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RESUMO

Andlise de expresséo génica e metabolismo primério em cana-de-agucar:
sinalizagdo de agucares

A cana-de-aglUcar (Saccharum spp.), por acumular sacarose em altas

concentracdes tem sido o foco de diversas pesquisas bioquimicas e fisiolégicas. A
relacdo entre a atividade fotossintética do tecido fonte da folha e o acumulo de
sacarose no 6rgado dreno, o colmo, ainda ndo é bem compreendida. Em estudos
prévios observou-se que a atividade fotossintética declina durante a maturacédo do
colmo em cultivares comerciais. As folhas de cana-de-acUcar aparentam possuir a
capacidade de aumentar o fornecimento de acUcares para o colmo sob condicfes de
aumento da demanda. E ainda, em plantas superiores, 0 aglcar tem um importante
papel no controle do crescimento e desenvolvimento, no entanto, as vias de
sinalizacédo e seus correspondentes mecanismos moleculares e metabdlicos, ainda
estdo sendo decifrados. Porém, as informacbes a respeito da regulacdo por
aclcares sao escassas em cana-de-agucar. Assim, para compreender o0s
mecanismos relacionados ao acumulo de sacarose e 0os mecanismos metabolicos de
sinalizacdo de acucares e analogos, realizou-se ensaios de sinalizacdo exdgena de
acucares, acompanhando as altera¢cdes do transcriptdma e metaboléma, de modo a
relacionar essas informacdes para obtermos uma visédo de biologia sistémica.
A patrtir deste estudo foi possivel identificar relacdes entre a sinalizacdo de acucares
e seus homologos, o desenvolvimento da cana-de-agucar e as diversas vias em que
estes podem atuar, tais como; glicOlise, transportadores de acucares, genes
sinalizadores, metabolismo de sacarose e trealose. No que se refere ao
desenvolvimento da planta, notou-se diferencas temporais na maneira pela qual os
acucares sao reconhecidos, podendo estar relacionado as alteracfes de papel da
folha (dreno-fonte) ao longo do desenvolvimento. Observou-se uma sensibilidade
maior aos 12 meses, do que aos 4 meses, tanto para a acao dos acgucares quanto
para o efeito osmaético, em que houveram maiores alteracées no perfil de expressao
génica e na quantidade de metabdlitos diferenciais. No entanto, as respostas de
alteracoes de expressao e concentracdo de metabdlitos aparentam ser opostas. E
ainda, a concentracdo 6tima de acucar para desencadear uma sinalizacdo positiva,
deve ser posteriormente investigada.

Palavras-chave: Cana-de-acUcar; Sinalizacdo de acucar; Fonte-Dreno
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ABSTRACT

Sugarcane gene expression and primary metabolism analysis: sugar
signaling

Sugarcane (Saccharum spp.), due the capacity of sucrose accumulation in

high concentrations has been the focus in diverse biochemical and physiological
studies. The relationship between leaf photosynthesis and sugar accumulation in the
sink organ, the culm, is still not fully understood. In previous studies it has been
observed that photosynthesis declines during culm maturation in commercial
cultivars. Sugarcane leaves appears to posess the capacity to increase the sugars
supply at the culm under increased conditions demand. In higher plants, sugar has
an important role controlling growth and development, however, the signaling
networks and their molecular and metabolic components are still not fully understood.
To understand the mechanisms related to sugar accumulation and the metabolic
mechanisms of sugar signaling, exogenous sugar signaling assays were performed.
Followed by transcriptomics and metabolomics analyzes using a systems biology
approach.
Through this study it was possible to identify the relationship between the sugars and
homologues signaling, the sugarcane development and the diverse pathways where
they can act, such as glicolysis, sugar transporters, signaling genes, sucrose and
trehalose metabolism. At the plant development, it was possible to notice time
differences on the way the sugars were recognized, what can be related to the
changing leaf roles, (sink-source) through the development. Also a higher sensitivity
at 12 months than 4 months, as for the sugar signaling action or as the osmotic effect
was observed, which presented higher expression profile and metabolic amount
alteration. However the gene expression and metabolic responses seems to be
opposite. Still, an optimal sugar concentration to develop a positive signaling should
be forward investigated.

Keywords: Sugarcane; Sugar signaling; Source-sink
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1 INTRODUCAO

1

“Sugarcane fields forever.

Caetano Veloso

A cana-de-acUcar é a mais importante fonte de sacarose no mundo. Sugere-
se que a acumulacdo de altas concentracdes de sacarose em cana-de-acucar €
regulada principalmente pelo dreno (colmo), em que o balanco simultdneo entre a
sintese e degradacdo de sacarose, usualmente referido como uma ciclagem futil
pode ser responsavel pelo acimulo de sacarose (WHITTAKER e BOTHA, 1997). O
alto nivel de sacarose (mais de 650 mM) em tecidos de armazenamento, em alguns
hibridos de Saccharum spp., faz da cana-de-agucar um importante género modelo
para os estudos de interacdo entre tecidos de fonte (folhas) e dreno.

No entanto, a cana-de-acUucar apresenta o principal desafio nesses estudos,
visto que a sacarose € armazenada no parénquima do colmo e ndo em Orgaos
especializados de armazenamento, como no caso das raizes tuberosas. Assim,
identificar e interpretar eventos relacionados ao metabolismo de sacarose é
dificultado pelo fato de que o entren6 mais jovem € o tecido primario o dreno em
crescimento, e o entrend maduro € o dreno de armazenamento primario.

Aléem disso, melhorar o rendimento em biomassa, aumentando a
concentracdo de sacarose no colmo € o objetivo chave da maior parte dos
programas de melhoramento de cana-de-acUcar. No entanto, em variedades recém-
melhoradas alcancou-se o melhor rendimento em producéo da planta, porém sem
aumentar a concentracdo de sacarose no colmo (JACKSON, 2005). Por isso, é
necessario um conhecimento maior do metabolismo de sacarose, transporte e
interacdes entre fonte-dreno que regulam o acumulo de sacarose.

Apesar das pesquisas relacionadas a esse assunto, a dinamica e interacées
entre esses processos ainda ndo foram bem caracterizados e apenas estdo
comecando a ser explorados.

Um passo chave para o entendimento dos fatores que controlam o acumulo
de sacarose em cana-de-acucar sera o estudo do complexo metabdlico e canais de
sinalizacdo que medeiam as rela¢cdes entre fonte e dreno.

Alguns estudos fornecem evidéncias sobre uma relacdo dreno-dependente,

em gue os niveis de carbono em 6rgdos de armazenamento influenciam a rede de
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atividade fotossintética e a assimilagdo de carbono em folhas (tecidos de fonte)
(PAUL e PELLNY, 2003). Outros estudos evidenciaram que a atividade de enzimas
relacionadas a fotossintese e a expressdo de genes associados as folhas, entre
outros, sao influenciados pelo status local do transporte primario de acucares,
sacarose e/ou suas hexoses constituintes (ROLLAND et al., 2002; FRANCK et al.,
2006). No entanto, os mecanismos de como 0s acuUcares atuam para regular a
expressdo génica da fonte estdo comecando a ser descobertos (ROLLAND et al.,
2002; GIBSON, 2005).

Analises de expressao génica em série, nas quais € possivel montar um perfil
de padrbes de expressdo génica, quantitativo e qualitativo, foram utilizadas para
caracterizar o transcriptoma de folha de cana-de-aglicar como um potencial passo
limitante para o entendimento do acumulo de sacarose no colmo (CALSA e
FIGUEIRA, 2007).

Em trabalhos recentes, evidenciou-se que a demanda do dreno limita a
atividade de fonte através de uma proteina quinase mediada por sinalizacdo de
acucares que esta correlacionada a um decréscimo nas concentracdes de hexoses
na fonte (MCCORMICK et al., 2008b).

Visando aprofundar os estudos relacionados ao acumulo de sacarose em
cana-de-acucar, desenvolveu-se uma analise conjunta de perfis transcricionais e
metabolicos. Visto que, a partir de genes relacionados ao acumulo de sacarose,
evidenciados em estudos prévios; analisaram-se as influéncias extracelulares de
acucares e analogos em folhas.

Assim, foi possivel relacionar as vias metabdlicas de genes responsivos ao
acumulo de acucares a reconfiguracdo do metaboloma de folhas de plantas jovens e
adultas, em resposta aos ensaios de sinalizacdo de acucares, comparando os dados
obtidos com os perfis de expressdo génica, analisados a partir da quantificacéo

relativa utilizando a técnica de PCR Quantitativo.
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2 OBJETIVOS

Com a finalidade de aprofundar os estudos relacionados ao metabolismo de
acumulo de sacarose e sinalizacdo de acucares, foi utilizada uma abordagem de
associagao entre ensaios de transcriptdmica e metabolomica.

1) Andlise dos perfis de expressao génica em amostras de folhas de plantas
jovens e adultas em resposta aos ensaios de sinalizagcdo das amostras utilizando
PCR em Tempo Real.

2) Analises do perfil metabdlico primario em amostras de folhas de plantas
jovens e adultas em resposta aos ensaios de sinalizagcédo utilizando espectrometria
de massas (GC-TOF/MS).

3) Correlacdo dos dados obtidos através dos ensaios de expressdo génica
com a reconfiguracdo dos metabdlitos em resposta aos tratamentos aplicados, e

construcéo dos sistemas.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 A cana-de-acUcar e 0s projetos SUCEST e SUCAST

A cana-de-acucar (Saccharum spp.) é uma das mais importantes espécies
vegetais cultivadas em todo o mundo, principalmente nas regides tropicais e
subtropicais, atingindo uma &rea superior a 20 milhdes de hectares em 101 paises.
(FAO 2010). O Brasil € o maior produtor mundial de agucar, produzindo 24 milhdes
de toneladas por ano. A producao brasileira de etanol também é a maior do mundo,
com 14 bilhdes de litros de alcool por ano, devido a sua utilizacdo em larga escala
como combustivel renovavel alternativo ao petroleo (GOLDEMBERG e
GUARDABASSI, 2009). Devido a sua capacidade Unica de estocar sacarose em
seus entrendés o estudo da cana-de-agUcar tornou-se uma importante fonte de
informacdes no que se diz respeito a sintese de sacarose, seu transporte e acumulo.
Os componentes da via de biossintese de sacarose bem como seus reguladores,
tornaram-se potenciais alvos para o melhoramento dirigido das variedades de cana-
de-acucar (MOORE, 2005).

Os mecanismos de acumulo de sacarose tém sido estudados em diversos
niveis: identificacdo e caracterizacdo de genes individuais nas vias metabdlicas de
sacarose e transportadores da sacarose na planta (MOORE,1995; GROF e
CAMPBEL 2001, MOORE, 2005), localizacédo de genes (CASU et al., 2003; RAE et
al., 2005), o desenvolvimento de mapas gendmicos e a localizacdo de loci
guantitativos (HOARAU et al., 2001; MING et al., 2002a; MING et al., 2002b; MING
et al., 2002c; AITKEN et al., 2006), estudos de transcriptoma (CARSON e BOTHA
2000; CARSON e BOTHA 2002; CASU et al., 2003; CASU et al., 2004, CASU et al.,
2007); estudo de atividades enzimaticas individuais e fluxo de atividades enzimaticas
(LINGLE, 1999; ROHWER e BOTHA, 2001; TURNER e BOTHA, 2002; HOEPFNER
e BOTHA, 2004) e relacao do estresse hidrico e acumulo de sacarose (ISKANDAR
et al., 2011).

O projeto brasileiro de sequenciamento de ESTs da cana-de-acUcar
(SUCEST) disponibilizou um conjunto basico e fundamental de dados para um maior
entendimento dos processos fisioldgicos e bioquimicos da cana-de-acucar. Foram
gerados 43.141 provaveis transcritos de cana-de-aclcar (SASs, Sugarcane

Assembled Sequences), dos quais cerca de 29,7% ndo apresentam nenhuma
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homologia com sequéncias génicas ou protéicas previamente identificadas em
qgualquer outro organismo (VETTORE et al., 2003).

A partir dai com o objetivo de caracterizar as sequéncias obtidas através do
projeto SUCEST e identificar genes de cana-de-aglcar com potencial biotecnoldgico,
foram iniciados diversos projetos em laboratérios especializados em diferentes linhas
de pesquisa. Um deles foi o SUCAST (Sugarcane Signal Transduction), um projeto
criado para identificar ESTs envolvidos em vias de transdugdo de sinais na cana-de-
acucar (SOUZA et al., 2001). Em trabalhos prévios atuou-se na utilizacdo de arrays
de cDNA para a identificacdo e caracterizacdo de genes de cana envolvidos com
sintese e acumulo de sacarose. Um total de 203 genes foram detectados como
diferencialmente expressos em folhas e entrends 1, 5 ou 9 de plantas contrastantes
para quantidade de sacarose (FELIX, 2006; FELIX et al., 2009; PAPINI-TERZI et al.,
2007). Outros estudos usando microarranjos foram conduzidos comparando
entren0s em diferentes estadios de desenvolvimento, visando detectar alteracdes
génicas relacionadas com a capacidade do entrendé de armazenar sacarose
(PAPINI-TERZI et al., 2007). Somando-se todos 0s genes associados ao acumulo de

sacarose, foram identificados 343 alvos.

3.2 Relacéao fonte-dreno e taxas fotossintéticas em cana-de-acucar

Em cana-de-aclcar as células do mesofilo foliar representam o Orgao
principal de fonte e o produto da fotossintese, principalmente sob a forma de
sacarose, é transportado para meristemas e 6rgdos em desenvolvimento. Ja folhas
jovens em crescimento e o colmo constituem os 6rgaos importadores (dreno) de
carboidratos mais importantes Figura 1 (CHAMBRA et al., 2011).

Orgdos de fonte e dreno devem ser coordenadamente regulados pela
expressao génica e atividade enzimatica de forma a produzir crescimento rapido e
acumulo de sacarose eficiente (CHAMBRA et al., 2011).
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0-9 meses- Planta Jovem em
Desenvolvimento |0-12 meses- Planta Adulta-

Vegetativo. Producao e Acumulo de agucares.

Figura 1- Esquema da Relagdo Fonte-Dreno ao longo do Desenvolvimento da cana-de-agUcar

A sacarose sintetizada nas folhas é transportada por transportador especifico
pelos vasos do floema até os colmos, onde passa para 0 espaco apoplastico. Nesse
espaco, a sacarose, através da acdo de invertases extracelulares, é convertida a
glicose e frutose e esses monossacarideos entram nas células do parénquima
através de transportadores especificos (KROOK et al., 2000).

Dentro dessas células, frutose e glicose sdo transformadas em sacarose-
fosfato (através da enzima sacarose fosfato sintase), que é transportada para o
interior dos vacuolos. A sacarose armazenada nos vacuolos pode ser mobilizada via
acdo de invertases, que levam a quebra e geragdo de frutose e glicose. Esses
acucares difundem-se entdo para o citoplasma das células do parénquima (KROOK
et al., 2000).

O acumulo de sacarose em elevadas concentragdes como ocorre na cana-de-
acucar, representa um estresse osmotico para as células e leva a necessidade de

um controle eficiente da compartimentalizagéo dos solutos (MOORE et al., 1995).
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3.3 Sinalizacdo de acucares

Carboidratos: substratos e sinalizadores

Desde seu surgimento as plantas possuem papel crucial na evolucéo da vida
na terra através da producdo de moléculas de agucares ricas em energia e oxigénio
através de fixacdo fotossintética de carbono. Acucares sao carbonos primarios e
fontes de energia necessarias para a construcdo e abastecimento das células e
desde os primordios evolutivos adquiriram importancia na regulacédo das funcdes de
controle do metabolismo, resisténcia a estresses, crescimento e desenvolvimento
(RAMON et al., 2008).

Para microorganismos de vida livre, a disponibilidade de nutrientes € um fator
principal no controle do crescimento em um ambiente em constante mudanca,
enquanto que organismos multicelulares necessitam manter a homeostase de
nutrientes e energia dentre suas células e tecidos. Assim os agucares podem atuar
como complemento e interagir com uma variedade de horménios e fatores de
crescimento em sistemas complexos (RAMON et al., 2008).

A producao de acucar em plantas sésseis monitorando o status energético e
dos acucares é particularmente critico, possibilitando a integracdo de sinais
ambientais e de desenvolvimento necessarios para sua plasticidade fisiologica e de
desenvolvimento. Diferentemente dos horménios e fatores de transcricdo, no
entanto, os acucares estdo presentes em escala milimolar e participam ativamente
no metabolismo, o que faz da investigagdo sobre sua funcdo dualista no
metabolismo e sinalizagcdo um grande desafio (RAMON et al., 2008).

Além disso, o papel essencial dos aclUcares no crescimento e
desenvolvimento das plantas foi descoberto utilizando-se Arabidopsis como o
primeiro sistema modelo. Muitas revisbes foram publicadas sobre o assunto:
(KOCH, 1996;;; SMEEKENS, 2000; ROLLAND et al., 2002; LEON and SHEEN,
2003; GIBSON, 2005; ROLLAND et al., 2006; SMITH e STITT, 2007).
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Gerando sinais de acucares

As plantas como organismos fotoautotroficos produzem seus préprios
acucares através da fotossintese. Assim, para coordenar todos esses processos e
responder apropriadamente as mudangcas ambientais (que afetam o metabolismo
energético, e alteram as demandas metabdlicas e energéticas durante o
desenvolvimento), as plantas adquiriram um arranjo de mecanismo para sentir esses
diversos “sinais de acucares”. Uma comunicagao eficiente entre as atividades em
diferentes 6rgaos, tecidos e compartimentos subcelulares é crucial para um uso
6timo desse recurso disponivel para o crescimento e desenvolvimento (RAMON et
al., 2008) (Figura 2).

Nos ultimos anos, tornou-se evidente o papel central desempenhado pelos
agucares como estimulos sinalizadores e seus efeitos de respostas no crescimento,

desenvolvimento e regulacdo metabolica das plantas.
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Figura 2 - Diagrama representando dois diferentes modelos de sinalizagdo por proteinas
guinases apos estimulos por sinais externos. A- 1 estimulo, mdltiplas proteinas
kinases e 1 tipo de resposta e B- Mdltiplos estimulos 1 proteina quinase e
multiplas respostas. Adaptado (HALFORD E HEY 2009)
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A levedura como modelo em vias de sinalizagdo por agucares

Em geral, as leveduras provaram ser muito Uteis como modelo e ferramenta
experimental para ensaios de genética reversa de biologia de células eucarioticas.
Saccharomyces cerevisiae € um organismo anaerobico facultativo que mesmo na
presenca de oxigénio, prefere a fermentacdo de aclUcares como glicose, frutose e
sacarose para uma maior eficiéncia energética respiratoria. Possui ploriferacdo
rapida e producdo de etanol reutilizavel durante a fermentacdo aparentemente
oferece uma vantagem seletiva sob microorganismos pouco-tolerantes a alcool
(ROLLAND et al., 2006).

Esta levedura desenvolveu um completo arranjo de vias de sensibilidade e
sinalizacédo de glicose para permitir o uso 6timo e exclusivo desta fonte de carbono
(ROLLAND et al., 2006).

Estudos em Saccharomyces demonstraram que o gene Hxk2 (hexoquinase-2)
exerce papel fundamental na repressédo de genes relacionados ao catabolismo de
fontes de carbono ndo fermentesciveis em resposta a alta concentracao de glicose
no meio(ALMS, et al., 1999; MORENO et al, 2005). Esta repressédo ocorre pela
interacdo de Hxk2 com a proteina repressora Mig1l no nucleo (AHUATZI et al, 2007),
impedindo a fosforilacdo desta ultima pela proteina quinase Snfl (Sucrose non-
fermentingl). A fosforilacdo de Migl € promovida por Snfl em baixas concentracdes
de glicose e determina sua exportacdo do nucleo e a liberacdo de genes reprimidos
relacionados ao catabolismo de fontes alternativas de carbono como a sacarose
(SARMA, et al., 2007) e ao metabolismo aerébico (POLGE E THOMAS, 2007)

(Figura 3).
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Figura 3 - Vias de sinalizacdo por glicose em Saccharomyces cerevisae, a) A HXK2 funciona
como sensor e se transloca para o ndcleo em resposta a glicose. Snfl (Sucrose
nonfermenting 1) é requerida para liberagdo de genes reprimidos relacionados a
fontes alternativas de energia em caso de privacdo de carbono. b) Via de inducéo
de HXT. Dois transportadores homélogos de hexose. SnF3 e Rgt2, funcionam
como sensores de glicose na membrana plasmatica, onde ativam a Caseina
quinase 1 (Yckl). c) A via da proteina quinase A dependente de AMP-ciclico com
dois sistemas de sensibilidade a glicose: O sinal da glicose (ou sacarose)
extracelular é recebido pela proteina-G acoplada a um receptor e fosforilagdo
intracelular da hexose. d) A atividade glicolitica e a expressédo de genes séo
controladas por intermédiarios metabdlicos, incluindo trealose-6-fosfato (T6P), que
inibe a atividade da HXK2. Esquema adaptado por BRANCO, 2008 de ROLAND
et al., (2006)

A proteina Snfl possui grande similaridade com a familia das quinases AMPk
(AMP-dependent protein kinase) de mamiferos (HONG et al, 2003) e SnRKs
(Sucrose non-fermenting related kinases) de plantas (HALFORD E HARDIE, 1998).
Estas proteinas quinases desempenham papéis fundamentais na manutencdo da
homeostasia energética e as similaridades observadas entre estas proteinas
sugerem mecanismos de monitoramento energético conservado em todos 0s
eucariotos (POLGE E THOMAS, 2007).
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3.3.1 Sinalizacéo de acUcares em plantas

Estudos fisiologicos e moleculares tém demonstrado que a sintese e
transporte de acglcar sdo processos altamente regulados, sendo que varios genes
possuem regulacado transcricional e pos-transcricional frente a mudancas nos niveis
intracelulares de acucar (SHEEN et al., 1999; XIAO et al., 2000). Por exemplo,
determinados acUcares podem favorecer a expressao de enzimas em conexao com
a biossintese, utilizacdo e armazenamento de suas reservas (incluindo amido,
lipideos e proteinas), podendo também, agir reprimindo a expressdo de enzimas

envolvidas na fotossintese e mobilizacdo de reservas.

A sensibilidade aos aclucares pode ser extracelular, nos niveis de
transportadores e receptores de acucares, sensibilidade extracelular através da acao
de uma hexokinase ou uma kinase do complexo SNF1 que possui um papel crucial a
ser desvendado, além de fosfatases e varios outros complexos protéicos tais como

proteinas que se combinam ao DNA (LORETI et al., 2001).

Para ativar as vias de transducdo de sinais, 0os agUcares tém que ser
primeiramente detectados. Dessa forma, para estudar as respostas a acucares e
seus analogos tém sido aplicados in vitro em plantulas, tecidos e protoplastos ou

culturas celulares.

Com essa ferramenta, dois mecanismos de sinalizacdo por agucar foram
propostos: hexoquinase (HXK)-dependente e independente, sendo a hexoquinase a
enzima responsavel pela fosforilagdo de hexoses no primeiro passo da via glicolitica.
Na sinalizacdo dependente de HXK, essa enzima parece ativar diretamente uma
cascata de sinalizacdo. Por outro lado, na sinalizacdo independente de HXK, a
expressao génica é regulada diretamente por dissacarideos, sacarose ou trealose
(SMEEKENS, 2000; ROLLAND et al., 2002) (Figura 4).
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| GLICOLISE |

SINALIZACAO
Figura 4- Tipos de sinalizacdo de aglcares: dependentes e independentes de hexoquinase.
Adaptado (SMEEKENS, 2002)

O complexo de Sinalizacdo AtHXK1 de genes fotossintéticos, dependentes da
concentracdo de glicose, foi recentemente determinado como ilustra a Figura 5.
(BOLOURI-MOGHADDAM et al., 2010) .
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Figura 5- O complexo de sinalizacdo AtHXK1 desencadeia a expressdo de genes
fotossintéticos em Arabidopsis, dependendo da concentracdo de glicose. (A)
quando a glicose é baixa (pontos brancos), os genes alvos fotossintéticos sao
ligados por um fator de transcricdo especifico (branco). Esta ativacdo pode
envolver um complexo coativador ndo identificado. (B) quando a glicose est4d em
excesso (por exemplo, sob condicBes de deficiéncia de nitrato, ou condi¢des de
estresse quando as invertases sdo ou ndo ativadas, a glicose ndo é utilizada nas
células), a glicose difunde livremente dentro do nlcleo onde se combina com a
AtHXK1 nuclear. A combinacdo de glicose desencadeia uma mudanca
conformacional na AtHXK1, que entdo age junto com VHA-B1 (azul) e RPT5B
(amarela) como um repressor transcricional. Ambos a VHA-B1 e RPT5B
interagem com os fatores de transcricdo, ligando entdo a AtHXK1 ao DNA
combinando e suprimindo a expressdo génica. Os mecanismos de translocacao
nuclear da AtHXK1, VHA-B1 e RPT5B é ainda desconhecido. (BOLOURI-
MOGHADDAM et al., 2010)

Como exemplo de estudos relacionados a sinalizacdo enzimatica ja foi
possivel evidenciar a acdo da sinalizacdo de acUcares dependente de hexokinase
na repressao enzimatica da frutano exohidrolase em Lolium perene, baseado em um
ensaio de sinalizacdo exégena (LOTHIER et al., 2010). Outro exemplo recente foi
observado no estudo de uma linhagem celular de plantas trangénicas para acumulo
de sacarose, e a relacdo deste acumulo com a expressdo de enzimas da via
metabdlica de sintese e acumulo de sacarose e suas caracteristicas fisiolégicas (WU
e BIRCH, 2010).



