGGA

Ak hkkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkdkhhkhkhhkhkhkhkhkhkhkrhkdkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkrhkhkhkhkhkhkhkrhkdhkhkhkxkhkdxkkx

GAGAAGTTGTATGACACACCGGGTGTGCACCTACACCACAGGCAAGCAGCTGTCGTTCAT
GAGAAGTTGTATGACACACCGGGTGTGCACCTACACCACAGGCAAGCAGCTGTCGTTCAT

LR i e i e b b b S b S B b R S R S I b I R b S b I R I I e A b b b S IR A b I 2 b b

TCAGATGATTTACCCGCCCTTGCTCCTCAAAATCGTCTCAGAGGCCAATCTTTCGATATT
TCAGATGATTTACCCGCCCTTGCTCCTCAAAATCGTCTCAGAGGCCAATCTTTCGATATT

LR R i e i i e b b b S b S B b S S R S I b A R b S b I R B b e b b R S IR A b 2 b b

TCAACTTTGCCAACTCAATCGTCAAGTAGTCCCAAGGGTGAGAGCTTAAACGGTTATACA
TCAACTTTGCCAACTCAATCGTCAAGTAGTCCCAAGGGTGAGAGCTTAAACGGTTATACA

Ak hkkhkhkhhkhhkhkhhkhkhkhkhhkhkhhhkhhkhkhhkrhkdkhhhkhhkhkhkhkhkhhkrhkhkhkhhkhkhkrhkdkhkhkhkrkdxxkx

TTTTTCTGGGGAGGTCTCGTTAGGATTGACATCTTGAAGGTTGACATATTGCAGGCTCTA
TTTTTCTGGGGAGGTCTCGTTAGGATTGACATCTTGAAGG——————————————— CTCTA

Ak hkkhkhkhkhkhkhhkhhkhkhkkhkhkhkhkrhkdkhkhhkhhkdhkkhkhhkrkdhhkhkxxk * % % Kk %

CCGGAAACATGTTTCACATTCTATGGACCAAAAGCTCTTGAGATTCATGCAGTACCAACC
CCGGAAACATGTTTCACATTCTATGGACCAAAAGCTCTTGAGATTCATGCAGTACCAACC

Ak hkkhkhkhkhkhhkhkhkhkhhkhkhkhhkhhhkhhkhkhhkrhkdkhkhhkhkhkhkhkhkhkhhkrhkdkhkhhkhkhkrhkhkhkhhkrkxxkx

AAAACAGCGACTGCCTTTTACGAGAAAGAACTGGGTGTIGCTTCTAA——————————————
AAAACAGCGACTGCCTTTTACGAGAAAGAACTGGGTGTGCTTCTAACACCTCCATCAGGG

dhkkkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkdkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkrhkhkhkhkhkhkhkdhkhhkhkhkxkhkkxkkx

GTAAGACCCAAATGGTACTTTTGA
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Figura 7) Alinhamento da seqUéncia do cDNA do gene HHP clonado por PCR com

a sequéncia do cDNA descrita por Guo et al.(2003), nimero de acesso

NM_180335.
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5.2) Localizacao subcelular da proteina HHP fusionada com GFP

Para a andlise da localizacdo subcelular da proteina HHP foi feita a
construcao pHHP_GFP, na qual a proteina GFP esta fusionada na regido carboxi-
terminal da proteina HHP. Essa construcao foi transferida para epitélio de cebola
via biobalistica. Pela analise da Figura 8 A podemos observar o direcionamento
para organelas. Também foi realizada uma co-transformagdo da construcdo

pHHP_GFP com uma segunda construcdo, contendo uma fusdo com RFP

(Proteina Florescente Vermelha) possuindo um peptideo sinal para mitocéndria ,
(Schenk et al., 2004, Dietrich e Maiss, 2003, Nahalkova e Fatehi, 2003).

Figura 8) Localizagdo subcelular da proteina HHP fusionada a GFP em epiderme
de cebola. A construcdo pHHP_GFP foi precipitada sobre particulas de ouro e
introduzida em epitélio de cebola via biobalistica. As células foram visualizadas em
microscépio utilizando luz ultravioleta. (A) Fusdao HHP:GFP, (B) Fusdao HHP:GFP

bombardeada juntamente com a fusdo HHP:RFP.

Pela analise da Figura 8 B confirmou-se entéo o direcionamento da proteina
para os plastideos. Caso a localizagdo fosse em mitocdndrias, haveria

sobreposicao com o sinal da RFP. Esse resultado veio a confirmar as analises in
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silico, uma vez que o programa iPSORT (Bannai et al., 2001) identificou a regiao
peptideo sinal para plastideos.

5.3) Analise da expressao do gene HHP

A primeira etapa na caracterizagdo do gene HHP foi avaliar o seu padréo de
expressao em diversas partes da planta. Os maiores niveis de expressao do gene
sdo encontrados em folhas e em flores, sendo as menores expressdes
observadas em raiz, vagem verde e em semente quiescente (Figura 9).

As folhas e flores sdo 6rgaos que crescem e diferenciam de forma rapida
em arabidopsis. Pode-se sugerir que provavelmente esse gene esteja envolvido
com processo de diferenciacdo celular, como as possiveis isoformas de NOS
descritas em tecidos foliares de milho e flores de café (Modolo et al., 2000). No
entanto, ndo foi notada uma grande expressdo desse gene em raizes de
arabidopsis, apesar de se ter conhecimento sobre imunolocalizagdo de uma
provavel isoforma NOS em apices radiculares de plantas de milho (Ribeiro-Jr et al,
1999), e da elongacéao de apices de raizes de milho tratadas com doadores do NO
(Gouvéa et al., 1997).
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Figura 9) Expressao do gene HHP em diferentes partes da planta de Arabidopsis:
raiz (R), caule (C), folha (F), flor (FI), Vagem Verde (VV) e semente (S). (A)
Intensidade do sinal de expressao quantificado com o software Image Gauge (Fuiji
Foto Filme, Japao). (B) RNA-gel blot da expressdao do gene HHP. O RNA total

(rBRNA) corado com brometo de etideo é mostrado sob cada amostra.