37

Diversas pesquisas tentam elucidar como os metabdlitos sdo reconhecidos
pelas plantas. Experimentos demonstraram claramente que tanto a glicose quanto a
sacarose causam uma resposta nas células, porém o que ndo se sabe € se esses
metabdlitos sdo reconhecidos por si s6 ou ndo (revisado por HALFORD e PAUL,
2003).

Neste contexto, a falta de carbono (CONTENTO et al., 2004; THIMM et al.,
2004) e a adicéo de aglcar (BLASING et al., 2005; PRICE et al., 2004; THUM et al.,
2004) modificam a expressédo de centenas de genes (ROLLAND et al., 2006). A
diminuicdo da concentragcédo de carbono induz genes que atuam na gliconeogénese
e na mobilizagdo de compostos armazenados (HO et al.,2001; KOCH, 1996;
RYLOTT et al., 2003). Os principais acUcares tais como glicose, sacarose e frutose,
induzem genes de sintese de polissacarideos, lipidios e proteinas e reprimem genes
relacionados a fotossintese (KOCH, 1996; PAUL and FOYER, 2001; STITT and
KRAPP, 1999). A glicose e a sacarose encontram-se como 0s agucares melhor
estudados, atuando como sinalizadores e promovendo mudancas na expressao
génica em plantas (JANG and SHEN, 1994 e STITT et al., 2007).

A relacdo da sinalizacdo de acucares em cana-de-acucar e seus aspectos
evolutivos foram explorados no trabalho de BRANCO, 2008; em que se relacionou o
perfil de expressdo génica entre mudas de Saccharum ssp. e Arabidopsis, em
resposta a tratamento de glicose e sacarose e seus aspectos filogenéticos.

O papel das moléculas de acucar como efetores da relacdo fonte-dreno em
cana-de-acucar ja foi estabelecida (MCCORMICK et al., 2008a). A existéncia de uma
relacdo robusta entre tecidos de fonte e dreno em cana-de-acucar poderia
representar um potencial fator limitante fundamental para o acimulo de sacarose no
colmo e consequientemente possui um papel principal nos estudos relacionados ao
melhoramento de cana-de-acucar (MCCORMICK et al., 2008b).

Em ensaios de variacdo do fotoperiodo visando aumentar a forca de
armazenamento, concluiu-se que o aumento desta forca é correlacionado com um
decréscimo na disponibilidade de assimilacédo da fonte, que em resposta pode atuar
para regular a capacidade fotossintética da fonte (MCCORMICK et al., 2008c).

Em outro ensaio recente ja se elucidou o complemento de agulcares soluveis
presentes nos entrendés em cana-de-acglcar utilizando GC-MS (GLASSOP et al.,

2010), mas ainda falta elucidar esse aspecto em relacdo as folhas, bem como
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relacionar esses dados dentre os tecidos por causa das relacdes fonte-dreno entre a
folna e o entrend que é crucial para o entendimento a respeito do acumulo de

sacarose em cana.

3.3.2 Sinalizagéo por sacarose em plantas

A sacarose € o principal carboidrato transportado nas plantas, no entanto,
apenas mais recentemente surgiram evidéncias do papel deste acucar como
sinalizador molecular (para um resumo de suas func¢des sinalizadoras, Figura 6).
Como revisado por BRANCO, (2008); atualmente, sabe-se que a sinalizacdo por
este aclcar é realizada por vias independentes da HXK1. Tais vias ainda séo
desconhecidas, porém alguns transportadores de sacarose poderiam atuar como
receptores (CHIOU and BUSH, 1998). Além disso, € possivel que algumas SNFs
guinases também estejam envolvidas nessa via de sinalizacdo (PURCELL et al.,
1998; TIESSEN et al., 2003). Foi identificado no trabalho de ZHENG et al., 2012 que
a proteina SnRK2.6 é intermediaria na regulacdo do metabolismo da sacarose no
crescimento em Arabidopsis.

Sabe-se também que a sacarose atua como regulador especifico na
transcricdo de alguns genes, como patatina de batata (atividade de lipase e de
estocagem de proteinas) (JEFFERSON et al., 1990; WENZLER et al., 1989), genes
esses ndo regulados na presenca dos produtos de quebra da sacarose, glicose e
frutose (WENZLER et al., 1989; JEFFERSON et al., 1990; CIERESZKO et al., 2001).
A sacarose reprime um gene transportador de sacarose do tipo préton-simporte em
beterraba (CHIOU e BUSH, 1998).

Experimentos com acucares analogos ndo metabolizaveis da sacarose, como
palatinose e turanose mostraram sinalizacdo independente de metabolismo: os
genes do transportador de hexose VVHT1 em videira, da a-amilase no embrido de
cevada e de ADP-glicose pirofosforilase em batata tém sua expressdo afetada na
presenca desses analogos (LORETI et al 2000; ATANASSOVA et al.,, 2003;
TIESSEN et al., 2003).

A regulacdo poés- transcricional do fator de transcricdo ATB2, também é
realizada pela sacarose, ela ocorre na traducdo onde elevadas concentracfes de
sacarose reprimem a traducdo do RNAm de ATB2 (WIESE et al., 2004). Assim, o

fator de transcricdo ATB2 € o primeiro gene conhecido cuja traducdo € reprimida.
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Este fator de transcricdo ainda estéd envolvido na integracdo entre os metabolismos
de carbono e nitrogénio, através da regulacdo dos genes ASN1 (Asparagina
sintetase 1), enzima que sintetiza asparagina e glutamato, e ProDH2 (prolina
desidrogenase), que degrada prolina, ambos negativamente regulados pela
sacarose. Asparagina e glutamina servem como carregadores de nitrogénio nas
plantas (SIECIECHOWICZ, 1998), estabelecendo assim uma ligacdo do fator de
transcricdo ATB2 de Arabidopsis thaliana na sinalizacdo por acuUcar, niveis de
aminoacidos e utilizacdo de nitrogénio em plantas (HANSON et al., 2007). Em
Arabdopsis a traducdo do mRNA bZiP11 é regulado especificamente por sacarose
(ROOK et al., 1998). Mais recentemente, foi determinada uma relacdo entre o
bZiP11 na reprogramacdo do metabolismo de Arabidopsis e na regulacdo do
metabolismo da trealose (MA et al., 2011).

Em um apanhado mais recente do que foi determinado a respeito do papel
sinalizador da sacarose, tém-se evidéncias genéticas de que a sacarose € um
regulador global das respostas a falta de fosfato em Arabisdopsis (LEI et al., 2011a e
2011b). Outro trabalho interessante determinou que a sacarose induz a ativagcao
rapida da CfSaPk, uma mitogen activated kinase, em células em suspenséao de

Cephalostachyum fuchiassun Gamble (LI et al., 2012).

FISIOLOGIA
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Figura 6 - Resumo dos impactos da sinalizagdo de sacarose na fisiologia e no
desenvolvimento das plantas. Adaptado (WIND et al., 2010)
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3.3.3 Sinalizagao por glicose em plantas

A glicose € uma das moléculas centrais no desempenho de fun¢bes de
sinalizacdo celular e atua em muitos organismos, como por exemplo: E. coli, fungos,
humanos e plantas. Como revisado por BRANCO, (2008) os diversos mecanismos
moleculares que envolvem sensores e sinalizacdo por glicose, bem como
ativacao/repressao transcricional mediada por esse acucar vém sendo amplamente
estudados em microrganismos unicelulares (STULKE and HILLEN, 1999;
JOHNSTON and KIM, 2005; MORENO et al., 2005; SANTANGELO, 2006).

Além do papel essencial desempenhado pela glicose na expressédo de genes,
na fisiologia, desenvolvimento, metabolismo, proliferacdo e morte celular
programada, os mecanismos moleculares envolvidos nas vias de sinalizagdo deste
acucar permanecem imprecisos em plantas e animais (ROLLAND et al.,, 2006;
DANIAL et al., 2003; WILSON., 2003; DENTIN et al., 2004).

Sabe-se que as plantas possuem, pelo menos, trés vias de sinalizacdo por
glicose (ROLLAND et al., 2006; XIAO et al., 2000): uma em que a hexoquinase-1 € o
sensor e outras duas em que a hexoquinase-1 ndo esta envolvida (independente de
hexoquinase 1). Numa destas duas vias independentes de HXK1, a fosforilacdo da
glicose € necessaria (no qual o metabolismo da glicose € requerido) enquanto a
outra € independente da fosforilacdo da glicose (ZHOU et al., 1998; CHENG et al.,
2002; ROLLAND et al., 2002; LEON and SHEEN, 2003; YANAGISAWA et al., 2003;
GIBSON, 2005; OSUNA et al, 2007) . Dessa forma, notamos que a HXK1 nao
apenas catalisa a fosforilacdo dependente de ATP da glicose, mas também atua
como sensor dos niveis de glicose e como sensor do status de fosforilagcdo da
glicose, transmitindo esta informac¢do ao nucleo através de uma via de transducéo.
Através da analise de mutantes gin2 (glucose insensitive2), deficiente na codificacao
do gene da HXK1, foi possivel separar as atividades cataliticas e de sensibilidade ao
sinal glicose apresentados por esta enzima (MOORE et al., 2003). Em Arabidopsis
thaliana existem dois genes de HXK e quatro genes HXK-like, que interagem néo
apenas entre eles para a formacao de dimeros, mas também com outras proteinas e
com varias membranas celulares (FROMMER et al., 2003). As isoformas de HXK
tém sido encontradas no citoplasma celular, em associacdo com o reticulo
endoplasmatico e com a membrana plasméatica, mas também podem ser localizadas

na membrana externa e no estroma do cloroplasto, no nucleo e em mitocdndrias
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(TRAVIS et al., 1999; GIESE et al., 2005), A HXK mitocondrial foi relacionada com a
regulacdo de morte celular programada, dando indicios da ligacdo entre o
metabolismo da glicose e apoptose (KIM et al., 2006). Cho et al. (2006)
apresentaram evidéncias que HXK1 forma complexos apenas no nucleo com VHA-
B1 (vacuolar H+-ATPase B1l) e com RPT5B (uma particula 19S da subunidade
proteossomica), para interagir com o promotor do gene CAB2, reprimindo sua
expressdo em resposta a glicose. Recentemente foi determinado o papel das
hexoquinases de arroz OsHXK5 e OsHXK6 como sensores de glicose (CHO et al.,
2009), em outro trabalho do mesmo grupo determinou-se que baixos niveis de
glicose desacoplam a sinalizacao dependente de HXK1 (CHO et al., 2010).

Analises genéticas em Arabidopsis thaliana evidenciaram uma interacao entre
a sinalizacgdo por glicose e ABA, e glicose e etileno (ROOK et al., 2006; PRICE et al.,
2004), indicando a existéncia de uma complexa rede de interacdo entre glicose e
horménios. No trabalho de MATIOLLI et al., 2011 determinou-se que o gene bZIP
AtbZIP63 de Arabidopsis € um integrador sensivel de sinais transitorios de glicose e
ABA.

3.3.4 Sinalizacéo por frutose em plantas

A frutose é um importante carboidrato encontrado no organismo humano e na
maioria das plantas, tendo sido isolada pela primeira vez em 1847 a partir da cana-
de-acucar (WANG e VAN EYS, 1981).

Tanto em animais quanto em plantas os papéis no desenvolvimento e funcdes
regulatérias de outras hexoses além da glicose permanecem desconhecidos. No
entanto, nos ultimos anos, a frutose na dieta de mamiferos esta relacionada com a
sinalizacdo de perturbacao celular e sindromes metabdlicas, tais como, resisténcia a
insulina, obesidade, diabetes tipo 2 e alta presséo no sangue (RUTLEDGE e ADELLI,
2007; WEI et al., 2007).

As trioses fosfatases sintetizadas por atividade fotossintética sao
armazenadas como amido transitorio nos cloroplastos ou convertidos em sacarose
no citoplasma através de uma série de reacfes enzimaticas desencadeadas pela
Frutose 1-6 Bisfosfatase, UDP- glicose pirofosforilase, Sacarose Fosfato Sintase e
Sacarose Fosfatase (ROLLAND et al., 2006). A sacarose € entdo armazenada nos

vacuolos, ou clivada em glicose e frutose por invertases, ou UDP-glicose e frutose
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pela sacarose sintase (KOCH, 2004). Assim, seguida da hidrélise da sacarose a
frutose se torna uma das mais prevalentes hexoses nas plantas e seu possivel papel
sinalizador tem sido proposto na literatura (PEGO e SMEEKENS, 2000). No entanto,
o papel sinalizador da frutose nas plantas permanece inexplorado. Um exemplo
dessa possivel atividade sinalizadora é o trabalho de KATO-NOGUCHI et al., 2005
gue demonstraram que o0 analogo de frutose psicose induziu a inibicdo do
crescimento em raizes de alface.

Além disso, a Frutoquinase (FRK), que realiza a mesma funcao catalitica que
a HXK, mas com a frutose como substrato ao invés da glicose, foi a primeira enzima
de frutose a ser estudada por seu papel regulatério na sinalizacdo de frutose.
(ODANAKA et al.,, 2002; GERMAN et al., 2003; PEGO e SMEEKENS, 2000).
Entretanto, apesar da FRK estar envolvida na modulagéo do crescimento da planta o
seu papel regulatoério na sinalizacdo da frutose foi descartado (DAI et al., 2002).
Portanto, pouco se sabe a respeito da sinalizacdo da frutose e seus papéis
regulatorios.

Em um estudo recente, foi identificado o FRUCTOSE INSENSITIVE 1, como
um fator regulatorio indispensavel na via de sinalizacdo da frutose que atua junto
com a Frutose 1-6 bisfosfatase, e ainda, no mesmo trabalho demonstrou-se que a
frutose esta relacionada com a modulacdo do desenvolvimento precoce de mudas
de Arabidopsis e interage com ABA e etileno (CHO e YOO, 2011). (Figura 7).

Glucose Fructose

. FBP 4

ABI3,4,5

Figura 7- Modelo de sinalizacdo de hexoses durante o desenvolvimento precoce de mudas de
A. thaliana. A sinalizagdo de HXK1/GIN2-dependentes de glicose agem upstream
GIN1/ABA2, enquanto FINS1/FBP funciona downstream & GIN1/ABA2. A
sinalizagdo por glicose pode também integrar na GIN1/ABA2 diretamente. Apenas
uma porcao menor de sinalizagao por frutose, pode ocorrer via GIN2/HXK1. Ambos
os sinais de hexoses modulam positivamente e negativamente as respostas de
ABA e etileno respectivamente. CHO e YOO, 2011
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3.3.5 Sinalizagdo por manose em plantas

A manose é um mondmero de agUcar de uma série de aldohexoses de
carboidratos. A manose é um C2 epimero de glicose. Ela € importante no
metabolismo humano, especialmente na glicosilacdo de algumas proteinas. Muitas
das desordens congénitas de glicosilagdo estdo associadas com mutacbes nas
enzimas envolvidas no metabolismo da manose (FREEZE e SHARMA, 2010). E
fosforilada pela hexoquinase (HXK), a manose-6-fosfato, que entra lentamente no
ciclo glicolitico (SMEEKENS, 2000), causando inclusive a represséo da producédo de
glicose 6-P e reducgéo de ATP (KLEIN and STITT, 1998), podendo inclusive reprimir
a expressao de genes relacionados com a fotossintese (JANG and SHEEN, 1994).

Em plantas, nos primeiros estudos relacionando a manose como possivel
substrato para processos enzimaticos em plantas, foi freqientemente retratada
como um metabalito inativo e seus efeitos, bem como de seus analogos estruturais,
2-desoxyglicose e glucosamina, foram descritos como adversos, inibitérios, ou
toxicos. Apesar destes efeitos inibitérios, a manose é componente de muitos
produtos das plantas incluindo polimeros de carboidratos, glicoproteinas e
glicolipideos (HEROLD e LEWIS, 1977).

Neste mesmo trabalho de HEROLD E LEWIS, (1977) foram agregadas muitas
informacdes sobre estudos a respeito da manose e seus analogos em plantas,
inclusive os primeiros estudos com tratamento exégeno em solugcdes de agucares, e
evidéncias bibliograficas de um possivel papel metabdlico da manose na sintese de
sacarose e amido além da atuacdo sob frutanos e polissacarideos estruturais,
germinacdo e crescimento, em cevada, tabaco, leguminosas e em milho.
Anteriormente estes pesquisadores ja haviam afirmado que a manose atua como
sequestradora de ortofosfato citoplasmatico e demonstraram seu efeito diferencial na
sintese de amido fotossintético em plantas C3 e C4 (HEROLD et al., 1976). E que a
manose aplicada exdgenamente em folhas leva ao declinio da capacidade
fotossintética do tecido devido a essa capacidade sequestradora (HEROLD et al.,
1981).

Trabalhos posteriores retratam outros aspectos da manose em plantas, em
1986 um trabalho com ensaios de tratamento exdgeno de manose em folhas de
milho, em que resultou na reducdo em 50% nas trocas de carbono parcialmente

reversivel pela adicdo de ortofosfato (HARRIS et al., 1986). Evidenciou-se também
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gue o metabolismo da manose nas folhas de milho ndo atuou como recurso para a
sintese de sacarose e amido (HARRIS et al., 1986). Em 1999 evidenciou-se o papel
da manose na inibicdo da germinacao de Arabidopsis mediado por hexoquinases via
reducdo energética (PEGO et al., 1999).

Um trabalho mais recente dos poucos encontrados evidenciou que a manose
atua na pertubacdo da actina do citoesqueleto das folhas de Arabidopsis, ao
contrario da glicose e da sacarose, apresentando um papel de influéncia negativa e
estrutural (BANAS et al., 2010).

Esta clara a necessidade de estudos mais aprofundados a respeito do papel
sinalizador e metabodlico da manose em folhas e com o advento das técnicas de
biologia de sistemas, expressdo génica e metabolismo; sera possivel obter
informacfes mais concretas a fim de chegar a maiores conclusdes a respeito de

suas funcgoes.

3.4 Metabolismos potenciais para o estudo de sinalizacdo de agucares

Enzimas componentes do metabolismo de carboidratos: glicolise e

gliconeogénese

A glicolise € uma rota central quase universal do catabolismo da glicose, a
rota com o maior fluxo de carbono na maioria das células. A quebra glicolitica de
glicose € a Unica fonte de energia metabdlica em alguns tecidos de mamiferos e
tipos celulares (hemacias, medula renal, cérebro e esperma, por exemplo). Alguns
tecidos de plantas que sédo diferenciados para armazenar amido (como os tubérculos
da batata) e algumas plantas aquaticas derivam a maior parte de sua energia da
glicélise; muitos microorganismos anaerdbicos sdo inteiramente dependentes da
glicolise (NELSON E COX, 2005).

Em plantas jovens, gorduras e proteinas armazenadas sdo convertidas,
através de rotas que incluem a gliconeogénese, no dissacarideo sacarose para
transporte através da planta em desenvolvimento. A glicose e seus derivados sao
precursores da sintese das paredes celulares das plantas, nucleotideos e
coenzimas, e uma variedade de outros metabdlitos essenciais. (NELSON E COX,
2005).
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O processo de gliconeogénese superpfe-se ao da glicélise, sendo que,
iniciando pelo piruvato, a maioria das reagfes de sintese de glicose, sdo no
sentido inverso aos da glicélise. As enzimas envolvidas na catalizagdo desses
passos sdo reguladas para que, ou glicdlise, ou gliconeogénese predomine,
dependendo das condicdes fisiolégicas (NELSON E COX, 2005). A maioria das
etapas da gliconeogénese usa as mesmas enzimas que catalizam o processo da
glicolise, porém, o fluxo de carbonos, € na direcdo reversa. Entretanto, em trés
pontos as reacfes da glicolise sdo irreversiveis in vivo (por liberarem energia
livre em forma de calor): conversdo de glicose em glicose 6-fosfato pela
hexoquinase, a fosforilacdo da frutose 6-fosfato em frutose 1,6-bisfosfato pela
fosfofrutoquinase-1 e a conversao de fosfoenolpiruvato em piruvato pela piruvato
quinase (NELSON E COX, 2005). Para contornar essas barreiras energéticas,
reacdes e enzimas especiais sdo necessarias (NELSON E COX, 2005). As

principais reacdes da glicolise e gluconeogénese estdo esquematizadas na Figura 8.
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Figura 8 - Esquema demonstrando as principais reacdes de glicélise e gliconeogénese em
plantas ADAPTADO NELSON E COX 2005

Transportadores de acucares

Proteinas transportadoras de acgUcares possuem papel fundamental nas vias
de fornecimento de carbono regulando o transporte de assimilados de carbono pela
membrana, bem como sua distribuicdo pela planta, (MCCORMICK, 2007). O
carregamento da sacarose pode ocorrer via simplasto, apesar do fato de que a
sacarose é normalmente liberada a partir das células fonte do mesofilo e ativamente
2000;

2000). Os simportadores da membrana plasmatica, sacarose-H"

fornecida a partir do espaco apopastico para o floema (HELLMAN et al.,
WILLIAMS et al.,

sado fundamentais para este processo. O descarregamento de sacarose pode
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também ocorrer via uma rota simplastica ou apoplastica, que é usualmente espécie-
especifica e pode depender do estadio de desenvolvimento dos 6rgédos e tecidos
(WILLIAMS et al., 2000). Na via apoplastica, o parénquima de dreno pode tanto
importar a sacarose diretamente do apoplasto via simportadores sacarose H*, ou
alternativamente como hexoses via co-transportadores monossacarideo-H" apds a

hidrélise da sacarose por invertases de parede celular.

Transportadores de acuUcares sao categorizados em dois tipos de familias,
transportadores de monossacarideos (MST) e dissacarideos (DST), como varias
formas existentes em cada familia. Além disso, dependendo da espécie, cada
transportador pode ser expresso em diferentes estadios de desenvolvimento sob
condigdes ambientais variaveis em diferentes tecidos (WILLIAMS et al., 2000).

Geralmente os DSTs sao altamente especificos para sacarose, sendo que
alguns podem transportar maltose (LEMOINE, 2000). MSTs por outro lado,
apresentam uma ampla especificidade de substratos, transportando hexoses e
pentoses (BUTTNER e SAUER, 2000, HELLMAN et al., 2000). Foram identificados
MSTs para diferentes substratos tais como, D-glicose, 3-0-metilglicose, 2-desoxi-D-

glicose, D-manose, e D-frutose (para revisdo HELLMAN et al., 2000).

Metabolismo da trealose

Um papel importante na via metabdlica da trealose na regulagcdo de um
sistema independente de HXK foi proposto (EASTMOND et al.,, 2002; PAUL e
PELLNY, 2003; PAUL, 2007) e foi refutado recentemente por ITURRIAGA et al.,
2009 que demonstrou que o gene Trealose 6-Fosfato Sintase possui sinalizacéo via
HXK (Figura 9) . Anteriormente, a via da trealose ndo era considerada universal em
todas as espécies de plantas (GODDIJN e SMEEKENS, 1998). Uma razédo para
esse fato pode ser por que os metabdlitos de trealose sdo encontrados em
pequenas quantidades em espécies além de plantas, nas quais o seu acumulo em
altos niveis proporciona protecao contra estresse hidrico (WINGLER, 2002). Além
disso, pela dificuldade de se detectar a trealose em trabalhos anteriores, foi sugerido
gue a maioria das plantas superiores havia perdido a capacidade de produzir
trealose (CROWE et al., 1992). No entanto, a atividade da trealase, uma enzima

responsavel pela quebra da trealose em glicose, foi evidenciada por estar presente



48

em numerosas plantas (MULLER et al., 2001). AplicacBes subseqiientes de um
inibidor de trealase demonstraram com sucesso niveis detectaveis de trealose tanto
em tabaco como em batata (GODDIJN et al., 1997).

Tal como a sacarose, a trealose é tipicamente produzida em um processo
com dois passos. Primeiramente, a sintese da trealose-6-fosfato (T6P) a partir da
UDP-glicose e G6P é catalizada por trealose 6 fosfato sintase (TPS; EC: 2.4.1.15).
T6P é entdo desfosforilada a trealose por trealose 6 fosfato fosfatase (T6PP; EC:
3.1.3.12) (ROLLAND et al., 2006). Genes funcionais que codificam a TPS e T6PP
foram detectados em Arabidopis (BLAZQUEZ et al., 1998, VOGEL et al., 1998;
VOGEL et al., 2001).

O papel regulatorio da via da trealose na sinalizacdo de agucares esta agora
sendo estudada em diversas plantas. Em Arabidopsis, aplicacdes externas ou até
mesmo pequenas concentracdes de trealose resultou em mudancas fisiologicas
significativas, tais como, a inibicdo da elongacao das raizes (WINGLER et al., 2000).
Plantas transgénicas de tabaco, em estudos prévios, as quais expressavam 0S
genes otsA e otsB de E. Coli, codificando TPS e T6PP respectivamente, produziu
efeitos consistentes com o impacto na sinalizacao de acucares (PAUL et al., 2001).
Alteracbes controladas dos niveis de T6P pelas combinacbes de expressdo dos
genes do metabolismo de trealose em E. coli demonstraram que a T6P é
indispensavel para a utilizacdo de carboidratos para o crescimento em Arabidopsis
(SCHLUEPMANN et al., 2003). Os mecanismos exatos pelos quais a T6P influencia
0 metabolismo do carbono ainda nado estédo claros, visto que diferentemente das
leveduras, a T6P ndo € um inibidor da atividade da HXK (EASTMOND et al., 2002).
Isso indica que a T6P pode estar envolvida em uma via de sinalizacdo de acucares
independente de HXK (EASTMOND et al., 2003), no entanto a via completa ndo é
independente de HXK como verificado por ITURRIAGA et al., 2009.

Outro estudo interessante foi a identificacdo e isolamento de um Unico
sistema génico para a producdo de trealose. No fungo basidiomiceto, Grifola
frondosa, a trealose pode ser sintetizada diretamente a partir da glicose e glicose-1-
fosfato por uma nova trealose sintase (SAITO et al., 1998; ZHANG e ZHENG, 1999).
A transferéncia do gene de tabaco para cana-de-acucar resultou em plantas com

altos niveis de trealose e exibiram aumento na tolerdncia a seca e estresses
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osmoticos (ZHANG et al., 2005; ZHANG et al., 2006). A cana-de-agUcar transgénica,
ndo apresentou mudancas morfolégicas 6bvias e ndo houve inibicdo do crescimento
em campo, embora tenha exibido uma alta tolerédncia a seca e melhor rendimento
sob condi¢Bes de seca (ZHANG et al., 2006). Ao passo que os efeitos fisioldégicos
exatos da trealose neste sistema sao desconhecidos, estes resultados demonstram
gue a cana-de-acucar pode tolerar altas concentracdes de trealose. O que levanta
guestionamentos a respeito da sensibilidade do sistema de sinalizacdo da trealose
em diferentes espécies de plantas.

Apesar dos mecanismos da regulacdo da trealose e T6P em plantas
superiores requerer mais investigacdes, € possivel que a T6P perturbe o fluxo
glicolitico de carbono e o balanco de nitrogénio implicado na regulacdo da
fotossintese na folha (PAUL e PELLNY, 2003; PAUL, 2007). Outros estudos também
demonstraram que o gene da TPS é requerido durante a embriogénese, onde
aparentemente permite aos embribes de Arabidopsis a responder a sacarose
(EASTMOND et al., 2002). Estas descobertas implicam que a via da trealose possui

um papel interessante na sinalizacédo de acucares.
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Figura 9 - Metabolismo da Trealose ITURRIAGA et al., 2009

A familia SNF1 (sucrose non fermenting-1) em leveduras e animais

As leveduras tais como a Saccharomyces cerevisae Sao organismos
anaerobicos facultativos, mas que mesmo na presenca de oxigénio, preferem a
fermentacdo de acucares como a glicose, frutose e sacarose para uma respiracao
com maior eficiéncia energética. Assim, as leveduras desenvolveram um completo

arranjo de caminhos de sensibilidade e sinalizacdo para permitir uma utilizagéo
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otimizada e exclusiva de suas fontes de carbono, sendo que a regulacdo da
expressdo génica em resposta aos niveis de aglcar € um importante mecanismo
para o controle do metabolismo de carboidratos em leveduras (PURCELL et al.,
1998).

O gene SNF1 corresponde a totalidade da familia SNF1 em S. cerevisae. E
expresso em resposta a baixos niveis de glicose, além de ser requerido para que
praticamente todos o0s genes reprimidos por este aclcar sejam expressos, inclusive
agueles necessérios para o crescimento em fontes alternativas de carbono. Esta
também envolvido na esporulacdo, acumulacdo de glicogénio e biogénese de
peroxissomos. A proteina SNF1 possui peso de 72 kDa com um dominio quinase

serina/treonina N-terminal e um dominio regulatério C-terminal.

O ortélogo da proteina quinase SNF1 em mamiferos € a proteina quinase
AMPK (AMP-activated protein kinase), que atuaria no monitoramento e conservacao
de ATP, fosforilando e inativando enzimas metabdlicas consumidoras de ATP como
acetil-CoA-carboxilase (envolvida na sintese de acidos graxos) e HMG-CoA redutase
(envolvida na sintese de isoprendides/esteroides) (revisado por HALFORD E
HARDIE, 1998).

A familia SnRK (SNF-1 related protein kinase) em plantas

As plantas possuem um grupo de proteinas quinases relacionadas as SNF1
(sucrose non fermenting 1) de leveduras. Halford e Hardie (1998) propuseram o
nome SNF1-related kinase (SnRK) para este grupo de proteinas em plantas, além
de identificar sua divisdo em 3 subgrupos: SnRK1, SnRK2 e SnRK3, sendo esses
dois ultimos compostos por proteinas identificadas apenas em plantas (HALFORD et
al., 2009).

As SnRK1 sdo as reguladoras globais do metabolismo do carbono em
plantas, atuando por fosforilacdo direta em proteinas como a sacarose fosfato
sintase (SPS), inativando-a, ou pela regulacdo da expressdo génica sendo
necessaria para a expressao da sacarose sintase (Susy) (HALFORD et al., 2009;
PURCELL et al., 1998). Além disso, a partir da sinalizacdo associada ao déficit de
energia, seja a partir de falta de nutrientes ou luminosidade a SnRK1 desencadeia

mudancas transcricionais extensas que reconstituem a homeostase, promovem a
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sobrevivéncia da célula e elaboram respostas a longo prazo para adaptacéo,
crescimento e desenvolvimento (BAENA-GONZALEZ E SHEEN, 2008).

As plantas apresentam ainda duas outras subfamilias maiores e mais
diversas (HALFORD et al., 2003) de proteinas quinases similares as SnRK1 nesta
regido (HALFORD E HARDIE, 1998). As SnRK2 englobam proteinas de
aproximadamente 40kDa, com uma regido C-terminal rica em aminoacidos acidos. A
proteina PKABAL de trigo foi a primeira a ser clonada (ANDERBERG, 1992) e esta
envolvida em mudancgas na expressdo génica mediada por ABA (HALFORD et al.,
2009).

A terceira subfamilia de proteinas quinases SnRK3, apresenta membros com
mesmo peso molecular das SnRK1 (58 kDa), apesar de nao apresentarem
similaridade alguma em sua regido C-terminal (HALFORD e Hardie, 1998).

Trealose e SNRK (SNF related Kinase)

A trealose-6-fosfato emergiu como uma poderosa molécula sinalizadora em
plantas, um de seus alvos, foi identificado como SnRk1 pertencente ao grupo de
proteinas quinases SNF1/AMPK (ZHANG et al., 2009, PAUL et al., 2010
MARTINEZ-BARAJAS et al., 2011). Este acucar inibe a SnRK de todos os tecidos
em plantas ja testados exceto para folhas maduras. Isso pode ser explicado atraves
do requerimento de um fator intermediario presente em tecidos em crescimento, mas
nao em folhas maduras e é consistente com a visdo de que a trealose-6-fosfato
promove 0s processos anabdlicos associados com os tecidos em crescimento
(ZHANG et al., 2009).

Enquanto a trealose 6 fosfato promove o crescimento em presenca de
sacarose (ZHANG et al.,, 2009, PAUL et al., 2010), ela inibe o crescimento em
presenca de trealose (SCHULEPMANN et al., 2004).

A atividade da SNRK1 foi proposta de ser inativada por acucares, (BAENA-
GONZALEZ et al., 2007), consistente com a observacdo de que o aumento de
sacarose causa um aumento de concentracdes de trealose 6 fosfato
(SCHULEPMANN et al., 2003, LUNN , 2003), o que subsequentemente inibe a

atividade da SNRK1, promovendo o crescimento.
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A ligacdo entre SNRK1 e T6P é significativa, pois estabelece T6P como um
metabdlito sinalizador integrando o metabolismo de carbono com a atividade das
enzimas e reprogramacao da expressao génica controlada por esta proteina quinase
(ZHANG et al., 2009, PAUL et al., 2010). E mutio provavel, portanto, que o
crescimento desencadeado por trealose atraves da SNRK1 (MCCORMICK, 2007).

Assim, muitos trabalhos vém buscando relacionar o metabolismo da trealose
com a sinalizagéo do gene SNRK (DELATTE et al., 2011, MARTINEZ-BARAJAS et
al., 2011 e ITURRIAGA et al., 2009 (Figura 9).

Sintese de sacarose

O ponto principal de inicio da sintese da sacarose € a glicose ativada, UDP-
glicose. A sintese de dissacarideos em geral acontece através de um intermediario
monossacarideo ativado pela adicdo de um grupo nucleotideo. A UDP-glicose
utilizada na sintese de sacarose € derivada da glicose -1- fosfato, que € derivada de
produtos fotossintéticos (Figura 10).

| Sacarose 6 P |
<&
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Figura 10 - Sintese da sacarose a partir da UDP glicose e suas 3 enzimas principais: SPS, SP
e SUSY

I UDP Glicose

Sacarose fosfato sintase e sacarose fosfatase

O primeiro passo da via de sintese de sacarose inicia-se com F6P e UDP-
glicose enquanto a SPS catalisa a sintese de sacarose-6-P (S6P), que é entdo
irreversivelmente hidrolizada a Pi e entédo reciclado de volta ao cloroplasto para o
fornecimento continuo de triose-P para o citosol (LUNN e AP REES, 1990). Com a
rapida remocédo de sacarose-6-P por uma fosfatase especifica de alta atividade ela
desloca a reacdo reversivel da SPS do equilibrio in vivo (STITT et al., 1987). A

atividade da SPS é vista como contribuinte para o controle do fluxo da sacarose
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(FERNIE et al., 2002). A expressdo da SPS € regulada por sinais do
desenvolvimento, ambientais e nutricionais e por fim em alguns casos, em nivel
transcricional (WINTER e HUBER, 2000). E ainda demonstrou-se que a atividade da
SPS é inversamente proporcional a sintese de amido (SILVIUS et al., 1979, HUBER
e ISREAL, 1982), e entdo a SPS pode também ter um papel inadvertido na
regulacdo da formacao do amido (KERR et al., 1984, FERNIE et al., 2002).

A expressdo de genes codificantes para SPS em milho e cana-de-agUcar é
dependente de luz e regulada durante o desenvolvimento (CHENG et al., 1996;
SUGIHARTO et al., 1997), enquanto a atividade da enzima foi demonstrada ser
fosforilada por multiplas proteinas serina quinases e fosfatases, em uma variedade
de espécies (LUNN e FURBANK, 1997; WINTER e HUBER, 2000; LUNN e MAC
RAE, 2003). A sua fosforilagéo foi implicada na producao diurna de SPS ambas em
soja (Glicine Max L.) e tomate (Licopersicon esculenton Mill), apesar dos periodos de
flutuacOes se diferenciarem das espécies (KERR et al., 1985; JONES e ORT, 1997).
E ainda ha evidéncia baseada em um sitio combinante da SP na SPS, para uma
associacao entre SPS e SP (sendo complexo SPS-SP putativo) que pode envolver a
canalizacdo da S6P (ECHEVERRIA et al., 1997; LUNN et al., 2000). Um proximo
complexo entre SPS e UDP-glicose pirofosfatase (UGPAse Ec 2.7.7.9) foi também
sugerida (TOROSER et al., 1998; WINTER e HUBER, 2000). No entanto, a
composicdo, atividade e regulacdo de tais complexos permanecem a serem
determinados (LUNN e MAC RAE, 2003).

Até entdo existem dois tipos de proteinas quinases relacionadas a SPS, uma
SNF1-related protein Kinase (SNRK1) que é nomeada assim, devido a sua alta
similaridade a SNF1 (Sucrose non Fermenting) de leveduras, e uma calmodulina-like
protein kinase (CPDK) (WINTER e HUBER, 2000). Em um estudo detalhado por
Huang e Huber (2001) demosntrou que a SPS de dicotiledéneas € primariamente
ativada por uma SNRK1l e uma CDPK que poderiam fosforilar a SPS de
monocotiledéneas. Estudos com transgénicos revelaram que uma SPS de milho
expressado em tomate era ativa (WORRELL et al., 1991). No entanto, em plantas
transgénicas similares de tabaco eram capazes de fosforilar a SPS de milho, mas as
proteinas de tomate ndo. Isto pode ser um indicativo da importancia de outros
residuos de aminoacidos sob o sitio de fosforilagdo e pelo menos alguma

especificidade de reconhecimento dos sitios da SPS por proteinas SPS quinases



54

(MCCORMICK, 2007). Em espinafre (Spinacia oleracia L.) as proteinas quinases
SPS foram evidenciadas a serem fortemente inibidas pela G6P, enquanto as SPS
guinases de folhas de milho foram reportadas por serem estritamente dependentes
de Ca2+, sugerindo que mudancas no Ca2+ citosolico podem estar envolvidas na
via de transducéo sinal (MCMICHAEL et al., 1995). A fosforilagdo de um Unico sitio
de serina na SPS também foi reportada em folhas de espinafre sob estresse
osmoético (HUBER e HUBER, 1992).

Exames mais recentes da complexidade de expressdo das diferentes
isoformas da SPS em espécies Unicas (KOMATSU et al., 1999; LANGENKAMPER
et al., 2002, CHEN et al., 2005) revelaram a necessidade de reexaminar certas
interpretagbes prévias das enzimas, devido a afirmagdo de que a atividade e os
niveis de expressao da SPS fosse uniforme. Sabe-se que pelo menos trés familias
de SPS existem, em monocotileddneas, dicotiledoneas e divisdes para cada familia,
e é predito que pelo menos um membro de cada familia € expresso em uma planta
individualmente, apesar do fato de que uma das isoformas pode prevalecer (LUNN e
MC RAE, 2003). Por exemplo, um trabalho realizado por WORRELL et al., 1991
demonstrou que a SPS de milho € pouco provavel a ser sub-regulada por
fosforilacdo de proteinas se esta provém de uma familia diferente na forma
predominante nas espécies alvo. Por conseguinte, varias espécies demonstraram
expressar pelo menos duas formas da SP (LUNN et al., 2000; LUNN , 2003), apesar
das razdes para tal multiplicidade permanecerem a serem descobertas (Revisado
por MCCORMICK, 2007).

Sacarose sintase

Diversas revisdes recentes discutem a hipétese de que o metabolismo da
sacarose esta no coracdo de um sistema sensitivo e regulador do desenvolvimento
das plantas, tais como a sacarose e seus constituintes (glicose e frutose) atuam nao
apenas como substratos no metabolismo de carbono, porém como moléculas
sinalizadoras para a regulacdo de diversos aspectos do metabolismo primario das
plantas e crescimento (LORETI et al., 2001, ROLLAND et al., 2002; KOCH;,2004;
GIBSON, 2005) conforme MCCORMICK, 2007. Neste caso, entdo o controle desses
sistemas iniciara com a sintese e degradacdo de sacarose pode proceder por uma

ou duas vias enzimaticas. A reagdo invertase nao-reversivel (Ec: 3.2.1.26) produz
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glicose e frutose via hidrolise de sacarose. Alternativamente, a quebra da sacarose
em frutose e uridina disfosfato-glicose (UDP-glic) pode ser catalisada por Sacarose
Sintase (SUSY Ec: 2.4.1.13). A diferenca entre essas duas reacdes é significativa,
como quebra por invertases comparativamente produz duas vezes mais hexoses,
enquanto os produtos da SUSY iniciam os poucos sinais baseados em hexoses
(WOBUS e WEBER, 1999; KOCH, 2004), tais sinais podem ser detrimentais em
tecidos circundando diferenciacdo, maturacdo, e a SUSY demonstrou predominar
sob a invertase durante tais estadios no desenvolvimento do érgdo (KING et al.,
1997; WOBUS e WEBER, 1999; FERNIE e WILLMITZER, 2002). A rea¢cédo da SUSY
€ irreversivel e ha clara evidéncia de tratamento de acUcares com acucares
marcados que ambas as vias da SPS e SUSY contribuem para a sintese de
sacarose (GEIGENBERGER e STITT, 1991). E sugerido que a operacgéo combinada
destas vias com a via de degradacdo da invertase permite a célula a responder
sensitivamente a ambas as variagbes no fornecimento de sacarose e a demanda

celular de carbono aos processos biossintéticos (GEIGENBERGER et al., 1997).

O papel crucial da SUSY na particdo de carbono foi demonstrado em varias
espécies, incluindo batata, cenoura (Dacus carota L.), algodao (Gossypium hirsutum
L.) e cana-de-acucar (ZRENNER et al., 1995; D"AOUST et al., 1996; STURM e
TANG, 1999; BOTHA e BLACK, 2000; RUAN et al., 2003). A SUSY esta relacionada
a varios importantes processos fisioldgicos incluindo a sintese do amido (NGUYEN-
QWOC e FOYER, 2001), sintese de parede celular (DEJARDIN et al., 1997;
CHOUREY et al., 1998), relacbes de fonte e dreno das plantas (ZRENNER et al.,
1995), carregamento do floema e descarregamento (HANGGI e FLEMMING, 2001) e
anoxia (RICARD et al., 1998). Em relacdo ao carregamento e descarregamento do
floema, a SUSY demonstrou operar eficientemente sob condicbes de baixa

concentragdo de oxigénio comparado com a invertase (ZENG et al., 1998).

Além disso, evidéncias recentes com batatas transgénicas indicaram que a
mudanca durante o desenvolvimento na quebra da sacarose pela SUSY em
tubérculos em crescimento é beneficiada no balanco de adenilato, biossintese de
amido e custos respiratérios (BOLOGA et al., 2003). Além disso, a significancia
funcional da SUSY como oposta a invertases € provavelmente importante nas

condicdes de pouco oxigénio nos drenos em crescimento, o que pode ajudar a
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conservar o uso da adenilato através da producdo de UDGP ao invés de hexoses,

comparado com as invertases que utilizam-se de ATP.

A importancia regulatoria da SUSY, sua atividade na sintese de sacarose em
folnas em entrendés jovens de cana-de-acgucar foi discutido em modificado por
(BOTHA e BLACK, 2000; SCHAFER et al., 2004), entretanto, a funcao regulatéria da
SUSY em tecidos mais velhos ndo foi ainda examinada por completo. Devido a
correlacdo entre atividades 6timas da SUSY, bem como invertases acidas durante a
elongacdao dos entrends, ambas as enzimas sdo provaveis de estarem envolvidas no

processo de elongagéao e crescimento (LINGLE, 1999).

Um papel adicional da SUSY no carregamento e descarregamento do floema
foi inicialmente baseado nas observacdes consistentes da localizacdo da expresséo
da SUSY em células maduras do floema em tecidos das folhas (NOLTE e KOCH,
1993). Apesar de um relato por HANGGI E FLEMMING (2001), no qual se concluiu
gue ha uma exclusédo especifica do acumulo de transcritos e proteinas de tecidos de
dreno (floema) de folhas jovens de milho, em trabalhos mais recentes
imunolocalizou-se a enzima de elementos do tubo da seiva, bem como as células
companheiras (WATCHER et al., 2003). Observou-se a SUSY em proximidade com
a membrana plasméatica do tubo de seiva e uma ATPase especifica do floema, a
gual pode mediar o transporte e compartimentalizacdo da sacarose (WACHTER et
al., 2003). Além disso, é favorecida sob condi¢cdes de anoxia em tecidos de floema
(VAN DONGIN et al., 2003).

Até entdo, 3 isoformas do gene SUSY foram identificadas em
monocotiledénias e em dicotiledéneas (FU et al., 1995; HUANG et al., 1996). Estes
genes possuem expressbes diferenciais e temporais (KOCH; 2004) sao
diferencialmente regulados a niveis transcricionais e traducionais e provavelmente
possuem diferentes funcdes metabdlicas (FU et al., 1995, CHOUREY et al., 1998;
DEJARDIN et al., 1997). A expresséo pode variar de acordo com o tipo de tecido e o
estado metabdlico do carboidrato (WINTER e HUBER, 2000). A isoforma da SUSY
de milho Shl, por exemplo, € maximamente expresso sob condi¢es limitantes de
carboidratos (0,2% comparado a 2% de glicose), onde a expressdo da SUS1 é
induzida por aumento das concentracdes de glicose (HELLMAN et al., 2000). A Sh1

também responde prontamente a baixos niveis de O, com marcantes aumentos em
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ambos os niveis de mRNA e atividade enzimatica especialmente sob condi¢cbes de

deplecdo modesta de oxigénio (ex. 3% oxigénio) (ZENG et al., 1998).

No recente trabalho de VERMA et al., 2010, realizou-se um estudo funcional
das enzimas SPS e SUSY em cana-de-agucar, e indicou-se a possibilidade de
utilizacdo destas enzimas para o melhoramento dirigido de cana-de-agucar através

de sua superexpressao utilizando transgenia.

3.5 Biologia sistémica: estudos integrados de gendmica, transcriptomica e

metabolémica

Em analises de biologia de sistemas, o entendimento da coordenacéo dos
processos Nos organismos Vvivos tornou-se possivel na era pés-gendmica, onde as
informagbes sobre genomas completos tornaram-se disponiveis. Por meio da
integracdo das informagbes obtidas através dos trabalhos em gendmica, com a
atividade génica considerada nos estudos de transcriptdmica e os niveis internos de
compostos organicos obtidos através da metabolémica, a regulacdo coordenada dos
processos apresenta-se como uma rede de influéncias sinérgicas direcionadas
(HOEFGEN e NIKIFOROVA, 2008).

O estabelecimento de técnicas de montagem de perfis metabdlicos durante a
Gltima década completa a andlise de um organismo biolégico como um sistema
complexo, com as técnicas de gendmica, transcriptbmica e protedmica bem
estabelecidas. (STEINHAUSER e KOPKA 2007).

Uma nova area de pesquisa que tem sido desenvolvida no estudo de plantas,
mas ainda ndo muito explorada em cana-de-acucar é a Metabolédmica. Os estudos
em Metaboldmica visam a identificacdo e quantificacdo de todos os metabdlitos
presentes em um dado sistema biologico (FIEHN, 2002). Metabdlitos sdo os
produtos finais derivados a partir de diferencas nas sequéncias de DNA, controle da
expressao génica, traducdo em proteinas e atividade enzimatica e, portanto, sao
marcadores fenotipicos potenciais e podem auxiliar no entendimento de importantes
aspectos agronomicamente importantes (GLASSOP et al., 2007).

A identificacdo desses metabdlitos pode ser alcancada utilizando técnicas tais

como, espectrometria de massas, ou ressonancia nuclear magnética (NMR) (WARD



58

et al., 2007). Ambas as tecnologias possuem vantagens e, portanto, sao
complementares. (PAN e RAFTERY,2007).

Existem duas metodologias principais que podem ser abordadas em
metabolomica: abordagem direcionada e n&o direcionada. (SAWADA et al.,2008). A
diferenca principal entre essas abordagens € que a abordagem direcionada devera
considerar apenas os compostos metabdlicos que sdo descritos para o sistema
biolégico de interesse e a ndo direcionada, considera todos os sinais obtidos como
um possivel metabdlito, por isso necessita a interpretacéo de seus dados.

A utilidade das informacdes do metaboloma para a reconstrucdo da
funcionalidade de um organismo a nivel sistémico tem sido bem ilustrada em
biologia de plantas na plataforma de ensaios utilizando Cromatografia gasosa e
Espectrometria de Massa que foi a primeira a ser estabelecida e mais bem
desenvolvida. (BINO et al., 2004; HALL et al., 2002; KOPKA et al., 2004; SCHAUER
e FERNIE 2006).

As analises integradas entre perfis metabdlicos e de expressdo génica sao
reconhecidas atualmente como uma poderosa ferramenta para a biotecnologia
(FERNIE et al., 2005) e € um novo atributo auxiliar na busca por associacdes
funcionais entre genes e metabdlitos.

Em cana-de-acucar, alguns trabalhos utilizando técnicas de metabolémica,
foram realizados de modo a elucidar os mecanismos envolvidos com o acumulo de
sacarose em entrends em diferentes estadios de desenvolvimento (BOSCH, et al.,
2003; GLASSOP et al.,, 2007). Nesse estudo identificaram-se metabdlitos
particulares em uma abordagem néo direcionada que estariam relacionados com os
niveis de sacarose. Em outros trabalhos, direcionados, estudou-se o metabolismo da
trealose relacionando com o metabolismo de carbono em entrends de cana-de-
acucar (BOSCH, 2005) e a influéncia de hexoses-fosfato e ciclagem do carbono em
entrends (VAN DER MEWE, 2005).

Foi desenvolvido recentemente o primeiro modelo metabdlico em escala
genbmica para o estudo de metabolismo de plantas C4 o C4GEM, de modo que seja
possivel relacionar os dados obtidos em ensaios de biologia de sistemas para
simular e predizer modelos metabdlicos utilizando milho, cana-de-acucar e sorgo
(DAL"MOLIN et al., 2010).

No entanto esses estudos estdo em fase embrionaria em relacdo ao que pode

ser estudado a fim de se compreender o metabolismo de sacarose em cana-de-
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acucar. Sendo o0s préximos passos a serem tomados, seriam analisar o perfil
metabdlico de outros tecidos além do colmo, que estariam envolvidos na sintese e
acumulo de sacarose, e relacionar os perfis de expressdo génica com os perfis

metabolicos obtidos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal

Foram utilizadas plantas pertencentes a variedade SP 80-3280. As plantas
foram coletadas em campo experimental, fornecidas pelo Centro de Tecnologia
Canavieira CTC- Piracicaba-SP.

As coletas foram realizadas em 2 etapas:

12 etapa- 4 meses: Coletadas em dezembro 2010.

22 etapa — 12 meses: Coletadas em abril de 2011.
4.2 Ensaios de sinalizacdo de agucares

4.2.1 Estabelecimento da metodologia de ensaio de sinalizacdo exdgena de

acucares

Para estabelecer uma metodologia i para realizar os ensaios exogenos, foi
considerado o fato de que o material deveria ser preservado de modo que nao

oxidasse para o0s posteriores ensaios de extracdo de RNA e qPCR.