A expressao do gene HHP em resposta ao frio também foi avaliada. Um
claro aumento da expressao foi observado apds 24 e 48 horas de exposicao a 4
°C (Figura 10). Essa maior expresséo do gene HHP indica que esse gene pode ter
um papel protetor contra o frio. Varios genes conhecidos possuem esse
comportamento, como por exemplo o gene RD29A e COR15A em plantas de
arabidopsis (Ishitani, et al., 1998), o gene de uma proteina desacopladora de
mitocondria (Maia et al., 1998), o gene WAP27 em tecido parenquimatoso de
amora (Ukaji, et al., 2001), e fatores de transcricao da familia CBF que modulam a
expressao génica em resposta ao estresse, como os genes Kin1 e COR47 entre
outros (Lee et al., 2002).
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Figura 10) Expresséo do gene HHP em plantas de Arabidopsis expostas ao frio (4
°C) por 0, 3, 6, 12, 24 e 48 horas. (A) Intensidade do sinal de expressio
quantificado com o software Image Gauge (Fuji Foto Filme, Japao). (B) RNA-gel
blot da expressdo do gene HHP. O RNA total (rRNA) corado com brometo de

etideo € mostrado sob cada amostra.

5.4) Caracterizacao do gene HHP em plantas transgénicas de Arabidopsis

thaliana

A modificacdo genética aumentando ou reduzindo a expressdao de um
determinado gene permite inferir suas fungdes, em virtude das alteragcbes
observadas nas plantas transgénicas. Com esse intuito foram obtidas plantas que
superexpressam o gene HHP e plantas nas quais a expressao foi silenciada pelo

uso de uma construgao antinsenso.
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5.4.1) Obtencao de plantas transgénicas

As plantas transgénicas foram selecionadas pelo uso do gene de selecao
NPT II, que confere resisténcia ao antibidtico canamicina. Dessa forma plantas
transformadas que contenham e expressam o gene marcador em contato com o
antibiético crescem normalmente, enquanto as plantas nao transformadas nao se
desenvolvem ou mesmo morrem.

Normalmente as plantas transformadas com Agrobacterium tumefasciens
tém apenas uma copia do transgene inserido no genoma. Nas analises dos efeitos
fenotipicos em plantas transgénicas € aconselhdvel trabalhar com plantas
homozigotas, para estimar o numero correto de lécus apresentando o gene
inserido.

Plantas selecionadas na geracdo RO foram autofecundadas e suas
sementes (geracdo R1) germinadas em meio seletivo. As plantas R1
sobreviventes apresentavam heterozigose para a presenca do transgene. Essas
plantas foram novamente autofecundadas e suas sementes (geragdao RZ2)
germinadas em meio seletivo. As plantas R2 heterozigotas produzem plantulas
que segregam quanto a sensibilidade ou resisténcia ao antibidtico, enquanto que
as plantas homozigotas produzem apenas plantas resistentes, sendo essas
selecionadas para os demais estudos.

Podemos observar na figura 11 A a segregacao de plantas sensiveis e
resistentes a canamicina em meio MS de selecdo. Na figura 11 B podemos
observar plantulas nao transformadas de arabidopsis em meio MS onde nao séo
observados os sintomas de sensibilidade.
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Figura 11) Selecao de plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana. (A) Plantulas
transformadas e nao transformadas em meio MS de selegcédo e (B) plantulas nao
transformadas em meio MS.

Um total de 16 clones contendo a construgdo pRTHHP e 13 contendo a
construcdo pAntisense foram avaliados (Tabela 1). Os clones Sense 4, 5 e 9 e
Antisense 2, 8, 13 e 15 foram selecionados por apresentarem apenas plantas
resistentes, indicando homozigose dos transgenes.

E importante citar que a presenca de plantas sensiveis em alguns casos
nao permite afirmar com 100% de certeza que se tratam de plantas homozigotas.

No entanto, pelo teste de ? essa possibilidade é de 99%.
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Clone Sensiveis Resistentes Total Segregacao
Sense 1 12 28 40
Sense 2 2 24 26
Sense 3 2 2 4
Sense 4 0 100 100 AA
Sense 5 0 40 40 AA
Sense 7 8 32 40
Sense 9 2 90 92 AA
Sense 10 18 36 54
Sense 11 0 6 6
Sense 12 8 18 26
Sense 13 2 4 6
Sense 14 2 10 12
Sense 16 10 72 82
Sense 17 4 14 18
Sense 18 64 6 70
Sense 19 6 26 32
Asense 1 1 1 2
Asense 2 0 20 20 AA
Asense 5 3 42 45
Asense 6 0 4 4
Asense 7 5 22 27
Asense 8 0 89 89 AA
Asense 9 6 12 18
Asense 10 2 14 16
Asense 12 7 26 33
Asense 13 0 31 31 AA
Asense 14 0 0 0
Asense 15 0 30 30 AA
Asense 16 4 28 32

Tabela 1) Andlise de segregacao das plantas transformadas com as construcoes

pRTHHP e pAntisense. Sementes da geracao R2 que foram plagueadas em meio

MS de selecao e duas semanas apdés a germinacao foram contadas as plantas

resistentes a canamicina (apresentando fenétipos normais) e as plantas sensiveis

(pouco desenvolvidas, amareladas ou mortas).
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5.4.2) Analise da expressao do gene HHP em plantas transgénicas

Com a finalidade de se monitorar a expressdo do gene HHP nas plantas
transgénicas produzidas, decidiu-se realizar northern blot a partir de RNA total
extraido da parte aérea dos clones obtidos, como mostrado abaixo:

Aproximadamente 10 pg de RNA total de folhas de plantas foram
submetidas em corrida eletroforética e transferidas para membranas de nailon,
que foi hibridada com a sonda que codifica o gene HHP. Plantas dos clones
35s:Hhpantisense:3'35s 2, 8, 13 e 15 apresentaram uma expressao muito menor
do gene HHP quando comparadas com plantas de arabidopsis selvagens (Figura
12). Os clones 4, 9 e 16 transformados com o cassete 35s:Hhp:3°35S mostraram
niveis mais elevados de expressdao do gene HHP quando comparados com
plantas selvagens (Figura 12).