Para tal as ponteiras foram coletadas no campo e imediatamente as folhas 1+
(folhas mais fotossinteticamente ativas) foram coletadas e tratadas seguindo o
modelo das fotos na Figura 11 por 3 horas sob luz intensa 250 pmol.m?.s* com as
concentracfes moleculares de acucar a 25mM, 50 mM e 100mM; o acgucar utilizado
para esse ensaio foi a manose, por ndo estar presente no cromatograma de folhas
de cana-de-acucar, e o0 controle com agua em triplicata biologica. Apds o tratamento
as folhas foram congeladas em N, liquido, maceradas, e para 1 g de tecido
macerado foi incubado em 30 mL de H,O miliQ a 80° C por 1 hora. Depois, essa
solucéo foi diluida em 200 mL de agua e filtrada a vacuo para a extracdo dos

carboidratos.

A solucdo de carboidratos foi analisada utilizando-se a técnica de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) com o sistema DIONEX DX-500,
utilizando colunas DIONEX CarboPac PAl1 de 5mm, determinando-se, entdo a

concentracdo das solucdes a serem utilizadas no presente projeto.
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4.2.2 Ensaios de sinalizacao extracelular

Amostras de folhas de 4 e 12 meses foram cortadas sob agua e transferidas
para frascos de vidros de 30 mL contendo solu¢cdes de acgucares. Os tratamentos
foram adaptados a partir do que foi descrito para arroz (HO et al., 2001) e citrus (LI
et al., 2003). Assim as folhas 1+ foram imediatamente mantidas em tubos de vidro
com 30 mL, contendo as solucdes: 4gua, sacarose, glicose, manose, manitol e 3-O-
Metilglicose, sob iluminacdo~ 200 pmol.m?.s™ e ventilagcdo por 3 horas, coletadas
sempre as 8h00 com o ensaio durando até as 11h00 nos trés dias de cada etapa
(Figura 11). Para que ndo houvesse diferenca de osmolaridade, todos os agucares
foram aplicados na mesma concentracdo de 50 mM, estabelecido pelo ensaio prévio
utilizando HPLC.

Para contextualizar os tratamentos, € importante mencionar que a sacarose
pode ser reconhecida diretamente como dissacarideo (frutose+glicose) ou ser
guebrada via um processo enzimatico, sendo como potenciais sinalizadores 0s
monossacarideos glicose e/ou frutose, ambos substratos de proteinas quinases
como a hexoquinase e frutoquinase. Assim, para distinguir os efeitos da sacarose e
de seus metabolitos € importante avaliar principalmente o efeito da glicose na
inducdo da expressdo génica, pois a frutose é um substrato pobre para a
hexoquinase devido a sua baixa afinidade.

Ja para avaliar se os efeitos da glicose sdo dependentes da via da
hexoquinase, foram usados o0s acucares ndo metabolizaveis: 3-O-Metilglicose, um
analogo da glicose que néo é fosforilado pela hexoquinase (CORTES et al., 2003), e
a manose que é um epimero da glicose e € fosforilada pela hexoquinase (HXK), a
manose-6-fosfato, que entra lentamente no ciclo glicolitico (SMEEKENS, 2000),
causando inclusive a repressdo da producéo de glicose 6-P e a reducédo de ATP
(KLEIN and STITT, 1998), podendo inclusive reprimir a expressdao de genes
relacionados com a fotossintese (JANG and SHEEN, 1994).

Por outro lado, uma vez que a inducao pelos aclUcares pode ser devida a um
componente osmético foi utilizado como controle osmaético o agucar manitol (STOOP
et al, 1996), pelo fato de que este apresenta-se como um “soluto compativel” ao
estresse osmotico. Assim, se a expressdo dos genes for diferencial a esses

controles significa que a alteragcdo na expressdo do gene € via sinalizacdo de
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acucares e ndo osmotica. Porém se esses sinais apresentarem sobreposicdo em

taxas semelhantes de expressao, o fator osmaético € consideravel.
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Figura 11 - Tratamentos exdgenos com solugdes de aglcares

O material foi congelado em N liquido e armazenado a —80°C. Os tratamentos

foram realizados em triplicatas biologicas.

4.3 Extracao de RNA total

A extracdo de RNA total foi realizada segundo o método desenvolvido por
ZENG E YANG (2002) a partir de 1g de tecido de folhas 1+ de cana de acucar. O
material vegetal foi macerado em nitrogénio liquido, ao qual adicionou-se 10mL de
tampdo de extracdo pré-aquecido a 65°C. A mistura apdés homogeneizacdo foi
mantida por 15 minutos a 65°C, sendo agitados a cada 5 minutos. Em seguida,
procedeu-se a adicdo de um volume de CIA (cloroformio e alcool isoamilico, na
proporcdo 24:1, respectivamente). A amostra foi homogeneizada e centrifugada a
1.000 x g, durante 8 minutos. A fase superior aquosa foi transferida para um novo

tubo, repetindo-se a extracdo com CIA mais duas vezes, sendo a Ultima
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centrifugacgéo feita durante 15 minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo
tubo ao qual se adicionou 0,25 volumes de 10M LiCl para precipitacdo do RNA total.
Apds homogeneizacao, as amostras foram mantidas durante 16 horas, a 4° C. Ap6s
centrifugagédo (16.000 x g) durante 30 minutos, a 4° C, os pellets de RNA total
resultantes, foram lavados trés vezes com etanol 75% (v/v), secos a temperatura
ambiente durante 10 minutos e ressuspendidos em 110 pL de agua com DEPC
0.1%.

4.3.1 Quantificacdo e determinacdo da pureza do RNA extraido

As amostras de RNA foram avaliadas quanto a pureza e quantificadas em
espectrofotometro (Hitachi U3300) em dois comprimentos de onda, 260nm e 280nm.
A razéo entre as absorbancias (Azeonm/A2sonm), foi utilizada como uma medida da
gualidade das amostras. Valores entre 1,6 a 2,0 indicam boa qualidade de RNA
extraido. Ja a absorbancia a 260 nm (Azsonm) foi utilizada para a quantificacdo do

RNA total extraido segundo a féormula (Figura 12):

A260nm X Fc X Fd

[RNA] =
1000

Figura 12 — Férmula para o célculo da concentracdo de RNA (ug UL™). Agsonm absorbancia a
260 nm, F.: fator de conversédo que indica a equivaléncia de uma unidade de
absorbancia no comprimento de onda de 260 nm correspondente a 40 ug
RNA.mL™. F4 é o fator de diluicdo da amotra. O valor final é dividido por 1000
para expressar a unidade de concentracdo de RNA em pg uL™. Fonte: Sambrook
et al (1989)

4.3.2 Isolamento do RNA mensageiro e sintese de cDNA

Aliquotas de 50 pg de RNA total armazenadas em freezer a -80° C foram
utilizadas para a purificacdo de seus respectivos RNAm. O isolamento do RNAm, foi
realizado com o auxilio do kit Dynabeads® mRNA purification (Invitrogen), que se
baseia em uma separacdo magnética. Microesferas contendo Oligo (dT),s em sua
superficie que capturam e purificam RNA poliadenilado. Outros RNAs desprovidos
de cauda poli-A e DNA genémico sao imediatamente eliminados.

Cada 200 pL de microesferas sédo capazes de purificar 75 pug de RNA total,
produzindo até 2 pg de RNAm. Assim, conduziram-se duas purificagdes de 50 ug de

cada material de acordo com as instru¢des do fabricante. O RNAm purificado de
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cada 50 pug de RNA total foi ressuspendido em 17,5 uL de agua tratada com 0.1% de
DEPC. As duas purificacdes foram agrupadas totalizando 35pL.

A fita de cDNA de cada gene (Tabela 2) foi sintetizada com o auxilio do kit
SuperScript™ One-Step RT-PCR Platinum® Taq (Invitogen), em uma mistura de
reacdo contendo 6,25 pL de Tampédo 2X concentrado (contendo 0,4 mM de cada
dNTP e 2,4 mM de MgSOy), 1,25 pL de cada primer (400 nM), 0,25 uL de
RT/Platinum®Taq e 3,5 uL de RNAm, totalizando 12,5 pL de volume final. Os tubos
com as misturas de reacdo foram colocados em um termociclador com a seguinte
programacao: 1 ciclo de 50°C por 30 minutos e 94°C por 2 minutos para sintese de
cDNA e pré-desnaturacdo da enzima transcriptase reversa; e 10 ciclos de 94°C
durante 45 segundos, 55°C , 57°C e 60°C dependendo do primer durante 1 minuto
e 72°C durante 2 minutos e 30 segundos para amplificacdo dos fragmentos.

4.4 Desenho de primers

Os genes selecionados foram baseados no trabalho de MCCORMICK 2008b
no qual através de andlises de expressao génica utilizando microarrays, apds ensaio
de reversao fonte-dreno em folhas de cana-de-acucar com 12 meses, identificou
genes diferencialmente expressos em diversas rotas do metabolismo de cana de
acucar, dentre elas a sinalizacado de acucares. Assim, 0s genes do presente ensaio
foram selecionados através da classificacdo metabdlica do KEGG, 2010 por estarem
relacionados as vias de crescimento da planta e sintese e acimulo de sacarose, e
posteriormente buscados por seus SAS (Sugarcane Assembled Sequences) no

banco do SUCEST, para o desenho das sequéncias (Tabela 1):



Tabela 1 - Genes selecionados a partir dos respectivos SAS (SUCEST)

Genes Alvos:

SAS (SUCEST)

Metabolismo de Carboidratos
1-Fructose-1,6-biphosfate aldolase

2-SNF1-related kinase complex: (AMPKBI (5'-AMP-
activated protein kinase, beta subunit, complex-
interacting region) domain f)
3-Hexokinase.
4-Pyrophosphate dependent 6-phosphofructose-1-
kinase

5-Threalose 6 phosphate syntase

6- Triosephosphate isomerase

7-Glucose-6-phosphate/phosphate-transporter

SCCCCL3005E06.b
SCCCCL3001E05.b

SCAGAM2124E02.g
SCCCLR2C01D10.g9

SCCCLR1070E10.9
SCEPRZ1009B12.g
SCVPAM2063A02.9

Sinalizagdo, Transporte e metabolismo de Fosfato inorgénico

SCCCRZ2C03E07.9
SCEQLB2019B08.g
SCEPLR1051A07.g9
SCQGSB1083B09.g

8- Inorganic pyrophosphatase

9- Mitogen-activated protein kinase

10- Trehalose 6-phosphate phosphatase
11- Sugar transporter type 2a (putative)

Sintese de Sacarose

12- Sucrose phosphate Synthase SCAGRT2037G07.9
SCSBST3096E12.g9

SCEPCL6023F02.9

13- Sucrose phosphate phosphatase
14- Sucrose Synthase 3 (Leaf-roll)
Normalizadores

SCCCCL2001B02.b
SCCCLR1069D05.9

SCJFRZ2011D04.b

1-Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
2- Actina

3- Tubulina

Assim as sequUéncias dos genes foram obtidas a partir do banco SUCEST
(http://sucest-fun.org/), e a partir dai determinaram-se os dominios das proteinas e a
leitura aberta de maior extensdo utilizando os softwares NebCutter
ORFinder

matriz de
(http://tools.neb.com/NEBcutter2/) e
(http://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/), para seguir com o desenho dos primers
Tabela 2. E posteriormente, checou-se a especificidade dos primers obtidos atraves
do algoritimo Blastn contra o banco do SUCEST e NCBI respectivamente.

Os primers especificos foram desenhados usando-se o software Primer 3
Versao 4.0 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/), e a andlise para checarmos a existéncia

de dimeros nesses primers foi analisada com auxilio da ferramenta Oligo Analysis


https://sucestfun.cbmeg.unicamp.br/cgi-bin/sucestfundb/objects.pl?object=Cluster&id=169518
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LEAF ROLL

Tool disponivel no web site da Operon
(http://www.operon.com/technical/toolkit.aspx).
Tabela 2 - Sequéncia dos primers desenhados para o0s ensaios de gPCR
GENE FWD REV ™ °C
FRUCTOSE-1, 6~ GGTGGCAGAGAAAGTGTGGT TGAGCATTGTTAGCGTGTGC 57
BIPHOSFATE ALDOLASE
SNF1-RELATED KINASE ATCCACCAACCACCACTCTC CACTTGCCCTCTTTCATCAG 55
COMPLEX:
HEXOKINASE TGGGGGTTCCTGATACTTCTC TTTGTCTTTGCCCAGCTTCT 57
PYROPHOSPHATE TGGCATTGGTGTTGTGAAG TTGTCCTTGAGCCGTTTCTC 55
DEPENDENT 60—
PHOSPHOFRUCTOSE-1-
KINASE
6-THREALOSE 6 GTATCGGAGGACGGAGAACC GGCGAACCACCTACTCAGC 57
PHOSPHATE SYNTASE
GAPDH GCAGCCTTGTCCTTGTCAGT CCGTCAACGACCCCTTCAT 57
ACTINA GTCCTCTTCCAGCCTTCCTT GCCACCACCTTGATTTTCAT 55
TUBULINA TCCTCCTCTTCTTCCTCCTCG CTCCACATTCATCGGCAACTC 57
TRIOSEPHOSPHATE AGCAGAGAGAGGCAGGAACA GGGCTAACATTGGAGTGGAG 55
ISOMERASE
GLUCOSE-6- CTGCTTTGCCTGGGAGTAGA  ATCTCGCCGCTTACATTCTC 55
PHOSPHATE/PHOSPHATE-
TRANSPORTER
INORGANIC GCTGGAATGAGCCACAGAAT ATGAAAACCTTGGGGGAGAG 57
PYROPHOSPHATASE
MITOGEN-ACTIVATED TCGCAAAGGTCAGGTTCG CGGACAACATTAGGGTGCTT 55
PROTEIN KINASE
TREHALOSE 6- CCAATCTCTTCCAACCTGCT TCTAAAACCATTCGCCCATT 55
PHOSPHATE
PHOSPHATASE
SUGAR TRANSPORTER GAATGGCAGAGGCAAAGAAG GAATGGCAGAGGCAAAGAAG 55
TYPE 2A
SUCROSE PHOSPHATE CGATGCTGAAGGAAAGCTG CTTTGATGAGGAAGGCGAAG 60
SYNTHASE
SUCROSE PHOSPHATE GAGCATGGGTGGACAGACTT CGCTTGACAGAGAGCCACACA 60
PHOSPHATASE
SUCROSE SYNTHASE 3 TTTGGTCTCACTGTCGTGGA TGATTTGGGTCTTGCTTGC 60

4.5 Quantificacdo da expresséao génica pela analise de PCR quantitativo

A guantificacdo da expresséo génica relativa dos genes alvos a expresséo de
um gene de referéncia, foi realizada através de PCR Quantitativo (qQPCR) a partir do
cDNA. Este método é uma combinacdo da técnica de PCR e fluorescéncia
utilizando-se a Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG (Invitrogen), que
contém o marcador fluorescente SYBR Green |, que se intercala a dupla fita de DNA
durante a reacdo. Assim, a geracdo de um sinal fluorescente é diretamente
proporcional a quantidade do produto de amplificacédo resultante da reacédo de PCR.
A intensidade de fluorescéncia é monitorada apds cada ciclo da PCR, o que
possibilita a analise durante a fase exponencial da reacdo. Para obter resultados
exatos e reproduziveis, a eficiéncia da reacdo deve ser proxima a 100%, ou seja, a

guantidade de DNA duplica ap6s cada ciclo da fase exponencial.


http://www.operon.com/technical/toolkit.aspx
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4.5.1 ReagOes de PCR quantitativo

As reacdes foram preparadas com 12,5 ul de Platihum® SYBR® Green qPCR
SuperMix-UDG, 9,5 ul 4gua ultrapura tratada com DEPC, 1 ul cDNA e 1 ul de cada
primer 10mM (forward e reverse). As amostras foram feitas em triplicata e em trés
diluigdes (0,5, 10™ e 10 para possibilitar a normalizagéo e o célculo da eficiéncia
do primer, respectivamente, a partir dai determinou-se a concentracdo 6tima de
cDNA: 10 Foram utilizados controles para a padronizacéo de cada reagéo quanto
a pureza da amostra (integridade do mRNA e auséncia de contaminacdo com DNA

na amostra de mRNA).

A anélise foi realizada no aparelho 1Q"'5 Multicolor Real-Time PCR Detection
System (Bio Rad). O perfil térmico das reacdes foi o seguinte: desnaturacao inicial a
95°C por 15 minutos, seguidos por 45 ciclos de 95°C por 20 segundos, 55°C, 57°C e
60°C (dependendo do gene) por 30 segundos, 72°C por 30 segundos, seguidos de
finalizacdo com 95°C por 30 segundos e 60°C por 18 minutos.

A eficiéncia das reacfes foi analisada utilizando-se o programa LinRegPCR
11.0 (http://LinRegPCR.HFRC.nl, RAMAKERS et al., 2003).

4.5.2 Normalizacao dos dados obtidos pela anélise de PCR quantitativo

A normalizacdo dos resultados obtidos na quantificacdo da expressao génica
relativa dos genes alvos a expressdo dos genes Tubulina e gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH) (ISKANDAR et al., 2004).

A guantidade de cada cDNA, relativa a quantidade do cDNA dos genes alvos
e normalizadores, foi determinada por meio do programa Norm Finder
(http://www.mdl.dk/publicationsnormfinder.htm) e a partir da planilha obtida através
do software LinRegPCR Calculation Matrix for PCR Efficiency, (KARLEN et al.,

2007). disponivel na pagina http://rest.gene-quantification.info/).

4.5.3 Célculo da expresséo génica obtida por PCR quantitativo
Os célculos de expressdo génica obtidos no presente trabalho foram
realizados através do Software REST (PFAFFL et al., 2002). Que se baseia nas

seguintes formulas:

Concentraco = Eficiéncia (CP médio dos controles — CP médio dos tratamentos,


http://www.mdl.dk/publicationsnormfinder.htm
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Concanrrﬂggo do gene de interesss

Expressédo Relativa =

Concanrrﬂggo da média geométrica dos genes de Referéncia

Expressao Relativa Tratamento

Expressio Génica Final = — .
Expressio Relativa Controle

Os resultados obtidos pelo software apresentam também uma anélise de
Intervalo de Confianca de 95% e um teste de hipétese, em que se determinam quais
genes aumentam ou diminuem sua expressao ou 0s que nao apresentam diferencas

estatisticas significativas.

4.6 Metaboldmica

4.6.1 Extragdo dos metabolitos

Através de uma parceria com o Prof. Thomas Moritz do Umea Plant Science
Centre - Umea University- Suécia, as amostras foram enviadas em agosto 2011 para
as analises de metabalitos.

Metabolitos das folhas de cana-de-acucar foram extraidos a partir de 5
miligramas de material seco, para tanto, folhas dos diferentes tratamentos, foram
maceradas em nitrogénio liquido e liofilizadas por 24 horas, em equipamento
Modulyod-230 (Thermo Scientific).

As amostras foram pesadas e armazenadas em tubos (1,5 mL). A extracéo foi
realizada de acordo com a metodologia descrita por GULLBERG et al, (2004), com
algumas modificacfes. Foi adicionado 1 mL de tampao de extracdo (20% cloroférmio
(v/iv), 20% agua (v/v) e 60% metanol (v/v)), contendo 11 isétopos estaveis, como
padrées internos: (**Cs) acido miristico, (*3C,4) acido hexanodecandico, (°H,) &cido
sucinico, (**Cs,*°N) &cido glutamico, (®H;) colesterol, (*3Cs) prolina, (*3C4) a-
cetoglutarato, (**Ci2) sacarose, (°Hs) putrescina, (°Hs) éacido salicilico e (**Cg)-
glicose. Visando aumentar a eficiéncia da extracdo, foi adicionada uma esfera
magnética de tungsténio (Retsch GmbH & Co. KG), por tubo, e as amostras foram
levadas para agitador (MM 301 vibration mill, Retsch GmbH & Co. KG, Haan,

Germany), com frequiéncia de 30 Hz s, por 3 minutos. As esferas magnéticas foram
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removidas e as amostras centrifugadas por 10 minutos, 14.000 rpm a 4°C.
Posteriormente o sobrenadante foi transferido para tubos (vials) e desses tubos,
aliquotas de 50 pL, 100 pL, 200 pL foram retiradas e acondicionadas em vial
especifico para GC-MS. As amostras foram entdo levadas para concentrador a
vacuo, a temperatura ambiente, por 2 horas.

Na etapa seguinte, as amostras foram derivatizadas. Inicialmente foram
adicionado 30 pL de metoxiamina (15 mg mL™) em pirimidina, as amostras foram
agitadas por 10 minutos e em seguida deixadas em repouso por 16 horas, a
temperatura ambiente. A sililacéo* foi realizada com a adicdo de 30 uL de MSTFA
(N-Metil-N-(trimetilsilil) trifluoroacetamida) com 1% de TMCS (trimetilclorosilano), as
amostras foram deixadas em repouso por 1 hora. Posteriormente foi adicionado 30
pL de Heptano, com 15 ng/g de metil-esterato.

As amostras foram analisadas, de acordo com GULLBERG et al. (2004), por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC/TOF-MS). Esta
esta etapa foram utilizadas também amostras controles (brancos) e uma série de
alcanos (Ci2 — Ca0), que possibilitam o calculo dos indices de retencéo (SCHAUER
et al., 2005).

4.6.2 Cromatografia gasosa e espectrometria de massas

Um microlitro da amostra derivatizada foi automaticamente injetado, modo
split (1:20) e splitless, em cromatografo gasoso (Agilent 7890A ), equipado com
coluna de a 30 m x 0.25 (J&W Scientific, Folsom, CA). A temperatura de injecao foi
de 260 °C, com fluxo de 20 mL min, iniciado ap6s 75 s. O fluxo de gas pela coluna
foi de 1 mL min™, com temperatura de 70 °C, por 2 min, aumentando 15 °C min™ até
320 °C, por 4 min. O efluente da coluna foi introduzido na fonte de ions do
equipamento Pegasus HT time-of-flight mass spectrometer, GC/TOFMS (Leco Corp.,
St Joseph, MI). A temperatura da fonte de ions foi de 200 °C, os ions foram gerados
em um feixe de elétrons a 70-eV com corrente de ionizacdo de 2.0 mA e, e 20-30
espectros s™ (30 espectros s™ run 1, 20 spectra s™* run 2) foram registrados na faixa
de 50-800 m/z. A voltagem de aceleracdo foi ligada apos 290 s. A voltagem do
detector foi de 1450-1490 V (1450V run 1, 1490 V run 2).

! Sililagdo: preparo da amostra através do deslocamento de um hidrogénio ativo, usualmente em um grupo
hidroxila, por um grupo organosilil.
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4.6.3 Identificacdo dos metabdlitos e analises estatisticas

Os cromatogramas gerados, foram exportados, no formato NetCDF, para o
software ChromaTOF, versdo 4.32 (Leco corporation). Neste software foi realizada a
identificacdo dos metabdlitos, com base na comparacdo do indice de retencéo e
cromatograma, das amostras, com bibliotecas internas (gcms_std_100817, artefacts,
maxplanck, metabolomics_081121 e mpi_public_06). Para tanto, inicialmente foi
realizada a andlise da série de alcanos, visando a obtencao do indice de retencéo
para cada possivel metabdlito. Durante esta analise, cada pico passivel de
identificac&o teve o seu tempo de retencéo, indice de retencdo e massas (de duas a
trés), plotados em uma tabela de Excel, as massas plotadas foram as mesmas
utilizadas para a comparacdo dos cromatogramas. Na etapa seguinte, os dados
referentes aos metabdlitos identificados foram exportados para o software MatLab,
versdo 7.11. Neste programa foi realizado o processamento dos dados (correcao da
linha de base e alinhamento dos cromatogramas) e, obtencéo da area calculada de
cada pico. Para a execucdo do MatLab foi necessaria a utilizacdo de scripts, deste
modo, foram utilizados dois scripts, desenvolvidos na universidade de Umea.
Inicialmente foi utilizado o script HDA, no qual foram adicionados os arquivos
NetCDF, para identificacdo da série de alcanos e alinhamento. Em seguida, foi
utilizado o script RDA_GCMS para obtencdo das areas calculadas. Com base
nesses valores as analises multivariadas foram iniciadas no software SIMCA-P+
12.0.1. A partir desses dados puderam ser desenhados alguns modelos PCA
(Analise dos componentes principais) de modo a se observar a distribuicdo dos
metabalitos identificados em relacdo as variaveis tratamentos e idades das plantas.

Na etapa das andlises realizadas no Brasil trabalhamos com os dados
utilizando diversas analises computacionais utilzando o Software R, relacionando a
concentracdo dos metabdlitos, dentre elas estdo os heat maps por idade, nos quais
€ possivel observar a reconfiguracdo dos metabdlitos em resposta aos tratamentos,
e 0 nivel de concentracdo, indicado por intensidade de coloracdo. E para a
identificacdo dos metabdlitos diferenciais, foi determinado um limiar no qual os
metabolitos que possuirem concentracdes 30% acima, ou abaixo desse limiar sdo
considerados diferenciais. Considerando 100% dos pontos no programa, na analise
HT-Self, algoritimo desenvolvido para microarranjos de DNA, o qual deriva 0s

limiares dependentes de intensidades e estima o0s testes ndo paramétricos de
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significancia. Este teste corresponde a uma alternativa para ensaios que possuem
amostragem em triplicatas bioldgicas, o que para 0s testes estatisticos tradicionais é
considerada uma baixa amostragem populacional (VENCIO E KOIDE, 2005).
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5 RESULTADOS
5.1 Quantificacao dos carboidratos e estabelecimento da concentragcdo padrao

dos ensaios de sinalizagéo
Através das analises utilizando Cromatografia liquida, foi possivel determinar
se 0s acgUcares dos tratamentos a serem empregados estavam sendo absorvidos
pela folha, e se teriam o efeito desejado utilizando Manose em diferentes

concentragdes (25 mM, 50 mM e 100mM).
ja era reconhecida no cromatograma, (em um pico coincidente com a glicose por se

Assim, foi possivel observar que a partir do tratamento com 50 mM a manose
tratar de um epimero) e, portanto estava sendo absorvida pela folha. Dessa forma,

escolheu-se a concentragdo de 50 mM, para os ensaios posteriores. (Figura 13).
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Figura 13 - Figura com os cromatogramas obtidos a partir do ensaio de HPLC para
guantificacdo de carboidratos de folhas 1+ para amostras de folhas aos 4
meses tratadas em &gua (Figura A) e amostras tratadas em solucbes de

manose na concentra¢do de 50 mM (Figura B)
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5.2 Analises de expressdo Génica através de PCR quantitativo

Normalizagao do ensaio de PCR quantitativo

Para a selecdo do par de genes normalizadores, utilizados como controles
enddgenos, utilizou-se o software NormFinder (ANDERSEN et al., 2004). Os valores
de NO obtidos, apo6s analise de eficiéncia (E) no software LinRegPCR de todas as
amostras em triplicatas biolégicas e técnicas todos os tratamentos. ApGs a analise
das corridas experimentais, selecionou-se o par de genes mais estaveis para serem
os controles enddgenos das posteriores analises de expressdo. Assim dentre os 3
genes candidatos a normalizadores o par mais estavel foi a Tubulina e Actina (Figura
14).
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Figura 14 - Escolha dos genes normalizadores: par mais estavel obtido através do software
Normfinder. Eixo vertical estdo os valores NO obtidos através do LinReg PCR.
Eixo horizontal nos nimeros de 1-7 corresponde aos tratamentos: sacarose,
glicose, frutose, manose, 3-o-metilglicose, manitol e agua

Na Reacdo de gPCR foi utilizado uma diluicdo de cDNA de 10 para todas as
amostras.

E a partir dos Cts (Threshold Cycles) obtidos ap6s as corridas experimentais
através do software LinRegPCR, as andlises de Expressao Relativa foram realizadas

através do Software REST (Quiagen).
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Anélises de expresséao génica

Expresséo génica ao longo do desenvolvimento

Na presente analise temos duas variaveis: Idade das plantas (4 meses e 12

meses) e tratamentos (5 aglcares e 2 controles). Assim de modo a obter uma visédo

clara do que esta sendo modificado durante o desenvolvimento da planta, foram

feitos dois tipos de analises.

A primeira andlise de expressdo génica visou conhecer a expressdo dos

genes escolhidos, sem influéncia de tratamentos de sinalizagéo entre 4 e 12 meses,

isto é ao longo do desenvolvimento da planta. Com isso, foi calculada a Expressao

Génica Relativa comparando-se a idade de 12 meses em relacdo a 4 meses

(tratadas com agua). Os resultados foram obtidos a partir da analise comde Intervalo
de Confianca de 95% e Teste de Hipotese do Software REST (Figura 15) que

apresentou uma visédo geral nas mudancas de expressao dos genes em questao.

12 x 4 meses

|
Aumento
Significativo

|
Mao-Significativo

Figura 15 - Expressao relativa (em escala linear) valores do eixo vertical entre 12 e 4 meses

para o tratamento agua, a idade 4 meses foi considerado o controle
experimental. Software: REST. Teste de hip6tese e intervalo de confiangca a
95%. Genes eixo horizontal: Tpiso (Triosefosfato isomerase), INPYR
(Pirofosfatase Inorganica), MAPK (Quinase ativadora de Mitose), SPS (Sacarose
Fosfato Sintase), SP (Sacarose Fosfatase),( G6Pt)Transportador de Glicose 6
Fosfato, (T6P) Trealose 6 Fosfato Fosfatase, (SUTY) Transportador de Acucar,
(TPS) Trealose Fosfato Sintase, (FBA) Frutose Bisfosfato Aldolase, (HXK)
hexoquinase, (SNF) proteina relacionada & sacarose nao fermentadora quinase,
(PFK) fosfofrutoquinase e (SUSY) Sacarose Sintase. Em verde: aumento
significativo, em cinza sem mudancas significativas entre as idades
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Expresséo génica e sinalizagdo de agUcares
Andlises de efeito osmético versus sinalizacéo

O primeiro desafio das andlises de expressdo génica para 0s ensaios de
sinalizacéo de acUcares ap0s os tratamentos escolhidos foi determinar se o efeito de
sinalizagdo em si decorreu do agucar ou se houve efeito osmotico. Para isso, um dos
tratamentos utilizados foi o aclcar manitol. Assim nas analises de Expressao
Relativa posteriores foi preciso avaliar as alteragbes dos genes dentro dos
tratamentos por idade (Figura 16). Notou-se que os genes HXK, SNF e PFK
apresentaram alto efeito osmoético de repressao de expressao, e que 0S genes
Tpiso, INPYR e FBA néo apresentaram efeito algum, e sob os demais genes o efeito

nao foi significativo.

Genez Manitol Agus

TPISD Efgto cemaotico alkamente significativo
IMPYR Niohadiferengas
MAFPE Efdto ndo significativo
5P5
Manitol 4 Manitol 12

5P Genes  meses meses
GEPt TRISD
¢ [N INPYR
sSUTY A PK
s [ sPS
FEA sP
HXEK GEPt
SMNF TeP
PFE SUTY
SUSY TPE
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HEK

SMF

PFK B
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Figura 16 - Teste para controle de efeito osmoético no ensaio de sinalizagdo de agucares.
Figura A: Relacdo de significancia de expressdo génica entre os tratamentos
expressdo relativa entre 12 e 4 meses dentro dos tratamentos manitol e agua.
Figura B: Relacdo de significAncia de expressdo génica entre 4 e 12 meses,
expressédo relativa utilizando como controle o tratamento com agua. Valores em
verde aumento deexpressao estatisticamente significativa, valores em vermelho
reducdo de expressdo estatisticamente significativa, valores em preto sem
alteracbesde expressdo significativas. REST.Teste de hipdtese e intervalo de
confianca a 95%
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Em uma analise mais aprofundada desses efeitos Figuras (17 e 18),
analisamos os efeitos na expressdo génica utilizando os controles dgua e manitol
para confirmar se eram constantes dentre todos os tratamentos experimentais. Os
genes que apresentavam expressfes iguais dentre os possiveis controles estdo
destacados em amarelo. Aos 4 meses 0s Unicos genes que apresentaram sua
expressao inalterada em todos os tratamentos com os controles agua e manitol
foram: SPS e SP (em roxo). Ja aos 12 meses 0S genes com expressdo inalterada
foram MAPK, FBA e SNF (em roxo). E o gene SUSY no tratamento 3-O-metilglicose,
apresentou sua expressao oposta (destacado em azul) dentre os controles agua e
manitol, pois apresentou alta expressao para o0 tratamento com maintol e baixa
expressdo com agua. Estando clara a presenca de um efeito osmotico dos acucares
aplicados, por isso utilizamos o manitol como controle osmoético nas analises
posteriores de expressao génica relativa, de modo a se obter os reais resultados de

expressao decorrentes da sinalizacado dos aglucares experimentais.

Sacarose Sacarose Glicose Frutose Frutose Manose Manose 3-ometilglicose  3-ometilglicoss
4 meses Manitol Agua 4 meses Manitol Glicpseﬁgua 4meses  Manitol A;ua 4meses  Manitol A;ua 4 meses Manitol A;ua
TRIE0 TRIZO
INFYR INPYR:

MAPK

Figura 17 - Andlise das expressbes génicas dentre todos os tratamentos experimentais
utilizandoos controles manitol e agua. Genes com o mesmo padrdo de expressdo dentre 0s
controles sdo destacados em amarelo. Genes com 0 mesmo padrao de expressao em todos
os tratamentos destacados e controles estdo em roxo. Expressdo oposta dentre os controles,
destacado em azul. Idade da planta: 4 meses

Sacarose Sacarose Glicose 12 Frutose Frutose 12 Manose Manose 12 J-ometilglicose 3-ometilglicose
12 meses  Manitol Agua 12meses  Manitol lenseﬁgua meses Manitol f\gua meses M anitol f\gua meses Manitol ﬁ'«gua
TRISO
INFYR

Figura 18 - Andlise das expressdes génicas dentre todos os tratamentos experimentais
utilizando os controles manitol e 4gua. Genes com expressoes inalteradas dentre
0s controles sdo destacados em amarelo. Genes com 0 mesmo padrdo de
expressdo em todos os tratamentos destacados e controles estdo em roxo.
Expressdo oposta dentre os controles, destacado em azul. Idade da planta:12
meses
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Perfil de expresséo génica: sinalizacédo de aguUcares

Apds as andlises sobre o efeito osmoético para a determinacdo do melhor

controle experimental para determinar a Expressao Génica Relativa, foram obtidos

0s seguintes perfis de expressao génica apds os ensaios de sinalizacéo de agucares

para 4 e 12 meses (Figuras 19 e 20). Para os gréficos dos perfis de expressao

génica por tratamento consultar ANEXO A.

TS0
INFYR
MAPEK
5PE
EP
GEPt
TEP
SUTY
TPS
FBA
HXK
SNF
PFE
SUSY

o

Sacarose Glicose  Frutose Manose metilglicose

Figura 19 - Expresséo relativa do ensaio de sinalizacdo de agucares utilizando como controle

o tratamento com manitol aos 4 meses. Valores em verde: alta expressao, valores
em vermelho: baixa expresséo, valores em preto sem mudancas significativas.
Aclcares metabolizaveis: sacarose, glicose e frutose, AcUcares nao
metabolizaveis: manose e 3-o-metilglicose. REST:Teste de hip6tese e intervalo de
confianca & 95%

Observa-se que ha mais genes diferencialmente expressos para 12 meses do

gue para 4 meses, e que a acdo dos acucares na maioria dos genes experimentais

atua na repressdo de sua expressao génica o que serd melhor detalhado na

discusséao (Figuras 19 e 20).
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TPISO
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FBA
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Figura 20 - Expresséo relativa do ensaio de sinalizacdo de acgUcares utilizando como controle

0 tratamento com manitol aos 12 meses. Valores em verde: alta expressao,
valores em vermelho: baixa expressdo, valores em preto sem mudancas
significativas. Acucares metabolizaveis: sacarose, glicose e frutose, Aclcares nao
metabolizaveis: manose e 3-0-metilglicose REST:Teste de hipétese e intervalo de
confianca a 95%
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5.3 Metabolismo primério

Através do programa ChromaTOF, foram identificados 70 metabdlitos em

folhas ndo tratadas de cana-de-aclUcar de 4 e 12 meses, com base nas bibliotecas

disponiveis (in house database) (Tabela 3 e Figura 21). Para a identificacdo foi

considerado o indice de retengéo e cromatograma, de cada amostra.

Dentre os metabdlitos identificados em folhas estdo acucares, &cidos

organicos, acidos graxos, fenois e aminoacidos.

Tabela 3 - Metabdlitos identificados nas folhas de cana-de-agUcar ndo tratadas, através do programa

ChromaTOF (Continua)
Metabolito RI RT ml m2 m3 *Classe
1_Lactic acid 1060,1 345,85 117 148 191 OA
2_Glycolic acid 1075,6 356,35 177 205 161 OA
3_L-Alanine 1101,2 373,7 116 190 AA
4 OXALIC ACID 1128,2 391,05 103 190 219 OA
5 _UN_1138.5 1138,5 397,65 220 160 190 UN
6 _HEPTANOIC ACID 1171,4 418,8 144 188 202 OA
7_Valine 1210,5 443,4 144 218 AA
8_BENZOIC ACID 1248,4 466,05 105 135 179 PHE
9 Phosphoric acid 1264,4 475,55 299 133 211 Inorganic
10_SUCCINIC ACID 1304,5 499,3 132 176 151 OA
11 Glyceric acid 1320,3 508,1 189 292 205 Sugar-H
12_UN_1328.5 1328,5 512,65 134 184 285 UN
13_Itaconic acid 1335,2 516,35 148 215 259 OA
14 Maleic acid, 2-methyl- 1341,9 520,05 148 259 184 OA
15 Fumaric acid 1345,8 522,25 171 188 295 OA
16_Serine 1351 525,15 204 218 116 AA
17_Pipecolic acid 1361,9 531,2 156 157 230 OA
18 Threonic acid-1,4-lactone 1368,5 534,85 247 217 191 OA
19 ALLOTHREONINE 1376,1 539,1 218 291 203 AA
20_UN_1453.7 1453,7 580,3 154 172 243 UN
21 _UN_1463.8 1463,8 585,55 234 205 261 UN
22_MALIC ACID 1477,3 592,6 101 233 335 OA
23 _Aspartic acid 1509,7 609,15 232 218 188 AA
24 Methionine 1512,9 610,75 128 176 AA
25 Threonic acid 1546,1 627 292 205 220 OA
26_GLUTAMIC ACID 1609,6 657,9 246 128 369 AA
27_UN_1618.9 1618,9 662,25 333 259 186 UN
28_L-Phenylalanine 1622,6 663,95 218 192 268 AA
29 4-HYDROXYBENZOIC ACID 1624,2 664,7 267 282 PHE
30_Xylose_1 1640,9 672,45 103 217 307 Sugar
31_Xylose_2 1648,1 675,8 103 217 307 Sugar
32_Xylose_3 1662,9 682,7 103 217 307 Sugar
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Tabela 3 - Metabdlitos
identificados nas
folhas de cana-de-
acUcar ndo tratadas,
através do programa
ChromaTOF
(Concluséo)

33_Glucose, 1,6-anhydro 1693,4 696,9 204 217 189 Sugar
34_Ribitol 1711,2 704,9 217 205 189 Sugar
35 UN_1719.5 1719,5 708,55 163 302 392 UN
36_ACONITIC ACID 1737,8 716,6 229 211 285 OA
37_Ribonic acid 1749,8 721,9 292 205 Sugar-H
38_vanillic acid 1758,7 725,8 267 223 297 UN
39_Hexose 1763,6 727,95 205 319 163 Sugar
40_ISOCITRIC ACID 1806,1 746,55 273 319 375 UN
41_Dehydroascorbic acid dimer 1839,2 760,45 173 316 245 UN
42_Quinic acid 1846,4 763,45 345 255 191 OA
43 Fructose_1 1858,5 768,55 307 189 277 Sugar
44 Fructose_2 1867,3 772,25 307 189 277 Sugar
45 Mannose 1872,1 774,25 205 160 319 Sugar
46_GALACTOSE 1878,1 776,75 160 319 189 Sugar
47_UN_1896.7 1896,7 784,55 205 189 273 UN
48 _MANNOSE 1904,7 787,85 205 160 319 Sugar
49 L-Lysine 1913,7 791,45 156 177 317 AA
50_COUMARIC ACID 1937,6 801 219 293 249 PHE
51_Glucopyranose 1958,7 809,45 204 191 206 Sugar
52_GLUCONIC ACID 2001,4 826,55 333 292 199 OA
53_UN_2010.1 2010,1 829,85 204 217 319 UN
54 _myo-Inositol 2081,6 857,2 191 305 265 Sugar-OH
55_UN_2112.6 2112,6 868,85 205 157 319 UN
56_UN_2119.8 2119,8 8715 205 157 319 UN
57_CAFFEIC ACID 2130,1 875,25 219 396 307 PHE
58 Phytol 2167,3 888,85 143 123 Alcohol
59 Phosphate-compound 2174,1 891,35 211 357 299 Inorganic
60_alpha-LINOLENIC ACID 2213,7 905,6 204 335 FA
61_Stearic acid 2238 914,15 132 341 201 FA
62_UN_2263.7 2263,7 923,15 290 217 319 UN
63_GLUCOSE-6-PHOSPHATE 2302,2 936,65 299 387 357 Sugar
64_UN_2352.5 2352,5 953,55 217 204 292 UN
65_Inositol-1-phosphate, myo- 2403,3 970,6 299 318 387 Sugar-OH
66_Trehalose 2731,6  1072,2 191 361 243 Sugar
67_D-Glucuronic acid 2910,2 1122,95 217 251 298 OA
68_Galactinol 2973,9 1141,05 204 305 243 Sugar
69_Quinic acid, 3-caffeoyl 3101,7 1179,95 255 345 307 PHE
70_Raffinose 3373,4 1285,8 271 437 319 Sugar

*AA (aminoacido), OA (&cido orgéanico), FA (4cido graxo), PHE (fendis), Sugar (carboidratos), UN
(desconhecido).
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Figura 21- Classes de metabdlitos identificados em folhas de cana-de-acUcar

Ap6s a identificacdo dos metabdlitos, estes foram analisados no software
MatLab, para obtencdo das respectivas areas. Deste modo, cada metabdlito foi
alinhado utilizando-se as amostras provenientes de todos os tratamentos (Figura
22). O mesmo procedimento foi realizado para os 11 padrdes internos.

x10° Mass Channel: 191 + 255 + 345 - Interval: 762.35(sec) to 765.75(sec)

(4]

IS

N

Intensity (BaselLevel Corrected)
w

-

762.5 763 763.5 764 764.5 765 765.5
Retention Time, s

Figura 22 - Figura ilustrando o alinhamento do metabdlito Acido quinico, com amostras

provenientes de todos os tratamentos (total de 48) e, indicando a é&rea

considerada para analise

Com base nas areas dos padrdes internos, foi calculada a média das areas,
desvio padréo e desvio padrdo relativo, para posterior normalizacdo dos dados. Os
dados normalizados foram utilizados para as analises multivariadas, utilizando-se

Andlise de Componentes Principais (PCA), através do software SIMCA. A partir da
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observacéo da (Figura 23), percebe-se que h4 uma tendéncia de separacéo entre 0s
tratamentos 4 e 12 meses, explicadas pelos componentes 1 e 2 e, é possivel
verificar também que o tratamento Glicose 4 meses, apresenta um grande desvio,
sendo entdo desconsiderado (Figura 24). No entanto, ndo foi possivel encontrar um
modelo que explicasse a diferenca entre os componentes analisados, ou seja, por
PCA nao foi possivel encontrar a formacao de grupos distintos, considerando todos

0s tratamentos nas diferentes idades.
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iComp. 1y{Comp. 2] e  12months
Colored according to Obs ID (Time)

w

a Glucos

[

12
o

o

&

R2X([1] = 0.2655°02 RIX[2) = 0.1¢€52¢&3
-

Ellipse: Hotelling T2 (0.8%) SIUCADs 120 1 =201 11102 1053 83 AUTCH!

Figura 23 - PCAs entre idades das plantas e tratamentos aplicado (perspectiva vertical)
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Figura 24 - PCAs entre idades das plantas e tratamentos aplicado (perspectiva horizontal)

E ainda, foi possivel verificar diferencas no padrdo de metabdlitos entre o
tratamento agua e a planta sem tratamento (amostras coletadas e congeladas),
sendo essa diferenca explicada, inicialmente, por acglUcares como mio-inositol,
glucose-6-fosfato e fitol e, por aminoacidos como serina, acido glutamico e acido
aspartico (Figura 25 e 26).



SugarCane_Mormalizedd7 M3 (OPL3/I0ZPLS)
f{Comp. 1Jto[XSide Comp. 1]

Temtratamento ,
sem tratamento *

.
=
. 3guz

SEmMtratamento &

-18 -16 -14 -1z -0

BIX[1] — 0.255714
Ellipga: Hotaelling T2 (0. 55)

HiX[XSida Comp. 1] — 0.2E01€E3

- £ 4 2 a z 4 -] [} 0 12

SMCARS 1201 - I+ 1-02 M50 (UTs=1)

85

Figura 25 — OPLS (Optimized Potential for Liquid Simulations) demonstrando as diferencas
nos padrdes de metabdlitos entre as amostras sem tratamento (coletadas e

congeladas) e as amostras tratadas com agua
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Figura 26 - Relagbes de diferencas entre os padrées de metabdlitos entre as amostras sem
tratamento (coletadas e congeladas) e as tratadas com agua
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A fim de verificar diferengas temporais entre os tratamentos, foram realizados
PCAs, podendo ser observadas diferencas entre os tratamentos sacarose (Figura
27) e frutose (Figura 28).
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Figura 27- PCA Tratamentos diferenciais aos 4 meses SC4-FR e 12 meses SC12-FR

(frutose), destacado em verde



87
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Figura 28 - PCA Tratamentos diferenciais aos 4 meses SC4-SU e 12 meses SC12-SU

(sacarose) destacado em verde

No entanto, para o presente projeto tais analises PCA e OPLS néo puderam
separar 0os metabdlitos por tratamento de maneira eficaz para as analises de
metabolitos diferenciais, apenas em relacdo a idade das plantas, portanto, partiu-se

para outros tipos de analise utilizando o software R.
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Reconfiguragéo do perfil metabdlico primério Identificado
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Figura 29- Heat Map com taxas de abundancia dos metabdlitos de amostras néo tratadas
entre 12 e 4 meses (Valores em vermelho: metabdlitos pouco abundantes, Valores em verde:

metabolitos abundantes)
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Nas figuras 30 e 31, & possivel verificar a variagdo de abundancia dos

metabolitos identificados, em relacdo aos diferentes tratamentos, que foram

detectados por GC/MS em folhas de cana-de-aglUcar aos 12 meses e aos 4 meses,

respectivamente.
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Figura 30 - Heat map amostras com 12 meses, a intensidade da cor (laranja) demonstra a

maior abundancia de metabdlitos



.
r 11

[l e
1

35001719
TLIN-0-€
3SONVIN
vNOy
350LNY4
TOLINVIA
3S08VOVS

Figura 31 - Heat map amostras com 4 meses, a intensidade da cor (laranja) demonstra a
maior abundancia de metabdlitos



91

Metabdlitos diferenciais ao longo do desenvolvimento

Para identificar os metabdlitos cujas concentracdes séo diferenciais em
relacdo a um determinado controle, foi utilizando o algoritimo HT-Self, no qual se
determina um limiar para distinguir os metabdlitos diferenciais. Assim como nas
analises de expressao génica, primeiro foram analisadas as tendéncias de
mudancas dos metabdlitos ao longo do desenvolvimento. Para tal, realizaram-se as
analises utilizando as amostras, sem tratamento (amostras coletadas e congeladas)
de modo a se observar preliminarmente os efeitos bioldgicos, aos 12 meses em

relacéo a 4 meses (Figura 32).

Relag&o metabalitos diferenciais entre 4 e 12 meses: sem tratamento

Metabalita % Aumentc ou Redugdo de
¥ 7 . Lal " .
+ Lalbinreonine concentragio dos metabolitos.
* ssu_c_rmc a_c»d
e Trealose
o~ - - mannose
lactt
%Zmi‘“ L-Alanine
 tréta-d-glucopyranose
Al 20101 T
s o T L-Allofhreonine
[n]
o — -
=]
= [ i%) o % 8 4 Isocitric acid
3 o ol oo @ Quinic acid
= o [+]
° ® Fructose
e o
¥ o Mannose
°© Galactose
Rl | | | | | L-Lysine
8 10 12 14 16 18 20 bets-D-Glucopyranose
A Signal Intensity B M1

Figura 32- A: Resultado do teste HT-Self 1.3 no software R. Metabdlitos diferenciais entre 4 e
12 meses amostras sem tratamento utilizando 4 meses como controle. Os
metabolitos diferenciais acima ou abaixo de 30% a partir do limiar sao
considerados significativos. B: Listagem de todos os metabdlitos diferenciais

acima (em verde) ou abaixo (em vermelho) de 30% considerados significativos

Analise dos controles experimentais ao longo do desenvolvimento da planta
Posteriormente, foram observados os efeitos osméticos dos tratamentos ao
se observar as alteracbes dos metabdlitos significativos das amostras folhas em
solucdo agua (controle experimental) Figura 33 e sobre efeito de um soluto
compativel (controle osmético manitol) Figura 34. Assim como foi realizado para os

experimentos de transcriptbmica.
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Relacdo metabdlitos diferenciais entre 4 e 12 meses: agua

Intensity Ratio

- gycencace Metabdlito % Aumento ou Redugédo de
Lo e ..
- fuctose concentragéo dos
galactose
* trehalose
galactinol metabdlitos.
1 7 0,
Y Glyceric acid 30%
3 L-Glutaminic acid
0%%0‘9 @ %
* Quinic acid
k-3
Fructose
(Galactose
T T I I T T I Trealose
g 10 12 14 16 18 20
o 0,
Signal Intensity B Galar:ilnol 3{}/&

Figura 33 - A: Resultado do teste HT-Self 1.3 no software R. Metabdlitos diferenciais entre 4 e
12 meses amostras tratadas com agua utilizando 4 meses como controle. Os
metabolitos diferenciais acima ou abaixo de 30% a partir do limiar séo
considerados significativos. B: Listagem de todos os metabdlitos diferenciais
acima (em verde) ou abaixo (em vermelho) de 30% considerados significativos

Relacdo metabdlitos diferenciais entre 4 e 12 meses: manitol

Intensity Ratio

2

Metabdlito % Aumento ou
Egﬂ%ﬂﬁ:ﬂ;cm Reducdo de
% :L;h":u“.‘!'ﬁ?“ concentragio dos
% metabolitos.
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. R Acido gicenco 0%
Acido Glutamico
Ribitol
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‘ ' ‘ ' ‘ ' ' Fosfato
8 10 12 14 16 18 20
Signal Intensity B TTEE.|DSE

Figura 34 - A: Resultado do teste HT-Self 1.3 no software R. Metabdlitos diferenciais entre 4 e
12 meses amostras tratadas com manitol utilizando 4 meses como controle. Os
metabolitos diferenciais acima ou abaixo de 30% a partir do limiar séo
considerados significativos. B: Listagem de todos os metabdlitos diferenciais
acima (em verde) ou abaixo (em vermelho) de 30% considerados significativos
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Metabdlitos diferenciais e sinalizacdo de aglcares

A principio o controle experimental seria o tratamento com agua, Figuras 36 e
38, no entanto devido a acdo do efeito osmético identificado nos ensaios de
expressdo génica optou-se por utilizar também a solucdo com o acgucar manitol
como controle osmético, Figuras 35 e 37 a fim de se identificar possiveis efeitos
osmoéticos.