Dessa forma constatamos que a construcdo 35s:Hhpantisense:3°35s
silenciou o gene HHP e que a construcédo 35s pHhp 3°35s superexpressou 0 gene
HHP.
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Figura 12) Expressao do gene HHP em plantas selvagens (W1, W2 W3 e W4),
antisenso (A2, A8, A13 e A15) e de superexpressdao (S4, S9 e S16). (A)
Intensidade do sinal de expressao quantificado com o software Image Gauge (Fuiji
Foto Filme, Japao). (B) RNA-gel blot da expressao do gene HHP. O RNA total
(rRNA) corado com brometo de etideo € mostrado sob cada amostra.

5.4.3) Resposta dos clones HHP ao frio

Para avaliar o papel protetor do gene HHP contra o estresse causado por
frio, sementes dos clones Sense 4 e 9, Asense 2, 8 e 13, foram plaqueadas em
meio seletivo. Apds 28 dias as plantas foram transferidas para solo, onde
permaneceram por 15 dias. Plantas selvagens foram plaqueadas em meio MS e
repicadas da mesma forma que os clones. Ap6s o periodo de adaptacdo a
repicagem para solo, as plantas foram submetidas ao tratamento por frio que
consistiu em se colocar as plantas por 10 dias a 4 °C em camara de crescimento

com fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas de escuro.
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Ao final do tratamento foi observado que as plantas selvagens possuiam
sintomas caracteristicos da acéo do frio, como folhas enroladas e pequenas areas
de necroses nos limbos foliares (Figura 13). Os clones asense mostraram um grau
de injuria ao frio maior, sendo observadas grandes areas de necroses nos limbos
foliares e uma acentuada murcha da planta (Figura 13). Quando transferidas para
condi¢cées normais de temperatura, tanto as plantas selvagens como asense nao
sobreviveram (dados ndo mostrados). Ja os clones Sense ndo sofreram necrose
devido ao frio, apresentando inclusive 6rgaos reprodutivos, nao observados nas
demais plantas estudadas (Figura 13). As plantas Sense apresentaram
desenvolvimento normal apos a transferéncia para temperatura normal de cultivo.

Esses resultados demonstram que o gene HHP superexpresso confere uma
maior tolerancia a baixas temperaturas em plantas de arabidopsis, € que a

deficiéncia de transcritos HHP resulta em uma menor tolerancia ao frio.

Figura 13) Expressdo do gene HHP na resposta a baixas temperaturas. Plantas
selvagens (WT), expressando o gene HHP antisenso (AS) e senso (S) foram
mantidas por 10 dias a 4°C.
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5.5) Analise da expressao do promotor HHP

A atividade GUS foi avaliada em cinco plantas (denominadas pHHPGUS),
geragédo R1, oriundas de um mesmo evento de transformagédo. Porém nao houve
visualizacdo da atividade GUS nas plantas analisadas (Figura 15). As plantas
usadas como controle positivo, transformadas com a construgdo pBi121
apresentaram forte coloracdo azul, como esperado. Testes posteriores deveram
ser repetidos em novos eventos de transformagcdo dessas plantas a fim de se
tentar visualizar uma possivel agdo do promotor HHP em algum(s) dos érgaos de

arabidopsis.

A

.

—

\ e

Figura 14) Atividade GUS em plantas de Arabidopsis. Plantas de Arabidopsis
transformadas com a construcdo pHHPGUS (A e B) e com a construcao pBi121 (C
e D) foram incubadas com o substrato X-Gluc a 37°C durante 24 h. A coloragio

azul indica atividade da beta-glucuronidase.



52

5.6) Analise da expressao génica em células de cana de acucar em resposta
a doadores de NO

O NO esta envolvido em diversos aspectos do desenvolvimento vegetal,
como na interacao planta-patégeno (Delledone, et al., 1998, Durner et al., 1998,
Bolwell, 1999, Macdowell, Dangl, 2000, Modolo et al., 2002), na expansao foliar e
reducdo da velocidade de amadurecimento ou senescéncia de frutos e flores
(Leshem e Hamarat, 1996, Leshem et al., 1998), ou ainda por sinalizar mudancgas
no controle da abertura e fechamento estomatico (Neil et al, 2002, Garcia-Mata, et
al., 2003, Guo et al., 2003).

Na compreensdo sobre o mecanismo de acdo do NO a identificagcdo de
alteracdes na expressao génica tem um importante papel estratégico. Para tanto,
as plantas sao expostas ao NO ou a doadores de NO. Dessa forma alguns genes
modulados pelo NO foram identificados, como o que codifica a fenil alanina
amonia liase de A. thaliana (Delledone et al., 1998) e o que codifica a aconitase
em Nicotiana tabacum (Navarre, et al., 2000). Recentemente, Huang et al. (2002)
realizaram um experimento em larga escala empregando microarrays para avaliar
perfis de expressao em A. thaliana expostas a NOR-3, um doador de NO. Dentre
os varios genes identificados, os autores destacam aqueles que codificam
enzimas envolvidas na detoxificagcdo de radicais livres (cuja producao é induzida
pelo NO), entre 0s quais encontra-se uma oxidase alternativa (OXA) tolerante ao
NO.