Para tal determinou-se um perfil de alteracdo do metabolismo por idade, 4 e

12 meses.

4 meses

Controle: manitol

- galactose
~ alpha-inolenic acid
< 4 - glucose 6-phosphate

Intensity Ratio
oyl

o 3
Metabdlito Tratamento | % Aumento ou Redugéo
Al de concentragao dos
o | metabolitos.
N Galactose Manose
& 10 12 14 16 18 20 alpha-Linolenic acid | Manose
A Signal Inensity B |[Glucose 6-phosphate | Manose

Figura 35 - A: Resultado do teste HT-Self 1.3 no software R 4 meses controle manitol. Os
metabolitos diferenciais acima ou abaixo de 30% a partir do limiar sao
considerados significativos. B: Listagem de todos os metabdlitos diferenciais
acima (em verde) ou abaixo (em vermelho) de 30% considerados significativos
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Controle: dgua

* phosphoric acid

+ glyceric acid

+ serine

* Fglutaminic acid
mannose

* glucose B-phosphate
beta-d-glicopyranose

% &7 % Metabdlito Tratamento % Aumento ou Redugio
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- Serine Manose
" | | | | | | | [-Glutaminic acid WManose
8 10 12 14 16 18 20 Mannose Manose
Glucose b-phosphate Manose
Signal intensity beta-D-Glucopyranose | Frutose
A B
Figura 36 - A: Resultado do teste HT-Self 1.3 no software R 4 meses controle agua. Os
metabolitos diferenciais acima ou abaixo de 30% a partir do limiar séo
considerados significativos. B: Listagem de todos os metabdlitos diferenciais
acima (em verde) ou abaixo (em vermelho) de 30% considerados significativos
12 meses:

Controle: manitol

* malic acid
© - + phosphate
+ valine
* laliothreonine
Fglutaminic acid
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Figura 37 - A: Resultado do teste HT-Self 1.3 no software R 12 meses controle manitol. Os
metabolitos diferenciais acima ou abaixo de 30% a partir do limiar séo
considerados significativos. B: Listagem de todos os metabdlitos diferenciais
acima (em verde) ou abaixo (em vermelho) de 30% considerados significativos
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Controle: agua
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Figura 38 - A: Resultado do teste HT-Self 1.3 no software R 12 meses controle agua. Os
metabolitos diferenciais acima ou abaixo de 30% a partir do limiar s&o
considerados significativos. B: Listagem de todos os metabdlitos diferenciais
acima (em verde) ou abaixo (em vermelho) de 30% considerados significativos

Metabadlitos diferenciais entre sacarose, glicose, frutose e 3-o-metilglicose

A manose foi o tratamento mais diferencial dentre todas as analises até entao,

mascarando os efeitos dos outros acucares nas analises. As analises posteriores

nao consideram a manose como acucar experimental, Figuras 39, 40 e 41.

4 meses: controle agua

Intensity Ratio

- beta-d-giucopyranose

I o
Ii : : . : ‘ : : Metabolito Tratamento % Aumento ou Redugéo
8 0 12 14 16 18 20 de con‘c&.}ntragao dos
B metabalitos.
A Signal intensity Beta-d-Glucopiranose | Frutose

Figura 39 - A: Resultado do teste HT-Self 1.3 no software R 12 meses controle agua. Os
metabolitos diferenciais acima ou abaixo de 30% a partir do limiar s&o
considerados significativos. B: Listagem de todos os metabdlitos diferenciais
acima (em verde) ou abaixo (em vermelho) de 30% considerados significativos

4 meses: controle manitol

N&o houve metabdlitos significativos.
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12 meses: controle dgua
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Figura 40 - A: Resultado do teste HT-Self 1.3 no software R 12 meses controle agua. Os
metabolitos diferenciais acima ou abaixo de 30% a partir do limiar séo
considerados significativos. B: Listagem de todos os metabdlitos diferenciais
acima (em verde) ou abaixo (em vermelho) de 30% considerados significativos

12 meses: controle manitol
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Figura 41 - A: Resultado do teste HT-Self 1.3 no software R 12 meses controle agua. Os
metabolitos diferenciais acima ou abaixo de 30% a partir do limiar sdo
considerados significativos. B: Listagem de todos os metabdlitos diferenciais
acima (em verde) ou abaixo (em vermelho) de 30% considerados significativos
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6 DISCUSSAO
6.1 Expressé&o génica
Perfil de expressao geral durante o desenvolvimento da planta

Nas amostras tratadas com agua, as quais representam a planta sem efeitos
de tratamentos exdgenos, € possivel observar que entre 4 e 12 meses a expressao
dos genes analisados tende a aumentar conforme o desenvolvimento da planta,
exceto para a HXK, a SNF e PFK que ndo apresentaram mudancas significativas
entre as idades (Figura 15).

Esse aumento de expresséao diferencial aos 12 meses implica no fato de que
a planta esta alterando seu metabolismo durante estas etapas do desenvolvimento,
sendo que aos 4 meses estd em pleno desenvolvimento vegetativo e crescimento, e
aos 12 meses, a folha passa a assumir seu papel de fonte, na producdo de
acucares. Isso também é explicado pelo fato de que as proteinas quinases HXK,
SNF e PFK nao apresentam alteracdes significativas entre as idades, pois seu papel

é de sinalizacdo e ndo de metabolismo de sintese de agucares.

Ensaios de sinalizacdo de agucares: efeito osmético em cana-de-acucar

Para os resultados de expressao génica ap0s 0s ensaios de sinalizacdo de
acucares é possivel observar também que a planta esta mais susceptivel ao efeito
osmotico aos 12 meses (Figura 16), fazendo-se necessario eliminar esse efeito da
analise a fim de se analisar o efeito do acucar na expressédo dos genes estudados,
para tal, optou-se em utilizar a solugdo com manitol como controle experimental para
as posteriores analises de sinalizacdo de acucares. Pois é preciso averiguar se as
mudancas de expressao génica sdo decorrentes da sinalizacdo dos acgucares em si
ou se possuem efeitos osmoticos que influenciam essa expressao.

Com os resultados obtidos, é possivel inferir o que ja foi afirmado pela
literatura, que o manitol, possui potencial osmaético similar ao da sacarose e demais
hexoses (STOOP et al., 1996), e esse potencial osmotico altera-se de acordo com
os tratamentos e a idade da planta (Figuras 17 e 18). Por isso ndo é possivel
determinar um padrdo de exclusdo dos genes pelo fato de haverem apresentado
efeito osmotico, pois 0 manitol atua como soluto compativel aos demais acucares
(STOOP et al.,1996). Assim, de modo a se determinar se as alteracbes de
expressdo génica sdo decorrentes da sinalizagdo do aglcar em questdo ou se sao

produto do efeito osmaético deste, o controle agua nao serviu, como controle
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experimental para o ensaio de sinalizagdo de agucares, devido ao efeito osmaético
aparente nos resultados, apenas sendo utilizado como tratamento para as analises
de perfis de expresséo durante o desenvolvimento da planta.

Essa sensibilidade osmotica pode ser explicada pelo fato de que a planta
deve passar por um estresse hidrico de modo que alcance a capacidade maxima de
acumulo de sacarose no campo e evitando o florescimento para antes da colheita
(RODRIGUES, 1995).

Elucidar tais vias desse fenbmeno tem sido um desafio amplamente
investigado por diversos grupos de pesquisa no Brasil, Australia e Africa do Sul, e
esta diretamente relacionado com a questdo de melhoramento da capacidade de
acumulo de sacarose em cana-de-acUcar. Fazendo-se necessario correlacionar a
resisténcia ao estresse hidrico e a capacidade final de acimulo de sacarose (SILVA
et al., 2011)

Expresséo génica: sinalizagdo de agucares

Enzimas componentes do metabolismo de carboidratos

Frutose-1,6- bisfosfato aldolase (FBA)

A frutose bisfosfato aldolase quebra a frutose 1-6 bisfosfato em gliceraldeido
3-fosfato e diidroxiacetona fosfato na glicélise. Ela esta relacionada também com a
regeneracao da Rubisco, durante o ciclo de Calvin na fotossintese, para a posterior
fixacdo de carbono (NELSON E COX 2005). Durante o periodo fotossintético ativo a
triose-P diidroxiacetona P (DHAP) é convertida a frutose-1,6- bisfosfato (F1,6P) por
uma aldolase (FBA) e subsequentemente hidrolisado para formar a frutose-6-fosfato
(F6P), pela isoenzima citosélica FBPase ou pela fosfofrutoquinase dependente de
pirofosfato (PFK).

Nas figuras 19 e 20 é possivel observar que os tratamentos frutose e 3-o-
metilglicose aos 4 meses e sacarose e glicose aos 12 meses reprimem a FBA entre
as idades, o que pode demonstrar uma resposta de sinalizacdo dependente do
metabolismo fotossintético ao longo do desenvolvimento da planta, devido a essa
acao sinalizadora negativa da sacarose apenas aos 12 meses 0 que pode ser

relacionado com o que se determinou recentemente a respeito do aumento de FBA
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em plastideos, ser diretamente proporcional as taxas de crescimento e atividade
fotossintética em tabaco, (UEMATSU et al., 2012).

6- Fosfofruto-1-quinase dependente de pirofosfato (PFK)

A fosfofrutoquinase PFK1 € a mais importante enzima reguladora da glicdlise.
Fosforila a Frutose 6-Fosfato em Frutose 1-6 fosfato, que corresponde a uma reagao
irreversivel e de controle da via metabdlica. Essa etapa metabdlica ocorre para
deixar a molécula simétrica para a etapa seguinte (NELSON E COX 2005).

Em cana-de-acucar, sugeriu-se que a PFK possui um papel mais importante
no metabolismo de carboidratos em plantas (HELDT, 1997; SUZUKI et al., 2003) e
por conseguinte obter um papel chave no processo enquanto a cana-de-agucar
ajusta seu crescimento em funcéao da sintese de sacarose, exportacao, importacao e
utilizacdo (GROENEWALD e BOTHA, 2001; SUZUKI et al.,, 2003). Plantas
transgénicas de cana-de-agcucar com PFK reduzida demonstraram possuir um
aumento na sacarose do colmo (GROENEWALD e BOTHA, 2007), talvez, sugerindo
uma preferéncia sob a sintese de sacarose ao invés de glicose nestas plantas. Até
mesmo um pequeno ajuste ao aumento do fluxo de sacarose seria favoravel no
colmo de cana-de-agucar e pequenas mudancas similares foram detectadas em
tabaco e batata (NIELSEN e STITT, 2001; HAJIREZAEI et al., 1994).

No entanto, nas figuras 19 e 20, é possivel observar uma represséao do gene
em resposta a sacarose aos 4 meses, e aumento de expressdo apenas por 3-0-
metilglicose aos 12 meses, 0 que demonstrou que este gene ndo apresentou alta
resposta de sinalizacdo aos tratamentos aplicados, sendo talvez sua regulacdo nao

dependente de respostas de sinalizacdo de agUcares.

Hexoquinase (HXK)

A hexoquinase é a enzima glicolitica que canaliza a glicose na glicolise (Glc+
ATP — Glc6P + ADP) (LORETI et al., 2001). E esta envolvida com a sensibilidade a
glicose. Pois a glicose pode ser reconhecida por si s6 ou ser quebrada por uma
hexokinase.

Esta enzima apresenta um papel regulatério principal no status de
sensibilidade aos acucares e iniciando cascatas de sinalizacdo que influenciam o
metabolismo geral da planta. Apesar de inicialmente questionado (HALFORD et al.,

1999), o envolvimento da HXK na sensibilidade dos aclUcares € amplamente
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explorado (MOORE e SHEEN, 1990, LORETI et al., 2001; ROLLAND et al., 2002;
HARRINGTON e BUSH, 2003).

O tratamento sacarose reprime a acdo da hexoquinase nas 2 idades, ela é
reprimida também pela glicose, frutose e manose aos 12 meses, (Figuras 19 e 20), e
€ superexpressa para 3-0-metilglicose aos 12 meses. O que pode indicar o papel
regulatério da hexoquinase no status de sensibilidade dos acglcares, no entanto com

maior intensidade aos 12 meses.

Triosefosfato isomerase (TPiso)

Enzima que atua na glicdlise interconvertendo o gliceraldeido-3-fosfato e a
dihidroxiacetona, que sao isbmeros. Ocorre entdo a conversao da dihidroxicetona-P
em gliceraldeido 3P, a Unica triose que pode continuar sendo oxidada para producao
de ATP (NELSON E COX 2005). A triose fosfato isomerase plastidial esta
relacionada com a mobilizacdo de reservas da semente e estabelecimento das
mudas (CHEN e THELEN, 2010).

Sua sinalizacdo foi negativa para todos os tratamentos, aos 4 meses e
sacarose e manose nas duas idades e no tratamento com 3-o0-metilglicose, aos 12

meses, apresentou uma alta expressao (Figuras 19 e 20).

Glicolise e Gluconeogenese

3-

4 meses Sacarose Glicose  Frutose Manose ometilglicose
TRISO
FBA
PFE
HXK
3-
12 meses Sacarose Glicose  Frutose  Manose  ometilglicose
TPISO
FBA

PFK
HXK

Figura 42 - Perfi de expressdo génica dos genes envolvidos na glicélise, aos 4 e aos 12
meses

No que se refere as enzimas relacionadas a glicolise e Gluconeogénese, aos

4 meses as enzimas TPISO e FBA sao reprimidas por frutose, e PFK e HXK por
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sacarose, aos 12 meses TPISO e FBA sao reprimidos por sacarose, e a HXK é

reprimida por todos os acUcares experimentais Figura 42.

Sinalizacao, transporte e metabolismo de fosfato Inorganico

Pirofosfatase Inorgénica (InPyR)

Recentemente foi evidenciado que as pirofosfatases inorganicas das plantas
complementam funcionalmente a atividade vacuolar de transporte da ATPase
(PEREZ-CASTINEIRA et al., 2011). O que é interessante considerando uma
atividade sinalizadora desta proteina em resposta a aclcares.

Arabidopsis transgénicas superexpressando pirofosfatase inorganica (InPYR,;
EC: 3.6.1.1) exibiram aumentos significativos nas concentracdes de acucares e Pi e
um decréssimo associado nas taxas fotossintéticas, sugerindo um importante papel
regulatério para a INPYR na manutencéo da taxa otima de PPi (LEE et al., 2005). No
entanto, a sensibilidade de diferentes espécies ao feedback fotossintético negativo
baseado nas mudancas dos status da concentracdo dos agucares das folhas e as
demais interacdes com Pi, podem variar consideravelmente (KRAPP e STITT, 1995).

Nas Figuras 19 e 20 é possivel observar que aos 4 meses ha uma repressao
na expressao pelos tratamentos sacarose e manose, aos 12 meses o0 gene € ativado

por frutose, manose e 3-ometilglicose.

Mitogen-activated protein kinase (MAPK)

As proteinas quinases ativadoras de mitose sdo vastas nas plantas, somente
no genoma de Arabidopsis existem 20, e a maioria delas possui funcdo indefinida
ainda. No entanto, algumas MAPKs como a MAPK3 de Arabidopsis foram
caracterizadas por estarem relacionadas com sinalizacdo e resposta das plantas a
sinais de defesa (DOCZI et al., 2007). Entre outras funcdes em sinalizacdo (JONAK
et al., 1996; LEE et al., 2001; ZHANG e KLESSIG, 2002)

No caso da MAPK de cana-de-acUcar, ndo houve diferencas significativas
dentre os tratamentos aplicados aos 4 meses (Figuras 19 e 20), somente aos 12
meses, havendo uma repressao significativa em sua expressao diante de todos os
tratamentos assim como, no experimento de MCCORMICK, 2007 e 2008b. E dificil

encontrar um papel especifico para esta enzima e a relagdo fonte e dreno, no
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entanto pelo fato de que sua expresséao so foi significativa aos 12 meses, este pode
ser um grande indicio.

Foi sugerido que na regulacdo da fotossintese em folhas de plantas C4,
envolve a fosforilacdo da enzima PEPC e uma possivel co-mediacdo por MAPKs e
hexoses (JEANNEAU et al.,2002; MCCORMICK, 2007).

Sinalizacdo

3-
4meses Sacamse Gliose Frutose Manose ometilglicose
INPYR
MAPK

3-
12 meses Sacamse Gliose Frutose Manose ometilglicose

INPYR
MAPE

Figura 43 - Genes relacionados com sinalizacdo celular, aos 4 e aos 12 meses

Nos genes relacionados a Sinalizacdo Celular, aos 4 meses apenas INPYR
respondeu negativamente a Sacarose e Manose, e aos 12 meses a INPYR e MAPK
foi reprimida por sacarose e glicose e apresentaram sinalizacdo oposta em resposta

a frutose e manose Figura 43.

Transportadores de acucares

Sugar transporter type 2a. (putative) (SUTY)

Utilizou-se aqui uma das proteinas transportadoras de acgulcar que foi possivel
identificar no banco do SUCEST.

Aos 4 meses sua expressao foi reprimida nos tratamentos sacarose e
manose, aos 12 meses a sua expressdo foi reprimida por glicose, manose e
estimulada por 3-ometilglicose, Figuras 19 e 20. Ndo se pode afirmar que este

transportador € exclusivo de dissacarideos ou monossacarideos, pois apresenta

expressao diferencial para todos os acucares exceto frutose Figura 44.
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Glicose -6- Fosfato/ transportador de fosfato (G6Pt)

A proteina transportadora de Glicose-6-Fosfato é responséavel pelo transporte
de Glicose 6 Fosfato para tecidos sem cloroplastos, por exemplo neste caso o dreno
da cana (entrenés) a partir das folhas. Sendo ela grande responsavel pelo
armazenamento de energia proveniente dos cloroplastos (FISCHER E WEBERA,
2002). Recentemente um trabalho relacionou a acdo das proteinas G6Pt em folhas
durante a fase clara e escura da fotossintese e biossintese de amido (KUNZ et al.,
2010).

Aos 4 meses a proteina G6Pt apresenta uma repressao em resposta a todos
os tratamentos exceto a frutose, aos 12 meses apresenta uma repressdo em

resposta a glicose e manose, Figuras 19 e 20.

Transportadores de aglucares

3-

4 meses Sacammse Glicose Frutose Manose ometilglicose
G&Pt
SUTY

3-
12 meses Sacamse Gliose Frutose Manose ometilglicose
G&Pt
sUTY

Figura 44 - Perfis de expressdo dos transportadores de agUcares, aos 4 e aos 12 meses

Os transportadores de aclUcares em questdo apresentaram sinalizacao
negativa em resposta a sacarose e manose aos 4 meses e aos 12 meses a glicose e

manose Figura 44.

Metabolismo da trealose

Trealose -6- fosfato sintase (TPS)
A trealose 6 fosfato sintase, catalisa o primeiro passo da biossintese da
trealose em plantas (EASTMOND et al., 2002) (Figura 45). Catalisa a tranferéncia de

glicose do UDPG para Glicose- 6-Fosfato para formar a Trealose 6-P, que
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corresponde a um poderoso sinal de aclUcar para as plantas, pois integra
metabolismo com desenvolvimento. E essas fungbes incluem: desenvolvimento
embrionario e foliar, divisdo celular, sintese de parede celular, arquitetura de
inflorescéncia, biomassa de mudas, biomassa de plantas adultas e fotossintese,
utilizacéo de sacarose e metabolismo do amido (PAUL et al., 2008).

sphate Treha hate

Glucose 6-P Glucose
+ Trehalose 6-phosphate Trehalose +
UDP-glucose Glucose

Figura 45 - Via metabodlica da trealose

Assim a T6P é sintetizada a partir da G6P e UDPG, que sdo produtos da
guebra da sacarose. A UDPG é produzida diretamente via sacarose sintase, a G6P
€ produzida a partir da glicose via invertase e hexoquinase ou via frutose e Frutose -
6-P, através da sacarose sintase frutoquinase e fosfoglucose-isomerase (PAUL et
al., 2008).

Nas Figuras 19 e 20 é possivel observar que nos tratamentos Sacarose e
Glicose, aos 4 meses atuam na repressdo do gene. No tratamento com manose ha
efeito de estimulo aos 4 meses e repressdao aos 12. Com o tratamento 3-o-
metilglicose ha um estimulo significativo, e no tratamento com Frutose ha uma

repressao do gene aos 12 meses.

Trealose-6-fosfato fosfatase (T6Pase)

A trealose-6-fosfato fosfatase cataliza o segundo passo na sintese da
trealose. A partir da trealose sdo produzidas duas moléculas de glicose no
cloroplasto, uma sera para o armazenamento na forma de amido e a outra sera
utilizada na fotossintese para producédo de energia (ITURRIAGA et al., 2009).

O perfil de expressdo da T6Pase apresenta-se com repressao nos
tratamentos sacarose e frutose aos 4 meses e frutose e manose aos 12, com acao
de fosforilagdo por hexoquinases, pelo fato de que a expressdo do gene por 3-o-

metilglicose n&o se altera (Figuras 19 e 20).
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SNF1 related kinase complex (AMPKBI (5'-AMP-activated protein kinase, beta
subunit, complex-interacting region) domain f)- (SNF)

O gene SNF1 corresponde a totalidade da familia SNF1 em S. cerevisae. Ele
€ expresso em resposta a baixos niveis de glicose, além de ser requerido para que
praticamente todos 0s genes reprimidos por este aclcar sejam expressos, inclusive
aqueles necesséarios para o crescimento em fontes alternativas de carbono.
(CARRARO et al., 2001).

O SNF foi reprimido em resposta a sacarose aos 4 e 12 meses e glicose,

frutose e manose aos 12 meses, (Figuras 19 e 20).

Trealose e SNRK (SNF related Kinase)

Metabolismo da Trealose

3-
4 meses Sacarose Glicose  Frutose Manose ometilglicose
T&P
TPS

SNF

3-
12 meses Sacarose Glicose  Frutose Manose ometilglicose
T&P
TPS

SNF

Figura 46 - Perfil de expressdo dos genes relacionados ao metabolismo da trealose aos 4 e
aos 12 meses

Tal como a sacarose, a trealose é tipicamente produzida em um processo
com dois passos. Primeiramente, a sintese da trealose-6-fosfato (T6P) a partir da
UDP-glicose e G6P é catalizada por trealose-6-fosfato sintase (TPS; EC: 2.4.1.15).
T6P é entdo desfosforilada a trealose por trealose-6-fosfato fosfatase (T6PP; EC:
3.1.3.12) (ROLLAND et al., 2006). Genes funcionais que codificam a TPS e TPP
foram detectados em Arabidopis (BLAZQUEZ et al., 1998, VOGEL et al., 1998;
VOGEL et al., 2001).
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No entanto, através do perfil de expressao génica observado que apenas aos
4 meses 0s genes do metabolismo da trealose e a SNRK estudada apresentaram
uma repressdo em resposta a sacarose, e aos 12 meses, os trés genes foram

reprimidos em resposta a frutose e manose (Figura 46).

Sintese de sacarose

Sacarose fosfato sintase

A enzima sacarose-6-fosfato sintase € regulada de diversas maneiras. A
glicose-6-fosfato ativa esta enzima e a desfosforilacdo desta enzima sob a luz
também ativa a sacarose-6-fosfato sintase, coordenando a sintese de sacarose com
a fotossintese.

A expressao da sacarose Fosfato Sintase (Figuras 19 e 20) apresentou uma
represséo diante dos tratamentos sacarose, glicose, manose e 3-ometilglicose
somente aos 12 meses. Isso talvez porque a atividade da SPS € vista como
contribuinte para o controle do fluxo da sacarose (FERNIE et al., 2002), o que ocorre
apenas em idade adulta. Além disso, a expressao da SPS é regulada por sinais do
desenvolvimento, ambientais e nutricionais e por fim em alguns casos, em nivel
transcricional (WINTER e HUBER, 2000). O que também foi confirmado para outros
cultivares C4 como milho e cana-de-acucar (CHENG et al., 1996; SUGIHARTO et

al., 1997).

Sacarose fosfato fosfatase

A sacarose -6 —fosfato fosfatase, € a enzima que fosforila a sacarose -6-
fosfato para a producéo de sacarose no segundo passo da via da Sacarose Fosfato
Sintase.

A sacarose fosfatase, (Figuras 19 e 20), foi reprimida em resposta a todos os
tratamentos aos 12 meses e um aumento de expressdo com o tratamento manose e
repressdo em resposta a sacarose aos 4 meses. Em relagcdo aos padrdes de
expressao em relacdo a SPS aos 12 meses a sua expressao em resposta a todos os
tratamentos exceto a frutose é reprimida, o que pode sugerir que pode haver um
sitio combinante da SP na SPS, para uma associacdo entre SPS e SP (complexo

SPS-SP) que pode envolver a canalizagcdo da S6P, como foi sugerido por
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ECHEVERRIA et al.,, (1997); LUNN et al., (2000), todavia em uma etapa mais

avancada do desenvolvimento, onde a demanda de sintese de sacarose é maior.

Sacarose sintase

Muito se discute a respeito do papel da SUSY como um sistema sensitivo e
regulador do desenvolvimento das plantas, tais como a sacarose e seus
constituintes (glicose e frutose) atuam nao apenas como substratos no metabolismo
de carbono, porém como moléculas sinalizadoras para a regulacdo de diversos
aspectos do metabolismo primério das plantas e crescimento (LORETI et al., 2001,
ROLLAND et al., 2002; KOCH;,2004; GIBSON, 2005).