Considerando a relevancia econémica da cana-de-acucar e a total auséncia
de estudos sobre a acdo do NO nessa cultura, decidimos realizar ensaios de
expressao génica em larga escala, utilizando células em cultura expostas ao
doador GSNO (S-nitrosoglutathione).

5.6.1) Liberacao de NO pelo GSNO

Em uma primeira etapa, foi avaliada a liberacdo de NO pelo GSNO em

solugdo aquosa. A figura 15 mostra a cinética da curva de liberacdao do NO de
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acordo com a decomposicdo térmica do GSNO aquoso administrado nas
subculturas de células a 25°C. A concentragdo de 5 mM L ~' possui uma taxa
constante de liberagdo do NO de 1,15 pmol L™ min™ até o periodo de 6 horas no

escuro (Figura 15).
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Figura 15) Taxa de liberacdo de NO pela decomposicado do GSNO em meio
aquoso. GSNO na concentracao inicial de 5 mM foi adicionado ao meio de cultura
e a liberacao de NO foi monitorada até 360 minutos.

5.6.2) Construcao dos macroarranjos de ESTs de cana de acucar

A partir das bibliotecas do projeto SUCEST foram construidos arranjos em
membranas de nailon contendo 3840 e 2304 genes aleatérios de folha e raiz,
respectivamente. Os arranjos foram feitos com o uso de um robé QBOT (Genetix,
USA), em conjuntos de 8 membranas réplicas. A quantidade de DNA fixado nas
membranas foi determinada pela hibridacdo das membranas com a sonda overgo
(descrita em material e métodos). Apds a quantificacdo dos sinais radiativos
obtidos para cada spot nessa hibridacdo, a média destes valores foi calculada

para cada membrana e 0s genes que apresentaram algum spot com sinal inferior
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a 10% desta média foram excluidos das andlises posteriores. Genes que
apresentaram, uma variagdo de mais de duas vezes entre os sinais dos
respectivos spots réplicas em alguma das membranas foram também descartados
das analises subsequiientes. Em torno de 66,6% do total de genes foram
aprovados nestes critérios, indicando que a variagao na quantidade de DNA fixado

nas membranas foi pequena.
5.6.3) Hibridacao dos macroarranjos

As culturas celulares de cana-de-agucar foram divididas em 24 erlenmeyers
contendo 50 mL de cultura. Apdés uma semana o doador de NO (GSNO) foi
adicionado de forma a obter concentracdes finais de 0,1 mM; 1,0 mM e 5,0 mM.
Apdés 30 minutos e 6 horas as células foram imediatamente congeladas em
nitrogénio liquido sem a presenca do meio de cultura. O experimento foi montado
em triplicata.

A partir do RNA total de cada amostra foram produzidas sondas de cDNA
na presenca o-dCTP[*®*P] (vide Material e Métodos). Os sinais radioativos emitidos
por cada spot foram quantificados com o software ArrayVision™ (Imaging
Research, Canada). A emissao de fundo (background) foi calculada em torno de
cada spot, e os valores obtidos foram subtraidos dos sinais encontrados nos
spots. Em cada membrana esses valores subtraidos dos respectivos backgrounds
foram entdo normalizados, dividindo-os pela mediana dos proprios (baseando-se
na suposicao que a maioria dos genes nao apresenta grandes alteracdes na sua
expressdo e portanto essa mediana deve se manter estavel nas hibridacdes, a
menos de flutuacbes indesejaveis inerentes ao método). Esses valores
normalizados sao denominados nVol.

Em seguida os sinais obtidos para cada gene foram submetidos a alguns
critérios de qualidade, associando-se a cada gene um cédigo numérico a cada
hibridagédo. Estes testes visam evitar conclusées equivocadas devido a artefatos
causados por sinais fracos. Os genes foram marcados quanto a:

- Presencga de algum spot com nVol igual a zero
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- Presencga de algum spot com sinal (n&o normalizado) menor que 10%
do respectivo background
- Variacdo maior que duas vezes entre 0s sinais dos spots réplicas, numa
mesma hibridacéao.
Os genes que nao passaram em algum dos testes ndo foram excluidos
imediatamente das analises, mas ficaram marcados para avaliagdo posterior.
Para identificar os genes diferencialmente expressos em resposta a
presenca de NO, diferentes estratégias de analise foram adotadas em paralelo:
- Cada tratamento foi comparado com seu controle (0 mM de GSNO)
utilizando-se o algoritmo ISER (https://ipe.comeg.unicamp.br, Drummond et al,

manuscrito em preparagdo). Como os experimentos foram feitos em duplicata, os
genes selecionados como diferencialmente expressos foram aqueles que o
algoritmo destacou em ambas as repeticoes.

- Agrupando as duas replicatas do experimento, a cada comparacao entre
tratado e controle (0 mM de GSNO) tinha-se para cada gene quatro valores de
nVol provenientes do tratado (dois spots por replicata) e quatro do controle. Apds
calcular os logaritmos desses valores, que se supdem ter distribuicdo mais
préxima da normal, aplicou-se um teste T de Student pareado a cada gene, para
assim identificar aqueles em que os logaritmos dos nVol sédo significativamente
diferentes (p-valor<0,01) entre tratado e controle.

- Um algoritmo baseado em permutacdes dos dados para ajustar os p-
valores, de Westfall e Young (Dudoit et al, 2000), foi aplicado ao conjunto total de
dados dos experimentos, a cada comparacao tratado x controle. Os genes
selecionados como diferencialmente expressos foram aqueles com p valor
ajustado menor que 0,1.