A sacarose sintase, (Figuras 19 e 20), apresentou aumento de expressao nos
tratamentos com glicose e manose e 3-0-metilglicose aos 4 meses e 3-o-metilglicose
aos 12 meses e repressao em resposta aos tratamentos com sacarose, frutose e
manose aos 12 meses. No trabalho de MCCORMICK, (2007) e (2008b), apenas 1
das 6 SUSYs estudadas apresentou diferencas significativas de aumento de
expressao.

No que tange a sintese de sacarose, aos 4 meses em geral SPS e SP nao
apresentaram efeitos de expressao, e a SUSY foi estimulada em resposta a Glicose
e Manose, talvez porque ela possa responder a esta demanda de sintese direta a
partir da glicose. Ja aos 12 meses a resposta € negativa em relacdo a sacarose,
frutose e manose, indicando uma repressdo por meio dos excessos de produtos e

substratos, para sua inibicdo enzimatica.

Sintese de Sacarose

>
4meses Sacarose Glicose Frutose Manose ometilglicose
5PS
5P
SUSY

12 E
meses Sacarose Glicose  Frutose Manose ometilglicose

5PS
5P
SUsY

Figura 47 - Perfil de expressao dos genes relacionados a sintese de Sacarose aos 4 e aos 12
meses
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Os genes envolvidos no metabolismo de sintese de sacarose, SP e SUSY
apresentaram aumento de expressdo em resposta a manose, aos 4 meses. Ja aos
12 meses SPS, SP e SUSY apresentaram repressao na expressdo em resposta a
sacarose e manose, SPS e SP em resposta a glicose e SP e SUSY em resposta a
frutose Figura 47. Sendo os 3 acUcares sinalizadores desta via nesta etapa do

desenvolvimento.

Sintese de sacarose e SNRK (SNF Related Kinase)

Como ja se afirmou anteriormente, existem dois tipos de proteinas quinases
relacionadas a SPS, uma SNF1-related protein Kinase (SNRK1) que é nomeada
assim, devido a sua alta similaridade a SNF1 (Sucrose non Fermenting) de
leveduras, e uma calmodulina-like protein kinase (CPDK) (WINTER e HUBER,
2000). Em outro estudo detalhado por Huang e Huber (2001) demosntrou que a SPS
de dicotiledéneas é primariamente ativada por uma SNRK1 e uma CDPK que
poderiam fosforilar a SPS de monocotiledbneas.

Assim nas analises posteriores tentou-se identificar relacbes dentre a
expressdo da SNF- Related Kinase escolhida e o0s genes relacionados ao

metabolismo de sintese de sacarose Figura 48.

Sintese de Sacarose x SMNRK-5SNF Related Kinase

4 meses Sacarose Glicose  Frutose Manose 3-ometilglicose
5PS
5P
SUsY
SNF

12 meses Sacarose Glicose  Frutose Manose 3-ometilglicose
5PS
5P
SUSY
SNF

Figura 48- Perfil de expressédo dos genes relacionados a sintese de sacarose x SNF related
kinase entre 4 e 12 meses

Aos 4 meses a SNF apresentou expressdo similar a SP em resposta a
sacarose, aos 12 meses também apresentou alta similaridade com a SP em
resposta a todos os tratamentos aplicados exceto a 3-o-metilglicose, o que indica

que o tipo de sinalizacdo da SP é independente de hexoquinases, e o tipo de
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sinalizacdo para SNF é dependente de hexoquinases nesta etapa do
desenvolvimento. Todavia aos 12 meses sua sinalizacdo € similar também aos
genes SPS exceto para o tratamento com frutose, e para a SUSY exceto em
resposta ao tratamento com Glicose, o que pode indicar uma relacdo desta proteina
com a sintese de sacarose, visto que para este tratamento a sinalizacdo

desencadeia uma resposta de expressao génica idéntica para os 4 genes.

Efeitos sinalizadores e metabolismo
Sinalizacdo mediada por hexoquinase

Em geral observa-se que a planta aos 4 meses possui respostas de
sinalizacdo menos significativas do que aos 12 meses. E que em geral os
tratamentos com acgucares atuaram de maneira repressora na expressao dos genes
estudados exceto para o tratamento 3-o-metilglicose aos 12 meses, e 0s genes SP,
TPS em resposta a manose e a SUSY em resposta a glicose, manose e 3-
ometilglicose, aos 4 meses. E INPYR em resposta a Frutose e Manose aos 12
meses.

As diferencas significativas de expressdo dos genes em resposta ao 3-0-
metilglicose, que corresponde ao controle experimental de fosforilagdo por
hexoquinases, indicam que ha sinalizacdo direta da maioria dos genes sem
necessidade de fosforilagdo dos acucares por hexoquinases para a sinalizacdo dos
acucares glicose e manose, que correspondem a acucares substratos de
hexoquinase por serem epimeros, sendo que aos 4 meses INPYR, SP e SUTY
sinalizacdo dependente de hexoquinases para o tratamento manose, TPS apresenta
sinalizacdo dependente de HXK para os dois acucares. Aos 12 meses T6P
apresenta sinalizacdo dependente de HXK para o tratamento manose, e FBA para o
tratamento glicose, e G6Pt e SNF para ambos os tratamentos Figura 49.

A dependéncia de sinalizacdo por hexoquinase ndo se manteve constante
dentre as idades, no entanto € possivel observar que os resultados mostram
evidéncias de que no metabolismo da trealose a TPS possui sinalizacdo por glicose
e manose aos 4 meses mediada por hexoquinases o que condiz com o que ja foi
afirmado na literatura por ITURRIAGA et al., 2009, e a T6P aos 12 meses possui
sinalizacdo por manose dependente de hexoquinases, o que ndo condiz com o que
ja havia sido afirmado por EASTMOND e GRAHAM, 2003. No entanto, observa-se

gue a sinalizacdo se inverte entre as idades, o que significa que a sinalizagao
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mediada por hexoquinases ndo se mantém constante durante o desenvolvimento da

planta para nenhum dos genes analisados.

4meses Glicose Manose Fo-metilglicose 12 meses  Glicose  Manose  3-o-metilglicose
-5iI'IE|iZE|_:5DMEI'IDSEEG”I:DSEdEpEHdEﬂtEdEH:’:K
Sinalizac3o M anose dependente de HEK
SinalizagSo Glicoss dependente de HEK

Figura 49 - Andlise das respostas de sinalizacéo através da fosforilacdo por hexoquinase dos
aclcares, em resposta aos tratamentos glicose e manose (substratos para acao
de hexoquinases) utilizando-se do controle 3-o-metilglicose aos 4 e 12 meses

Através de correlagcbes entre as sinalizacbes obtidas € possivel investigar o

papel dos acucares como sinalizadores na expresséo dos genes analisados.

Sinalizacdo de hexoses

Em relacdo as hexoses aplicadas nos tratamentos (Glicose, Frutose e
Manose), aos 4 meses 0 gene TPiso apresenta o0 mesmo padrdo de resposta de
expressdo diante das 3 hexoses, ja 0os genes G6Pt e SUSY apresentam o mesmo
padrdo de resposta de sinalizacdo para glicose e manose, e 0 gene TPS apresenta
sinalizacdo oposta para os mesmos acucares. Nesta etapa do desenvolvimento T6P
e FBA apresentam respostas exclusivas a frutose e SP e SUTY apresentam

respostas exclusivas a manose (Figura 50).

4meses Glicose Frutose Manose

Sinalizac3o igual entre as 3 hexoses
SinalizacSo igual entre glicose & manoss
Sinalizac3o oposta entre glicose & manose
Sinalizacdo exclusivade frutose
Sinalizacio exclusivade manose

Figura 50 - Relac@o padrbes de expressado via sinalizagdo das hexoses: glicose, frutose e
manose aos 4 meses
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Ja aos 12 meses o padrdo se altera MAPK, SP, HXK e SNF apresentam
respostas de expresséao iguais para as 3 hexoses. SPS, G6Pt e SUTY apresentam
respostas iguais para glicose e manose. Ja T6P, TPS, SUSY e INPYR apresentam
sinalizagédo igual entre frutose e manose, sendo o Ultimo gene com este padrdo
oposto a sua expressdo em resposta a glicose. E o gene FBA torna-se exclusivo de

glicose e TPISO de manose (Figura 51).

12 meses Glicose  Frutose Manose

Sinalizacdo igual entre a5 3 hexoses
Sinalizacdo igual entre glicose & manose
Sinalizacio igual entre frutose & manose
Sinalizacio exclusiva de glicose
Sinalizacdo exclusiva de manose

Figura 51 - Relacéo padrbes de expresséao via sinalizacdo das hexoses: glicose, frutose e
manose aos 12 meses

Sinalizacao dissacarideo versus monossacarideos (Componentes)

Além disso, € possivel analisar, as relacdes entre o dissacarideo (sacarose) e
seus monossacarideos componentes (glicose e frutose) em seus padrdes de
expressao génica.

Aos 4 meses 0 gene gque apresenta 0 mesmo padrdo de sinalizacdo para 0s
trés acucares € o TPISO. J& a sinalizacao igual entre sacarose e glicose ocorre em
G6Pt e TPS, a sinalizacdo igual para sacarose e frutose ocorre para T6Pase. A
sinalizacdo é exclusiva para sacarose nos genes INPYR, SP, SUTY, HXK, SNF e
PFK, para frutose a sinalizacao é exclusiva apenas para FBA, e para glicose apenas
para SUSY (Figura 52).
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4meses Sacamse Glicose Frutose

Mesmo padrao desinalizacdo entre os 3 aclcares
finalizacdo exclusiva desacarose

Zinalizac3o igual entre sacarose e glicoss
Zinalizacdo igual entre sacarcse e frutose
Sinalizacdo exclusiva defrutose

Sinalizacdo exclusiva deglicose

Figura 52 — Relacdo padrbes de expressao via sinalizagdo de dissacarideo (sacarose) versus
monossacarideos componentes (glicose e frutose) aos 4 meses

Aos 12 meses esse padrao se altera MAPK, SP, HXK e SNF passam a ter
expressado responsiva aos trés acucares. Para sacarose e glicose 0s genes
responsivos igualmente sdo SPS, FBA e INPYR; sendo o ultimo, com essa
expressao oposta ao tratamento frutose. Para sacarose e frutose o gene igualmente
responsivo foi a SUSY.

Quanto as repostas exclusivas a sacarose, este tratamento aos 12 meses
apenas influenciou exclusivamente o gene TPISO, ja a glicose passou a influenciar
G6Pt e SUTY e a frutose influenciou T6P e TPS, (Figura 53), padrdo que se alterou
ao longo do desenvolvimento, visto que a sacarose apresentou uma influéncia
exclusiva bem maior aos 4 meses 0 que podemos relacionar com a relagdo fonte-
drendo de cana-de-acgucar descrita por (CHAMBRA et al., 2011) em que as folhas
jovens comportam-se como dreno, sofrendo influéncia maior da sinalizacdo da
sacarose, e as folhas adultas comportam-se como fonte, e essa sinalizacdo por

sacarose se altera.

12 meses Sacamse Glicose  Frutose

Mesmo padrio de sinalizacSo entre os 3 aglcares
Sinalizacdo exclusiva de sacarose

Sinalizagdo igual entre sacarose e glicose
Sinalizac3o igual entre sacarose e frutose
Sinalizacdo exclusiva de frutoss

Sinalizacio exclusiva de glicose

Figura 53 — Relacdo padrdes de expressdo via sinalizacdo dissacarideo (sacarose) versus
monossacarideos componentes (glicose e frutose) aos 12 meses
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Sinalizacado dissacarideo versus monossacarideo (ndo componente)

E possivel relacionar por fim a sinalizacdo da sacarose (dissacarideo) com a
sinalizacdo da manose (monossacarideo ndo componente do dissacarideo
analisado e epimero da glicose), e correspondeu a um sinal externo e competitivo,
por ser um sequestrador de ortofosfato citoplasmatico e sua administracdo em folhas
ser conhecido por causar alteragbes no metabolismo do carbono da planta
(HEROLD et al., 1976).

Aos 4 meses observa-se uma sinalizacdo no mesmo padrédo para ambos o0s
acucares para TPISO, INPYR, G6Pt e SUTY. Para SP e TPS essa sinalizacdo é
oposta. E para T6P, HXK SNF, PFK séo sinalizadas exclusivamente por sacarose e
SP e a SUSY por manose (Figura 54).

4meses Sacarmse Manoss

Me=mo mdrio definalizacio
Sinalizac3 Oposta

Sinalizacd exclusiva Sacarose
Sinalizac® exclusiva Manose

Figura 54 — Relacdo padrbes de expressao via sinalizacédo dissacarideo (sacarose) versus
Monossacarideo ndo componente (manose) aos 4 meses

Aos 12 meses para TPISO, MAPK, SPS, SP, HXK, SNF e SUSY a sinalizacao
apresenta o mesmo padrdo de expressdo. Apenas para INPYR essa sinalizacéo é
oposta. Ja para os genes G6Pt, T6P, SUTY e TPS sdo responsivos somente a
manose, e apenas FBA é responsivo somente a sacarose, padrao que se alterou ao
longo do desenvolvimento, visto que mais genes eram responsivos somente a

sacarose aos 4 meses(Figura 55).
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12 meses Sacamse Manose

TRISD Mesmo mdrio de Sinalizacio
INFYR Sinalizacso Dposta

MAPK Sinalizacdo exclusiva Sacarose
5PS Sinalizacio exclusiva Manoss
5P

GEPt

TeF

SUTY

TPS

HXK

EMF

PFK

SUSY

Figura 55 — Relacdo padrdes de expressao via sinalizacdo dissacarideo (sacarose) versus
monossacarideo ndo componente (manose) aos 12 meses

Obviamente existem flutuacdes entre os padroes de expressao e sinalizacao
dos genes ao longo do desenvolvimento da planta, e de acordo com as

necessidades metabodlicas de cada estadio de seu desenvolvimento.

Construcao da via de acdo dos genes analisados e analise dos perfis entre-
idades

A partir dos genes estudados foi possivel construir uma via do metabolismo
com todos os genes estudados e os efeitos dos acgUcares testados Figura 56, a fim
de se visualisar com mais clareza a interacdo dos genes analisados entre si, e suas
correspondéncias a partir de evidéncias encontradas na literatura. Em geral, os

genes estdo com alta expressdo ao longo do desenvolvimento.
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Figura 56 - Perfil de expressédo génica ao longo do desenvolvimento da planta entre 4 e 12
meses, amostras tratadas com agua, amostras de 4 meses como controle.
Caixas em verde aumento de expressdo no material de 12 meses, caixas em
preto: diferencas de expressao ndo significativas

Assim construimos dois perfis de expressado génica, para os padrdes de
sinalizacdo de acucares entre os tratamentos aplicados um para 4 meses Figura 57
e outro para 12 meses Figura 58.

Aos 4 meses a sacarose atua como repressor da expressdo das enzimas
glicoliticas TPiso, PFK e HXK, da enzima do metabolismo de sintese de sacarose
SP, atua reprimindo todas as enzimas do metabolismo da trealose TPS, T6Pase e
SNF; reprime o gene sinalizador INPYR e reprime os transportadores de acucares
SUTY e G6Pt. J4 a glicose atua reprimindo a enzima glicolitica Tpiso, estimula a
SuSy no metabolismo de sintese de sacarose, reprime apenas a TPS no
metabolismo da trealose e atua também como repressor no gene transportador
G6Pt. E a frutose atua na represséo do gene glicolitico TPiso, ndo causa mudancas
de expressao génica no metabolismo de sintese de sacarose, atua na repressao da
TPS e T6P no metabolismo de trealose e ndo possui efeitos sobre os

transportadores de acucares e genes sinalizadores (Figura 57).
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Figura 57 - Via Representando o ensaio de sinalizacdo através dos tratamentos
extracelulares com agucares exogenos (em vermelho) que atravessam a
membrana plasmética através dos receptores de membrana R1, R2 e R3 e 0s
seus efeitos nos genes das enzimas estudadas (caixas em azul). Perfil de
expressdo génica aos 4 meses. Tratamentos indicados nas caixas: S
(sacarose), G (glicose), F (frutose), M (manose), 3-0 (3-ometilglicose). Caixas
em verde aumento de expressdo, caixas em vermelho, repressdo da
expressado e caixas em preto sem alteracdes significativas

Aos 12 meses a sacarose atua como repressor das enzimas glicoliticas TPiso,

FBA e HXK, em todas as enzimas do metabolismo de sintese de sacarose SUSY,
SP e SPS, na SNF no metabolismo de trealose, e na repressdo dos genes
sinalizadores MAPK e InPYR, ndo causando alteracbes na expressdo dos genes
transportadores de acucares. Ja a glicose atuou na repressdo das enzimas
glicoliticas FBA e HXK, SPS e SP no metabolismo de sintese de sacarose, na
repressdo da SNF no metabolismo de trealose, dos genes sinalizadores MAPK e
INPYR e na repressao dos transportadores de acucar SUTY e G6Pt. E a frutose
atuou na repressdo da HXK na glicélise, SP e SUSY na sintese de sacarose, todos
0s genes do metabolismo da trealose, TPS, T6Pase e SNF, estimulo do gene
sinalizador InPYR e repressdo do gene MAPK, e nao apresentou efeito sobre os

genes transportadores de acgucares (Figura 58).
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Figura 58

- Via representando o ensaio de sinalizagao através dos tratamentos extracelulares

com acuUcares exoégenos (em vermelho) que atravessam a membrana plasmatica
através dos receptores de membrana R1, R2 e R3 e os seus efeitos nos genes
das enzimas estudadas (caixas em azul). Perfil de expressdo génica aos 12
meses. Tratamentos indicados nas caixas: S (sacarose), G (glicose), F (frutose),
M (manose), 3-0 (3-ometilglicose). Caixas em verde aumento de expressao,
caixas em vermelho, repressdo da expressao e caixas em preto sem alteraces
significativas

Tal acao repressora dos aglUcares na maioria dos genes e idades do ensaio,
vai de encontro com o que ja foi afirmado por (BOLOURI-MOGHADDAM et al.,

2010), em que

determinou-se em nivel celular que a glicose em excesso atua como

repressor transcricional. No entanto, para cada gene esta acdo € dependente da

concentracdo do acucar, como foi evidenciado para os genes SUSY aos 4 meses

em resposta a glicose e manose, TPS e SP em resposta a manose e INPYR aos 12

meses em resposta a glicose e frutose, 0os quais esta concentracdo experimental

desencadeou um aumento na expressao génica. Isso indica, que sdo necessarios

mais estudos para se identificar a concentracdo 6tima de sinalizacdo positiva dos

genes a serem

estudados.
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6.2 Metabolomica
Metabolitos primérios identificados em folhas de cana-de-agucar

A partir dos ensaios realizados foi possivel obter 70 metabdlitos componentes
do metabolismo primario (Tabela 3), dentre as classes: aminoacidos, acidos graxos,
fendis e acucares (Figura 21). E, a partir dos resultados obtidos, através dos PCAs
foi possivel separar os metabdlitos entre as idades (Figuras 23 e 24), porém nao
entre todos os tratamentos aplicados (Figuras 27 e 28), sendo os tratamentos:

sacarose e frutose os Unicos que apresentaram diferengas temporais.

Metabdlitos diferenciais ao longo do desenvolvimento da planta

Para as analises das mudancas ocorridas dentre os tratamentos por idade,
utilizou-se ferramentas estatisticas do software R e o limiar estabelecido através do
algoritimo HT-Self, de 30% para identificacdo dos metabdlitos diferenciais.

Na primeira etapa destas analises, buscou-se identificar, os metabdlitos
alterados de acordo com o desenvolvimento da planta, assim comparou-se 0s
metabolitos das amostras sem tratamento (apenas coletadas e congeladas) de 4 e
12 meses, utilizando 4 meses como controle. Identificaram-se 11 metabdlitos,
(Figura 59) sendo que 10 apresentaram uma diminuicdo significativa em sua
concentragdo, ao contrario do padréo que se observou dentre os genes escolhidos
para o0 estudo; e 1 (acido quinico) apresentou aumento significativo em sua

concentracao Figura 32.



119

L-Lysine
L-Alapine

L-Allothreonine m Aclicar

B Acido organico

Aminoacido

copiranose

Figura 59 - Metabdlitos diferenciais identificados entre 4 e 12 meses

Dentre os acucares identificados, todos apresentaram uma alta reducéo ao
longo do desenvolvimento da planta, de 50% para Manose e de 100% para 0sS
demais acguUcares: Trealose, Frutose, Galactose e Beta-D-Glucopiranose.

A manose corresponde a um agucar que como ja foi relatado na literatura,
nao costuma ser facilmente identificado nas plantas, corresponde a um epimero C2
da glicose, € um monémero de acucar de uma série de carboidratos aldohexoses
(HEROLD e LEWIS, 1977; HARRIS,1986). A Trealose é um dissacarideo formado
por duas glicoses e esta altamente relacionado com a sacarose nos processos de
sinalizacdo de acucares relatados na literatura (ROLLAND et al., 2006). Frutose,
monossacarideo. Galactose, monossacarideo, substrato utilizado na sintese de
polissacarideos néo celulésicos e glicoproteinas (NASSAU et al.,, 1996). Beta-D-
Glucopiranose, monossacarideo, componente da lactose (KEGG, 2012).

Dentre os aminoacidos identificados: Alanina, Lisina e Treonina, os dois
primeiros apresentaram reducdo de 30% e para a treonina a reducao foi de 40%. A
alanina é produzida a partir da aminacdo redutiva do piruvato. Isso porque as
reacbes de transaminacdo podem ser prontamente formadas e, além disso,
possuem ligacdes com vias tais como da glicélise, gluconeogénese e ciclo de Krebs.
Ela também surge com lactato e gera glicose a partir de proteinas via o ciclo da
alanina (NELSON E COX, 2005;). A Lisina, produzida nas plantas através da via do
acido aspartico. Relatos recentes revelaram que a degradacao da lisina pode estar

relacionada com varios processos fisiolégicos, por exemplo, crescimento,



120

desenvolvimento e respostas as mudancas ambientais e estresses (FORNAZIER et
al., 2003). E a Treonina, atua como promotora do crescimento (NELSON E COX,
2005).

Em relacdo aos &cidos orgéanicos o acido isocitrico apresentou reducao de
30% e o Acido quinico com aumento de 100%. Acido Isocitrico: Substancia do ciclo
de Krebs (ou ciclo do &cido citrico). O isocitrato € formado a partir do citrato com o
auxilio da enzima aconitase e € ativado através da isocitrato desidrogenase. Sais e
ésteres de acido isocitrico sdo conhecidos como isocitratos (KEGG, 2012; NELSON
E COX, 2005). O acido quinico: € um ciclitol, ou seja, um poliol ciclico. E um &cido
cristalino obtido de plantas. E um tipo de tanino, que sdo moléculas indispenséaveis
na defesa da planta a ataques de pragas (KEGG, 2012; NELSON E COX, 2005).

Esses metabdlitos estdo diretamente relacionados com as mudancas que

ocorrem no metabolismo da planta durante seu desenvolvimento.

Ensaio de sinalizacdo de agucares: efeito osmotico em cana-de-agucar

Assim como para expresdo génica, analisou-se os efeitos osmoticos sob as
alteracoes metabolicas dentre os controles agua (experimental) e manitol (osmotico)
entre as idades 4 e 12 meses, (Figuras 33 e 34). Para o controle experimental agua
foram identificados 7 metabolitos: Acidos organicos: Acido glicérico, Acido glutamico
e Acido quinico, acucares: Frutose, Galactose, Trealose e Galactinol.

O acido glicérico € um acucar acido C3- sais e ésteres: gliceratos. Seus
derivados fosfatos sdo intermediarios da glicélise (KEGG, 2012; NELSON E COX,
2005). Acido Glutamico: Acido- cujos sais sdo os Glutamatos e estdo relacionados
ao crescimento das plantas. Galactinol: acucar conjugado de mio-inositol e galactose
(KEGG, 2012; NELSON E COX, 2005).

Sendo que os metabdlitos, Frutose, Galactose e Trealose apresentaram-se
iguais aos padroes identificados para as amostras sem tratamento, com excessao
para o acido quinico, que ao invés de ter diminuido, aumentou 100% para o
tratamento agua entre as idades.

Para o controle osmotico manitol os metabdlitos identificados entre as idades
também foram sete: Os &cidos organicos: Acido Glicérico: reducéo de 30%, Acido

Glutamico: aumento de 40%, Acido Isocitrico: aumento de 30%, Ribitol: reducio de
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30%; aminoacido: alanina: reducdo de 30%, o acucar Trealose: reducdo de 100% e
Fosfato inorgéanico com redugéo de 30%.

O Ribitol corresponde a um &cido organico derivado do pentano com 5
hidroxilas: pentan-1,2,3,4,5-pentol (KEGG, 2012; NELSON E COX, 2005).

Os metabdlitos: Acido Glicérico, Acido Glutamico e Trealose, n&o
apresentaram diferencas dentre os controles 4gua e manitol. J& os metabdlitos:
alanina apresentou um padrdo semelhante ao das amostras sem tratamento, e o
acido isocitrico, o qual nas amostras sem tratamento apresenta-se oposto talvez por
efeito osmatico.

Os metabdlitos Ribitol e Fosfato Inorganico, os quais se apresentaram
diferenciais, podem estar relacionados a um efeito osmotico desencadeado pelo
controle manitol. E o acucar Trealose que se manteve constante em todas as
condicbes das analises demonstra-se um metabdlito indispensavel para o
desenvolvimento da planta ao longo de seu desenvolvimento. Sendo que a trealose
ja foi previamente identificada nos trabalhos de BOSCH et al., 2003 para entrenos
de plantas adultas (12 meses), e no trabalho de GLASSOP et al., 2007 foi
determinado como abundante no tecido meristematico e nos entrenés imaturos,
sendo menos abundante nos entrends mais maduros (em plantas de 7 meses), 0
gue se pode correlacionar com esta reducdo de abundancia apresentada ao longo

do desenvolvimento da planta.