- Um algoritmo de Self-Organizing Maps (Tamayo et al., 1999) foi aplicado
ao conjunto de genes que haviam sido selecionados em ao menos um dos testes
acima. Dentre os grupos formados, selecionou-se por inspecao visual aqueles que
apresentavam mais claramente um perfil de inducao ou repressdo em resposta a

presenca de NO.
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Por fim, selecionaram-se para cada tratamento (0,1, 1 e 5 mM) os genes

Foram destacados pelo algoritmo ISER em ambas as repeticbes do
experimento, ou

Foram destacados pelo ISER em uma repeticdao e foram selecionados pelo
teste t de Student, ou

Foram selecionados pelos testes de permutacdes (que sdo mais restritivos)
Apoés realizarmos o Self-Organizing Map obtivemos uma selecao final de
genes que:

De acordo com seu codigo numérico nao tinham apresentado spot com
sinal igual a zero ou variacdo de mais de duas vezes entre sinais de spots
réplicas em mais de uma hibridacéo e

Pertenciam as sele¢des acima para os trés tratamentos, ou

Pertenciam as selecdes acima para dois tratamentos e foram selecionados

com o Self-Organizing Map.

Desta ultima selecao constaram 15 genes, listados a seguir.

5.6.4) Caracterizacao dos genes modulados por NO

Quinze ESTs de cana de acucar foram induzidos nas membranas

estudadas sendo seis ESTs de raiz e sete ESTs de folha, além de dois ESTs

reprimidos em raiz (Tabela 2 e Figura 16).



Perfil Expressao

Nome do Clone

Descricao do Clone

Funcéao

Induzido - Raiz

SCEZRT2023D12.g

No Match

Desconhecida

Induzido - Raiz

SCEZRT2024A10.9

Peroxidase

Estresse Oxidativo

Induzido - Raiz

SCEZRT2024B11.g

Aminotransferase

Metabolismo de Nitrogénio

Induzido - Raiz | SCQSRT2036G04.g| Proteina Hipotética Desconhecida
F16J13.150

Induzido - Raiz | SCAGRT2037H11.g| Proteina Hipotética Desconhecida

Induzido - Raiz SCEZRT2023F09.g No Hits Desconhecida

Reprimido - Raiz | SCQSRT2031H10.g | Proteina Hipotética Desconhecida

MCR8.17

Reprimido - Raiz | SCAGRT2039A06.9 CKC Fator de Transcrigao

Induzido - Folha | SCBGLR1003A06.9 No Hits Desconhecida

Induzido - Folha | SCSGLR1084D06.g No Hits Desconhecida

Induzido - Folha | SCQGLR1085F03.g No Hits Desconhecida

Induzido - Folha | SCACLR1130H09.g No Hits Desconhecida

Induzido - Folha | SCRLLV1024F09.g | Proteina Hipotética Desconhecida
T4L20.110

Induzido - Folha | SCRLLV1028D05.g No Hits Desconhecida

Induzido - Folha | SCBGLR1120G12.g Histona H1 Expressao Génica
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Tabela 2) Genes induzidos e reprimidos de cana de agucar pela presenca de

doadores de NO.
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Figura 16) Perfil de expressao de genes induzidos e reprimidos de cana de agucar
pela presenca de doadores de NO. As células de cana-de-agucar foram cultivadas
em meio contendo 0-5 mM de doador de éxido nitrico (GSNO), conforme indicado
no eixo X. Dois experimentos independentes foram realizados (indicados por
triangulos e circulos). A intensidade da expressao génica, em unidades arbitrarias,
é indicada no eixo Y. A provavel funcdo de cada gene é indicada na tabela 2, o
nome do clone esta sobre cada grafico.
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Dentre os genes identificados podemos observar um aumento significativo
na expressao de uma peroxidase em tecidos de raiz. As peroxidases formam uma
familia de enzimas composta por 3 classes encontradas em todas as plantas
caracterizada pela presenca de um grupo heme e por possuir também em sua
estrutura glicoproteinas monoméricas (Kaothien et al., 2002). Sua atividade
consiste em formar H>O» a partir de NADH e O, sendo inicialmente detectada sua
atividade pela reducdo de alcodis aromaticos na polimerizacao de lignina em
parede celular de plantas (Mader e Amberg-Fisher, 1982).

Outro gene de raiz induzido de forma significativa pela acdo dos doadores
de NO foi o que codifica uma aminotransferase (Figura 17). Essa enzima possui
grande importancia no metabolismo vegetal por realizar reacdes reversiveis de
transaminagao, produzindo varios compostos de nitrogénio. (Giovanelli, 1980).
Alguns compostos oriundos de agao das aminotransferases sao os aminoacidos
aspartato, glutamato, alanina, serina e glicina entre outros. No entanto, ainda néo
foi caracterizada a influéncia do NO no metabolismo dos aminoacidos, que pode
influenciar na quantidade de substrato disponivel para as NOS de plantas. A L-
arginina substrato das NOS é utilizada normalmente para a producao de ornitina,
que em condicbes de estresse possui sua biossintese estimulada, tornando-se
dessa forma um grande competidor das NOS pelo substrato. Como as
aminotransferases atuam na producdo do aminoacido arginina, um aumento na
expressao da enzima pode gerar um aumento indireto na biossintese desse
aminoacido. Com isso poderia haver uma redugcao na competicao entre duas rotas
metabdlicas, interferindo na disponibilidade do mesmo substrato.
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Figura 17) Expressdo do gene que codifica aminotransferase em resposta a
doadores de NO. (A) Quantificacdo da expressao génica em northern blot (barras
cheias) e em macroarranjos (barras vazias). (B) RNA-gel blot da expressdo do
gene HHP quantificada em (A). O RNA total (rRNA) corado com brometo de etideo

€ mostrado sob cada amostra.

Podemos ainda observar que o fator transcrigdo CKC foi reprimido em
tecidos de raiz quando as células de cana de agucar foram expostas ao NO. Isso
sugere que o NO possa regular a inducdo de algumas rotas metabdlicas pela
inibicdo desse fator de transcricdo. Os demais genes induzidos e reprimidos
caracterizados nesse trabalho ndo possuem descricdo da influéncia direta ou
indireta do NO ou das NOS de plantas conhecidas até agora.

Surpreendentemente, boa parte desses genes ainda ndo possuem funcao
conhecida (No hits) ou sdao genes que podem expressar proteinas ainda nao
caracterizadas (Putative Protein). Com a finalidade de se conhecer melhor quais
0s possiveis papéis desempenhados por essas proteinas realizou-se uma analise
de dominios no Conserved Domain Database and Search Service
(http://www.ncbi.nim.nih.gov). Os resultados estdo descritos na Tabela 3.
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Perfil Expresséo Nome do Clone Dominio Funcéo

Induzido - Raiz | SCQSRT2036G04.g | PF02178 DNA biding motif A/T rich regions

Induzido - Raiz | SCAGRT2037H11.g | PF01704 UTP-Glucose —1-phosphate
urydylyltransferase

Induzido - Folha | SCRLLV1024F09.g PF00010 Fator de transc;:gfl?l de eucariotos

Tabela 3) Andlise in silico de genes induzidos em cana de agucar pela presenca
de doadores de NO quanto a sua fungéo.

Pela andlise dos resultados oriundos do pfam podemos observar que
provavelmente os clones SCQSRT2036G04.g e SCRLLV1024F09.g possuem
regides conservadas com fatores de transcricao ricas em A/T e da familia bHLH
respectivamente. Ainda podemos observar que esses possiveis fatores de
transcricdo foram induzidos em tecidos de raiz e folha respectivamente. Em
mamiferos o NO estimula a expressao génica quando atua como mensageiro
secundario, embora os relatos em plantas sejam escassos (Huang et al., 2002 e
Delledone et al., 2003). Assim, torna-se de grande importancia um melhor estudo
e caracterizacao desses fatores de transcricdo em plantas, a fim de se averiguar
quais genes ou rotas metabdlicas podem ser estimulados pela indu¢cdo desses
genes.

O gene SCAGRT2037H11.g possui um dominio caracteristico de UTP-
glicose-1-fosfato uridililtransferases, enzimas envolvidas com o metabolismo de
carbono produzindo UDP-Glicose. Esse composto possui grande importancia na
re-locagao e transporte de reservas fotossintéticas e na deposicdo de compostos
de parede celular (Salisbury e Ross 1992).
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6) DISCUSSAO

O NO é considerado hoje uma molécula versatil devido a sua atuacao na
sinalizacao celular, seja em tecidos animais ou vegetais, manipulando varios
processos fisioldgicos como a vasodilatacdo, o relaxamento do musculo liso, a
inibicdo da adesao plaquetéaria, a comunicagao neuronal ou ainda por sua a¢ao na
regulacdo imune de mamiferos (Wendehenne et al. 2001). Em plantas séo
descritas acdées do NO na resposta ao ataque fitopatdégenos (Delledone et al.,
1998, Modolo et al., 2002), na producéo de fitoalexinas (Notritake et al., 1995), no
aumento da atividade de GMPc e ADPRc (Pfeiffer, 1994, Giba 1998, Durner et al.,
1998), na expressdo de genes de defesa em tabaco (Delledone et al., 1995,
Durner et al.,, 1998), na regulacdo da maturacao e senescéncia de frutos em
plantas (Leshem et al., 1998), no monitoramento da abertura e fechamento
estomatico (Garcia-Mata e Lamattina, 2001, Neill et al., 2002, Garcia-Mata et al.,
2003), no processo de apoptose (Magalhaes et al., 1999, Pedroso et al., 2000,
Clarke, et al., 2000, Garcés et al., 2001, Beligni, et al., 2002) entre outros. No
entanto todas as evidéncias da existéncia de uma isoforma NOS citadas acima
foram somente confirmadas recentemente com a clonagem e caracterizacao de
duas isoformas NOS (Chandok et al., 2003, Guo et al., 2003) e também
demonstrado no presente trabalho.

Nossos dados mostram, pela primeira vez, que a expressao do gene HHP
interfere na resposta ao frio em plantas de A. thaliana. Plantas silenciadas para
este gene nao toleraram o estresse, ao contrario de plantas que
superexpressaram o gene NOS clonado, que ndo apresentaram qualquer sintoma
de injuria ao estresse. Esse tipo de protecdo em plantas transgénicas ja foi
demonstrada com outros genes, como por exemplo pela superexpressao do
complexo | de mitocdndrias em plantas de A. thaliana (Lee et al., 2002) ou do fator
de transcricdo CBF3 (Gilmour et al., 2000). Este ultimo promoveu uma alteragéo
na composicao de aglcares e aumentou o conteudo de prolina em plantas de A.
thaliana, além de influenciar a expressdo de genes efetivamente envolvidos na

resposta ao frio. Uma outra evidéncia do importante papel do gene HHP em
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resposta ao frio € demonstrada pelo aumento da sua expressdo em plantas
expostas por 24 e 48 a 4 °C.

A provavel localizacdo subcelular das NOS de plantas ja foi descrita como
citoplasmatica em células de raizes de milho (Ribeiro Jr et al, 1999) e em
peroxissomos e cloroplastos de folhas de ervilha (Barroso et al., 1999). Nesses
trabalhos foram utilizados anticorpos fluorescentes especificos para NOS de
mamiferos, sendo relatadas marcacgoes de provaveis isoformas NOS na matriz de
peroxissomos e de cloroplastideos. Os resultados apresentados neste trabalho
com a fusdo da proteina HHP com a GFP mostram que a NOS de A. thaliana tem
uma localizagdo em plastideos, confirmando a predicdo in silico baseada na
sequéncia da proteina.

Um importante papel do NO como mensageiro secundario e sinalizador
celular, seja ele produzido enzimaticamente ou nao, € o seu efeito na expressao
génica (Delledone et al., 1998, Durner et al., 1998, Navarre, et al., 2000, Clark et
al., 2000, Wendehenne et al. 2001, Huang et al., 2002, Delledone et al., 2003). No
presente trabalho também foi observada alteracdo na expressao de diversos
genes de cana de acucar em resposta a doadores de NO. A regulacdo de um
gene que codifica uma amino-transferase abre a possibilidade de que o NO possa
atuar no controle da sua propria sintese. Cabe destacar que durante os estudos
com macroarranjos foi otimizado o tipo de plastico que deve ser usado para selar
as membranas. Plasticos com maior transmitancia tém um claro impacto positivo
no numero de genes que pode ser avaliado.

Em suma, os dados de nossos estudos estdo de acordo com a proposta
atual sobre as possiveis funcdes do NO no reino vegetal. Cabe destacar que a
sinalizacdao de uma resposta a um novo estresse, causado pelo frio, constitui uma
descoberta relevante, considerando a sua importancia para diversas culturas ao
redor do mundo.
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cDNA arrays technology is the main strategy for assessing gene expression
profiles on a large scale. In this technique, cDNA clones corresponding to the
genes under study are arrayed on a solid support, such as glass or nylon, and are
then hybridized with labeled probes obtained from the samples under study. The
amount of labeled probe bound to the cDNAs on the arrays is proportional to the
number of mMRNA molecules present in the initial population of cells. Because each
array contains thousands of genes, the expression profile of a relevant part of the
cell transcriptome can be easily assessed. cDNA arrays based on glass slides
(microarrays) are by far the most common way to study gene expression on a large
scale, whereas cDNA arrays on nylon filters (macroarrays) are an alternative to
glass slides. Although the latter accomodate a lower number of genes, they are
cheaper and more robust since they are based on the hybridization of radiolabeled
probes to filters, a routine procedure in most molecular biology laboratories. Using
macroarrays, we have successfully identified several genes that are induced by
cold stress in sugarcane (1), and several recent studies on gene expression
profiling have also used macroarrays, including the identification of angiogenesis
factors in lung cancer tissues (2), the response to sulfur starvation in Arabidopsis
thaliana plants (3), and the identification of genes involved in ceramide-dependent
neuronal apoptosis (4).

One of the key difficulties in cDNA array analysis is the detection of genes
that are expressed at low levels, particularly since these correspond to the largest
part of the transcriptome in most cells (5, 6). Thus, finding ways to increase the
signal detection is of great importance, since the higher the signals the greater the
reliability of the measurements.

Nylon cDNA arrays have the advantage that they can be reused several
times, in the same way as Southern and northern blots. We have reused nylon
arrays up to seven times without noticeable loss of the signal (our unpublished
results). It is needed to seal the membranes to avoid drying, what can lead to the
covalent linking of immobilized probes on the array to the radioactive target probes.
Since little attention has been paid to the type of plastic used to seal the nylon
filters, we have compared several plastics to determine which one provides the
best transmittance and evaluated their effect on the detection of gene expression
and on other aspects of cDNA array analysis.

Five different plastics were compared: polyvinyl chloride (PVC, 13 um thick,
MajiPack™, Inproco, Brazil), polyvinylidene chloride (PVDC, 13 um thick, Saran
Wrap™, Johnson & Son, USA) and three polyethylene plastics of different
thicknesses: 69, 29 and 7 um (PE-69, PE-29 and PE-7, Garoa, Brazil). Nylon
arrays containing sugarcane ESTs obtained from the SUCEST library (7) were
hybridized with **P-labelled cDNA from 30 ng of total RNA, essentially as
described in (1). Four nylon filters sealed with each plastic, and four replica filters
which were not sealed, were exposed for 96 h in imaging plates (FLA3000-G, Fuiji
Photo Film, Japan). The radioactive intensity of each spot from the digitalized
images was converted to relative intensity and quantified using the Arrayvision™
software (Imaging Research, Canada). The local background was subtracted from
relative intensity of each spot and the intensity data were rearranged into MS Excel
(Microsoft, USA) files for further analysis.
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Three parameters were used to evaluate the interference of each type of
plastic on the gene expression signal detected: the total radiation on each
membrane (i.e., the sum of the intensities of all spots), the number of spots that
showed a signal at least 10% higher than the local background emission (around
the spot) and the number of genes for which the corresponding pair of replicate
spots showed signals which varied in intensity by less than two fold. For each
parameter, the data for each type of plastic and from naked nylon arrays were
compared in pairs. To avoid assumptions regarding the distribution of the data,
statistical comparisions were done using the Wilcoxon-Mann-Whitney rank sum
test (8), a nonparametric test for two independent samples.

Initially, the effects of three different plastics (PE-69, PVC and PVDC) were
compared to naked membranes (NM group). Nylon membranes that had previously
been exposed without plastic were wrapped in the three types of plastic and the
signals were then measured again. The set of naked membranes was exposed
twice without wrapping in plastic, in order to control for the loss of signal due to
radioisotope decay. The PE-69 plastic, routinely used by our group, had a strong
blocking effect, with only 31.3% of the original emission from naked membranes
being detected (Figure 2). PVC and PVDC showed less blocking, with 70.9% and
75.5% of the emission being detected. The latter values were significantly higher
(p<0.05) than those observed with PE-69, but were not significantly different from
naked membranes.

One of the main problems with the decreased signal caused by the
interference of plastics is that genes with low levels of expression are not detected.
Since several regulatory genes are expressed at low levels, this must be
minimized. The number of detected spots with signal at least 10% higher than the
local background was used as a parameter to asses this effect. This percentage is
usually used as a cut-off value in cDNA array experiments, with only signals above
this level being considered as gene expression analysis. Compared to the naked
membranes, there was a very similar number of detected spots when using PVC
and PVDC (97.5% and 98.9%, respectively; Figure 2). The lowest detection was
observed with PE-69 (92.3%). In a typical assay, with 3000 genes, the difference
between PE-69 and PVDC would represent a loss of 198 genes, which is high. The
largest difference in the number of detected spots (between PE-69 and NM) was
7.7%, much lower than the difference between the total emission (68.7%; Figure
2).

In cDNA array experiments, each gene is usually spotted twice in the same
array. Random fluctuations during spotting can affect the amount of DNA in each
spot. Although in glass arrays these fluctuations are not a problem (a control target
is usually also hybridized with the test target), in nylon arrays, which are hybridized
with only one target, these fluctuations may result in false positives, i.e. genes that
are not up-regulated, but give higher signals in one array because of different
amounts of DNA (the same is true for false negatives). To avoid this type of
fluctuation in nylon arrays experiments, it is usual to eliminate from subsequent
analysis all genes whose signals from different spots on the same membrane vary
more than two fold (9). Since the shielding effect of sealing plastics decreases the
signal intensities, it also increases data variability, causing more spots to be
discarded by this criterion. To evaluate this effect, we analyzed the differences in
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the number of genes discarded by this criterion in nylon filters wrapped in different
sealing plastics. The percentage of accepted genes in the nylon arrays sealed with
PVC and PVDC were only 2% lower than the percentage accepted in naked
membranes (Figure 2). In contrast, on arrays sealed with PE-69, 7% of the spots
were rejected.

These results showed that PVC and PVDC were the best sealing plastics for
arrays compared to PE-69. However, working with 13 pm-thick PVC can be
troublesome because the plastic easily wrinkles and the hybridization solution
sometimes leaks from the thermally sealed edges. Since PVDC is also not easily
available in countries other than the USA, we tested additional polyethylene-based
plastics which are used to produce plastic bags worldwide. These plastics were
thinner than PE-69 (7 um and 29 um) and were compared with PVC (Figure 3).
The radioactive emission was the only parameter that showed significant variation
between the three kinds of plastics. Whereas PE-7 had a similar transmittance to
PVC, PE-29 clearly had a higher shielding effect, transmitting only 82% of the
emission detected with PVC. The differences in the number of detected spots and
accepted genes between the three plastics were very small and not significant.
Based on these results, and because PE-29 is easier to handle than PE-7 and
PVC, we conclude that sealing arrays with PE-29 plastic is a good alternative
choice for increasing the signal detection in nylon arrays.

The differences we found may be explained by the two factors that most
influence the transmittance of any material, namely chemical composition and
thickness. Thus, PVDC and PVC had the same thickness and very similar
performances. Among the polyethylene plastics, the lower performance of PE-69
probably reflected its greater thickness. However, although the difference in
thickness between PE-29 and PE-7 affected the transmittance, no significant
differences were found in the number of spots detected or accepted. This may
indicate that transmittance becomes a problem only below a certain threshold
level.

In conclusion, our findings indicate that the choice of the sealing plastic is
very important to obtain the maximum information from nylon arrays. Among the
plastics tested, PVDC showed the best performance, although in countries were
this is not available, PE-29 proves a good alternative. Based on these findings, we
have used PE-29 in various experiments, including the search for cold-induced
genes from sugarcane (1), and the results from the hybridizations used in this work
will be published elsewhere. We recommend that researchers using other plastics
should check the shielding effect in order to obtain the most information from their
nylon arrays.
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Legends:

Figure 1: Example of the effect of plastics on signal detection. Plasmids
containing sugarcane ESTs were obtained from the SUCEST RT1 library made
from sugarcane root RNA (7). Plasmid DNA obtained by alkaline lysis was
denatured with 0.2 M NaOH and spotted onto nylon filters (Hybond-N, AP-Biotech,
USA) with a hand-held 96-pin printhead tool (V&P-Scientific, USA), which typically
deposited 0.1 ul (around 10 ng) of DNA solution, as described by Schummer et al.
(10). DNA was fixed to the filters by baking at 80°C for 2 h. Each filter contained
768 ESTs in duplicate, giving a total of 1536 spots per filter. **P-labelled cDNA was
produced from 30 ug of total RNA and hybridized to nylon arrays essentially as
described by Nogueira et al. (1). Left: image of radioactive emission of a naked
membrane. Right: image of radioactive emission of a replicate membrane sealed
with PE-69.

Figure 2: Effect of sealing plastics on the geometric means of the
ratios of total emission, detected spots and accepted genes. The values
obtained for each sealed filter were divided by those previously detected for the
same filter without sealing. In the NM group, the values were determined twice
without sealing in order to control radioisotope decay. The geometric mean of four
ratios is displayed for each group. Letters at the top of each column indicate
significantly different groups (p<0.05).

Figure 3: Performance of polyethylene plastics compared to PVC. The
ratios were determined as in figure 2. Letters at the top of each column indicate
significantly different groups (p<0.05).
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8) CONCLUSOES

0

X/
L X4

O gene HHP tem sua expressao aumentada pela exposicdo de plantas

selvagens de Arabidopsis thaliana estressadas por baixa temperatura.

O gene HHP aumenta a tolerancia de plantas transgénicas de A. thaliana a

baixas temperaturas.

A localizagdo subcelular da proteina HHP fusionada com GFP ¢é
predominantemente plastidica.

A andlise da expressdo génica em células de cana-de-acucar permitiu
identificar novos genes modulados por NO, ampliando a compreensao
sobre 0 modo de acéo desse radical.

A selecdo de materiais plasticos com maior transmitadncia aumenta as
chances de se obter o maximo de informacdées em experimentos de

macroarrays.
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