Sinalizac&o de acucares: metabolitos diferenciais

Aos 4 meses em relacdo ao controle osmoético Manitol houveram 3
metabolitos diferenciais, Figura 35: os acucares Glicose-6-Fosfato com reducdo de
100% e Galactose com reducéo de 50%, e o acido graxo vegetal: acido alfa-linoleico
com aumento de 30%, todos no tratamento com manose.

Utilizando o controle experimental agua houve uma quantidade maior de
metabolitos diferenciais, sete metabdlitos: Figura 36. Os acidos organicos: acido
fosforico, acido glicérico ou glicerato, acido L-glutamico, com reducdo de
concentragdo, 0os acucares: Glicose-6-Fosfato, com reducdo de 50%, manose com
aumento de 30%, no tratamento com manose; e a beta-D-Glucopiranose ou
Galactose com reducdo de 40% no tratamento com frutose, e o0 aminoacido Serina

com reducao de 40% no tratamento com manose.
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O Unico metabdlito que foi diferencial nas duas condi¢bes de controle foi a
Glicose-6-Fosfato para o tratamento com manose. Que corresponde a um metabdlito
crucial nas vias de sintese de sacarose e atua na relacdo fonte-dreno, pois a
Glicose-6-Fosfato pode ser transportada das folhas para os entrends para a sintese
de sacarose. Nos trabalhos de BOSCH et al., (2003) em plantas de 12 meses e
GLASSORP et al., (2007) em plantas de 7 meses; foi identificado como diferencial e
no segundo trabalho para entrendés e tecidos meristematicos este metabdlito
apresentou-se altamente abundante no meristema e no entrend6 9 e pouco
concentrado nos entrends intermediarios, demonstrando esta possivel relagédo fonte-
dreno.

Aos 12 meses utilizando o controle osmotico Manitol foram identificados 5
metabdlitos diferenciais: Figura 37, foi possivel identificar, o acido organico: Acido
Malico, Fosfato, (no tratamento com sacarose) com aumento de 30%, os
aminoacidos: Valina com aumento de 100% e L-Allotreonina com aumento de 40%;
e 0 acido organico L-acido Glutamico com reducdo de 50%, no tratamento com
manose.

Utilizando o controle experimental agua identificaram-se 9 metabdlitos
diferenciais: Figura 38. Os aminoacidos: Valina, Treonina Lisina e Fenilalanina com
aumentos entre 30% e 50%, para o tratamento com manose. Os agucares, Manose
com aumento de 50% para o tratamento manose, Frutose com aumento de 40%
para o tratamento Frutose e Glicose-6-Fosfato com reducdo de 100% para o
tratamento Manose.

Os unicos metabdlitos diferenciais e no mesmo padrdo para ambos o0s
controles, agua e manitol, foram a L-Alotreonina, Valina e o acido L-Glutamico.

A L-Alotreonina ou treonina € um aminoacido que esta relacionado ao
metabolismo primario e da origem ao acido piravico que pode formar tanto glicose
como acetil-CoA na glicolise (KEGG, 2012; NELSON E COX, 2005). O acido
glutdmico ou glutamato € um aminoacido que também atua na glicolise na producéo
de metabdlitos como o piruvato ou oxalacetato (KEGG, 2012; NELSON E COX,
2005).

Os metabdlitos Manose e Glicose-6-Fosfato, foram identificados para 12
meses utilizando o controle experimental 4gua, e se assemelham ao que foi
identificado para 4 meses. Portanto, os efeitos de sinalizagcdo sobre a Glicose-6-

Fosfato ocorrem de maneira significativa na planta aos 4 meses.
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Aos 12 meses ha uma quantidade maior de metabdlitos diferenciais do que
aos 4 meses, e ainda observa-se uma tendéncia de metabdlitos diferenciais acima
do limiar em maior propor¢cdo para 12 meses enquanto que para 4 meses 0S
metabdlitos diferenciais possuem tendéncias de estarem abaixo do limiar.

A manose corresponde ao tratamento pelo qual se apresentou uma maior
guantidade de metabdlitos diferenciais, talvez porque a manose corresponda a um
acucar componente essencial dos agucares presentes em cana-de-acucar, por iSso
para as andlises posteriores retirou-se a manose das andlises para se observar os
metabdlitos diferenciais entre os outros tratamentos.

Aos 4 meses o Unico metabdlito diferencial utilizando o controle experimental
agua, em resposta a Frutose foi o Beta-D-Glucopiranose com reducao de 30%
(Figura 39). Aos 12 meses, utilizando o controle agua identificou-se 5 metabdlitos
diferenciais, sendo que 3 nao sao identificados, e o0s outros 2 séo acido
hidrobenzdico no tratamento glicose com reducao de 30% e Frutose no tratamento
frutose de 40% (Figura 40). E com o controle osmotico manitol, foram identificados
dois metabdlitos diferenciais, acido malico e fosfato inorganico em resposta a
sacarose com aumento de 30% (Figura 41). Nenhum metabdlito se diferenciou
igualmente diante dos dois controles experimental e osmotico utilizados, portanto
nao se pode afirmar qual metabdlito de fato sdo produtos da sinalizacdo dos
acucares experimentais, ou do efeito osmoético da solucdo aplicada durante os
tratamentos.

As mudancas no metabolismo primario observadas neste ensaio foram sutis,
e poucos metabolitos significativamente diferenciais foram identificados, sendo que
estes eram altamente susceptiveis, as alteracfes das condicbes de analise. Foram
identificados muitos metabdlitos semelhantes ao Unico trabalho prévio de
metabolismo primario de folhas de cana-de-aclUcar com amostras cultivadas em
atmosfera rica em CO; ao longo de 24h, (SOUZA, 2011), no entanto, ao longo das
analises, de acordo com os tratamentos aplicados, diferentes metabdlitos
apresentaram alteracfes significativas. Assim como, ocorreu para as analises
realizadas entre entrends e tecidos meristematicos, (GLASSOP et al., 2007).

Ainda h& muito para se elucidar sobre a técnica de identificacdo de
metabdlitos e a andlise de suas mudancas, visto que, no presente ensaio e nos
ensaios até entdo publicados, utiliza-se de ferramentas estatistica de modo a se

analisar as mudancgas estatisticamente significativa dos metabalitos, no entanto, ndo
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se sabe ao certo como as concentracdes e configuracdes dos metabdlitos
influenciam o metabolismo em geral, e a necessidade utilizacdo de técnicas robustas
para se confirmar estas alteracbes como se discute no trabalho de FERNIE e STITT,
2012.

Reconfiguracdo metabdlica dentre os tratamentos experimentais

Utilizando a ferramenta Heat Map do software R foi possivel observar a
organizacdo dos metabdlitos em resposta a cada tratamento aplicado e quais as
intensidades observadas.

Na analise realizada com as amostras sem tratamentos entre as idades 12 e
4 meses, (Figura 29) foi obtido um interessante resultado, sendo que a taxa de
abundancia dos metabdlitos primarios identificados apresentaram-se completamente
opostas entre as idades o que confirma essa alteracéo de papel que a folha sofre ao
longo do desenvolvimento, de drento para fonte.

Aos 4 meses (Figura 31), a Glicose € o tratamento diferencial (com maiores
taxas de alteracbes de abundéancia entre os metabdlitos), seguida por 3-o-
metilglicose, Manose, agua (que esta localizado no centro da figura) o que é
interessante por ser considerado o controle experimental, seguido por frutose,
manitol e sacarose. Ja aos 12 meses (Figura 30), a Manose € o tratamento pelo qual
houve maiores alteracdes de abundancia entre os metabdlitos identificados, seguido
de sacarose e manitol, (que estavam localizados no final da figura 30 para 4 meses)
e passam a ter maior diferenciacdo aos 12 meses, devido ao aumento de producéo
de sacarose, e aumento da susceptibilidade da planta aos efeitos osmoéticos
ambientais; agua (tratamento central), seguido de glicose, 3-ometilglicose,
tratamentos que tornaram-se pouco diferenciais aos 12 meses e frutose.

Através das informacdes obtidas pelo software R e as vias identificadas pelo
banco de dados KEGG, 2012 foi possivel construir um modelo de metabolismo
primario para folhas de cana-de-acucar com os metabalitos identificados no presente
projeto Figura 60. Para os perfis metabdlicos por tratamento aplicado e controles
utilizados consultar o ANEXO B.
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Figura 60 - Mapa do metabolismo primério de folhas obtido no presente projeto

6.3 Expressao génica e metabolémica

Um grande desafio para a pesquisa atual corresponde a dificuldade em se
integrar os dados obtidos de ensaios de expressdo génica com dados em larga
escala de metabdlitos, como efetuado no presente projeto. No artigo recém-
publicado “Omics Discord” (FERNIE e STITT, 2012) trata da discordancia dos dados
obtidos a partir de ensaios de transcriptdmica, protedbmica e metabolémica dentre os
guais ha muitas dificultades ao se interpretar e relaciona-los biologicamente. Sendo
gue ainda existem gargalos a serem superados no estabelecimento de protocolos
robustos para metabolémica para documentar e assegurar os dados obtidos.

Assim no presente projeto para se correlacionarem os resultados obtidos
entre os perfis dos transcritos e dos metabolitos obtidos se seguira a mesma linha de
raciocinio das analises anteriores, primeiro a analise dentre as duas idades
experimentais, isto é ao longo do desenvolvimento; e depois, a acdo da sinalizacédo

dos acguUcares experimentais dentre as idades.
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Perfil ao longo do desenvolvimento da planta

A trealose foi o metabdlito que apresentou diferencas significativas em
reducéo de abundéancia ao longo do desenvolvimento da planta, pois se apresentou
constante entre as 3 andlises realizadas e ndo sofreu influéncias do efeito osmotico.
O metabolismo da trealose corresponde a uma das vias mais interessantes no que
se refere a sinalizagcdo de agucares ao longo do desenvolvimento da planta (RAMON
e ROLLAND, 2007; EVELAND e JACKSON, 2011), e até mesmo a resisténcia
hidrica/osmotica da cana-de-acucar (ITURRIAGA et al., 2009 e SILVA et al., 2011).
E seu potencial como metabdlito chave em cana-de-acicar vem sendo explorado
desde o trabalho de (BOSCH et al, 2003 e GLASSOP et al., 2007) em entrends e
tecidos meristematicos.

Ao longo do desenvolvimento da planta os genes da via da trealose a
trealose-6-fosfato sintase: TPS e a trealose-6-fosfato fosfatase T6P aumentam de
expressdo, o que se faz refletir sobre o resultado da reducdo de concentracdo do
metabadlito trealose, ja que esta pode ndo ser sentida no metabolismo primario de
forma positiva, mas na sua forma fosforilada: trealose-6-fosfato, levando a reducéo
da concentracéo da trealose em sua forma livre.

Ao longo do desenvolvimento os genes escolhidos apresentaram um aumento
de expressao significativo, enquanto que os metabdlitos significativamente
diferenciais identificados ao longo do desenvolvimento tendem a diminuir em

concentracao (para visualizar tal relacao Figura 61).

% Genes % Metabodlitos

Ngo alterou; Aumentou; 10%

20%

Aumento ; 80%

Figura 61 - Porcentagem de aumentos e diminuicdo da expressdo dos genes
significativamente diferenciais e da abundancia dos metabdlitos
significativamente diferenciais ao longo do desenvolvimento
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Perfil em resposta aos tratamentos de sinalizacdo de aguUcares

O tratamento que apresentou a grande maioria dos metabdlitos diferenciais e
alto efeito de expressao génica foi a manose, pois se trata de um agulcar que possuli
alto efeito quando aplicado exdégenamente em folhas, que atua como sequestrador
de ortofosfato citoplasmatico quando fosforilada por hexoquinase formando manose-
6-fosfato, que entra lentamente no ciclo glicolitico (SMEEKENS et al., 2000),
causando inclusive a repressao da producdo de glicose 6-P e reducdo de ATP
(KLEIN and STITT, 1998) e apresenta efeito diferencial no metabolismo de carbono
em plantas.

Aos 4 meses a Glicose-6-Fosfato € o Unico metabdlito diferencial com
reducéo de 100%. E o gene transportador de glicose-6-fosfato (G6Pt), apresenta-se
reprimido em todos os tratamentos exceto para frutose.

Aos 12 meses, foram a Allotreonina, acido glutamico e Valina, que estdo
relacionados & glicolise e gluconeogénese. Os genes estudados: FBA, PFK, HXK e
TPiso estdo relacionados a glicdlise, os genes TPISO e HXK apresentaram reducao
de expressdo diante da Manose, e os genes PFK e FBA ndo apresentaram
diferencas de expressao significativas.

Ao se remover a manose das analises, outros tratamentos puderam ser
identificados como diferenciais, porém nao apresentaram tamanha diferenciacao
guanto os que estavam sobre efeito da manose. Aos 4 meses identificou-se a B-
Glucopiranose em resposta a Frutose, e aos 12 meses identificou-se o acido
hidrobenzdico em resposta a glicose, utilizando agua como controle e acido malico e
fosfato inorganico em resposta a sacarose; utilzando manitol como controle, que sao
metabolitos também relacionados & glicdlise.

Em termos de expressdo génica, aos 4 meses, 0S genes responderam
negativamente a sacarose em maior porcentagem, seguida da manose e dos demais
acucares. Aos 12 meses o0 percentual de genes diferencialmente expressos
aumentou, sendo a manose o tratamento com maior percentual de genes
diferencialmente expressos, seguido do 3-o-metilglicose que foi o aclcar com o
maior percentual de expressao génica positiva, seguido por sacarose, glicose e
frutose que apresentaram o mesmo percentual de genes diferencialmente expressos

Figura 62.
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Tal acédo sinalizadora diferencial da sacarose na expressao dos genes
selecionados para o presente trabalho entre as idades talvez possa ser explicada
pela relagdo fonte-dreno da cana-de-aclcar em desenvolvimento, visto que a folha
da planta jovem comporta-se como dreno nos primeiros meses de idade, e a partir
do décimo més no qual a folha torna-se fonte de aclUcares e os entrends passam a
ser o dreno essa funcéo se inverte como descrito por CHAMBRA et al., 2011, sendo
a atividade da sacarose diferencial entre as idades, com maior acédo de sinalizacéo
guando a folha possui funcdo de dreno na planta jovem. No entanto, em termos de
metabolismo primario, observa-se uma alta acdo da sacarose na reconfiguracdo do
perfil metabdlico primario obtido, (Figura 30), sendo que tais relacbes entre
metabdlitos, expressdo génica e sinalizacao de agcUcares em cana-de-agucar devem

ainda, ser melhor elucidadas em trabalhos posteriores.
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Figura 62 - Porcentagem de genes reprimidos e com alta expressdo apds o ensaio de
sinalizagdo de agucares

Dentre os metabdlitos essa relacdo de quantidade de metabdlitos diferenciais
ocorre como nos resultados de expressdo génica, em que se identificou uma
guantidade maior de metabdlitos diferenciais para a planta com 12 meses, em
relacdo a quantidade de metabdlitos diferenciais identificados para 4 meses. No
entanto, a quantidade de aumentos de concentracdo dos metabolitos € maior para
12 meses do que aos 4 meses em que a maioria dos metabdlitos apresentaram sua

concentragéo reduzida, Figura 63.
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Figura 63 - Porcentagem de metabdlitos diferenciais cuja abundancia aumentou ou diminuiu
apos o ensaio de sinalizacdo de acucares
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A partir deste estudo foi possivel identificar relacdes entre a sinalizacdo de
acucares e seus homologos, o desenvolvimento da cana-de-aglUcar e as diversas
vias em que estes podem atuar.

No que se refere ao desenvolvimento da planta, notou-se diferencas
temporais na maneira pela qual os agucares sao reconhecidos, observa-se uma
sensibilidade maior aos 12 meses, do que aos 4 meses, tanto para a acao dos
acucares quanto para o efeito osmético, em que houveram maiores alteracdes no
perfil de expressédo génica e na quantidade de metabdlitos diferenciais. No entanto,
as respostas de alteracdes de expressao e concentracao de metabdlitos aparentam
ser opostas.

Em geral os tratamentos do ensaio de sinalizacdo de acucares chaves
(sacarose, glicose e frutose) atuaram de forma negativa para 0S genes
experimentais, exceto para a Sacarose Sintase em resposta a glicose aos 4 meses e
Pirofosfatase Inorganica em resposta a frutose aos 12 meses, 0 que indica que a
concentragcdo Otima de acucar para uma sinalizacdo positiva, deve ser
posteriormente investigada.

Além disso, foi possivel correlacionar os tipos de sinalizacdo desencadeados
entre as hexoses e sacarose (dissacarideo) dentre os resultados de mudancas do
perfil de expressao dos genes estudados.

O tratamento Manose apresentou alta acdo na expressdo génica e nas
alteracoes dos metabdlitos, sendo o tratamento predominante nos resultados
obtidos, 0 que confirma o seu papel de sequestrador de ortofosfato citoplasmatico,
gue apresenta alto efeito no metabolismo do carbono em plantas quando aplicado
exdégenamente, como ja descrito por HEROLD et al.,, 1976. Como foi confirmado
através dos metabdlitos diferenciais, dentre os quais, destacaram-se acucares, cCOmo
glicose 6-P, manose e frutose, galactose e aminoacidos participantes nas vias de
glicélise e gluconeogénese.

O tratamento com 3-o-metilglicose indicou a sinalizacdo direta dos
tratamentos na expressdo dos genes, e por ser considerado um acucar nao
metabolizavel apresentou altos niveis de sinalizacdo positiva aos 12 meses ao

contrario dos demais tratamentos aplicados que em geral apresentaram sinalizacao
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negativa. E o fato de que se comprovou que a sinalizagdo mediada por
hexoquinases, pode variar com a idade da planta para um determinado gene.

No que se refere a hipbtese explorada a respeito do tipo de sinalizacédo
desencadeado por hexoses no metabolismo da trealose, o qual ja se foi afirmado ser
independente de hexoquinases por EASTMONDO et al., 2003, no entanto refutado
por ITURRIAGA et al., 2009, a partir dos ensaios realizados, observou-se que a
Trealose Fosfato Sintase possui aos 4 meses sinalizacdo de glicose e manose
mediada por hexoquinases, sendo que aos 12 meses a sinalizacdo por manose €
independente de hexoquinases, uma condi¢céo de sinalizacéo que se altera ao longo
do desenvolvimento, e a Trealose-6-Fosfato Fosfatase apresenta sinalizacéo
mediada por hexoquinases constante. E o metabdlito trealose foi caracterizado como
diferencial ao longo do desenvolvimento da planta como ja afirmado por (RAMON e
ROLLAND, 2007; EVELAND e JACKSON, 2011). Além disso, apresentou constancia
nos testes de efeito osmoético o que pode reforcar a hipétese de sua agdo na
resisténcia hidrica/osmética da cana-de-agucar (ITURRIAGA et al., 2009 e SILVA et
al., 2011). Sendo que o potencial da trealose como metabdlito chave em cana de
acucar vem sendo explorado desde os trabalhos de BOSCH et al, 2003 e GLASSOP
et al., 2007.

Aos 12 meses 0 metabolismo de sintese de sacarose € influenciado pelos trés
acucares (sacarose, glicose e frutose) Figura 47. Relacionou-se as respostas de
expressao génica aos tratamentos de sinalizacdo do gene SNF related Kinase com o
metabolismo de trealose e sintese de sacarose (metabolismo de dissacarideos),
como ja se havia proposto anteriormente pela literatura (Figuras 46 e 48).

Os resultados obtidos através da analise da sinalizacdo desencadeada por
sacarose podem indicar uma acao relacionada aos mecanismos de fonte-dreno ao
longo do desenvolvimento da planta; em que a sacarose possui alta acao
sinalizadora quando a folha apresenta papel de dreno, isto € nos primeiros meses de
desenvolvimento, na planta adulta a folha torna-se fonte, e o dreno esta localizado
nos entrends; e a sinalizacdo da sacarose passa a nao apresentar alto papel
sinalizador.

Além do fato de que no perfil metabdlico identificado, observa-se uma
alteracao completa do perfil de abundancia dos metabdlitos primarios, entre 4 e 12
meses 0 que caracteriza essa alteragdo de papel da folha ao longo do

desenvolvimento da planta de dreno para fonte.
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Foi possivel verificar através dos ensaios de metaboldmica que o0s
metabolitos priméarios mais afetados através do ensaio de sinalizacdo foram os
relacionados a via glicolitica o que pbde ser relacionado com os genes escolhidos
para o projeto.

Por meio do presente projeto, buscou-se identificar e compreender pontos
metabdlicos chaves para o posterior melhoramento dirigido da cana-de-agucar,
buscando-se pela producéo plantas comerciais, que possuam maior eficiéncia de
producdo para a industria sucroalcooleira. Portanto, trabalhos posteriores devem
buscar por mais informacdes a respeito das relacées entre metabdlitos, expressao

génica e sinalizacdo de aglcares em cana-de-acucar.
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ANEXO A
Quantificacdo da expresséo relativa dos genes versus tratamentos: controle
experimental manitol

Perfil de Expresséo aos 4 meses

Sacarose 4 meses

M Sacarose

rd

-4

Perfil de expressao dos genes analisados em resposta ao tratamento sacarose aos 4 meses. REST:
teste de hipotese e intervalo de confianca a 95%. Eixo vertical: Valores de Expressdo Génica em
Escala Linear, Eixo horizontal: Genes experimentais. *Estatisticamente significativos

Glicose 4 meses

W Glicose

-4

Perfil de expressdo dos genes analisados em resposta ao tratamento glicose aos 4 meses. REST:
teste de hipétese e intervalo de confianca a 95%. Eixo vertical: Valores de Expressdo Génica em
Escala Linear, Eixo horizontal: Genes experimentais. *Estatisticamente significativos



Frutose 4 meses

W Frutose

161

Perfil de expressdo dos genes analisados em resposta ao tratamento frutose aos 4 meses. REST:
teste de hipétese e intervalo de confianca a 95%. Eixo vertical: Valores de Expressdo Génica em
Escala Linear, Eixo horizontal: Genes experimentais. *Estatisticamente significativos

Manose 4 meses

B Manose

Perfil de expressao dos genes analisados em resposta ao tratamento manose aos 4 meses. REST:
Teste de hipétese e intervalo de confianca a 95%. Eixo vertical: Valores de Expressdo Génica em
Escala Linear, Eixo horizontal: Genes experimentais. *Estatisticamente significativos
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3-o0-metilglicose 4 meses

M 3-o-metilglicose

-3,5

Perfil de expressdo dos genes analisados em resposta ao tratamento 3-o-metilglicose aos 4 meses.
REST: teste de hipotese e intervalo de confianca a 95%. Eixo vertical: Valores de Expressdo Génica
em Escala Linear, Eixo horizontal: Genes experimentais. *Estatisticamente significativos

Perfil de Expresséo aos 12 meses

Sacarose 12 meses

5

4

3

2

1 _

MW Sacarose

O < S

_1 -

-2

-3

-4

Perfil de expressdo dos genes analisados em resposta ao tratamento sacarose aos 12 meses. REST:
teste de hipétese e intervalo de confianca & 95%. Eixo vertical: Valores de Expressdo Génica em
Escala Linear, Eixo horizontal: Genes experimentais. *Estatisticamente significativos



Glicose 12 meses

W Glicose
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Perfil de expressdo dos genes analisados em resposta ao tratamento glicose aos 12 meses. REST:
teste de hipétese e tntervalo de confianca a 95%. Eixo vertical: Valores de Expressdo Génica em
Escala Linear, Eixo horizontal: Genes experimentais. *Estatisticamente significativos

Frutose 12 meses

W Frutose

Perfil de expressdo dos genes analisados em resposta ao tratamento frutose aos 12 meses. REST:
teste de hipétese e intervalo de confianca a 95%. Eixo vertical: Valores de Expressdo Génica em
Escala Linear, Eixo horizontal: Genes experimentais. *Estatisticamente significativos
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Manose 12 meses

B Manose

Perfil de expressdo dos genes analisados em resposta ao tratamento manose aos 12 meses. REST:
teste de hipétese e intervalo de confianca a 95%. Eixo vertical: Valores de Expressdo Génica em
Escala Linear, Eixo horizontal: Genes experimentais. *Estatisticamente significativos

3-o0-metilglicose 12 meses

M 3-o-metilglicose

Perfil de expressao dos genes analisados em resposta ao tratamento 3-o-metilglicose aos 12 meses.
REST: teste de hipotese e intervalo de confianca a 95%. Eixo vertical: Valores de Expressao Génica
em Escala Linear, Eixo horizontal: Genes experimentais. *Estatisticamente significativos
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ANEXO B
Mapas metabdlicos e suas reconfiguracdes pds-tratamentos
4 meses

Controle: manitol
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Metionina P Homoserina D:D:D Acido Treonico

Il I —— |
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Homovanilato
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g i A
< Wtarag,

Aumento

(‘t}b A Tratamentos acucares
Pipecolato E:::D E:::D &

I [ST6 [F [M o]

Perfil de alteracBes metabdlicas obtidas a partir do teste Ratio 1.3. Utilizando o controle manitol para
4 meses. Tratamentos indicados nas caixas: S (sacarose), G (glicose), F (frutose), M (manose), 3-0

(3-ometilglicose). Valores em verde, acima do limiar em 30%, valores em vermelho, abaixo do limiar
em 30%
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Controle: dgua

Isomaltase P
. .. X UN_13285
Acido estedrico D:::D Gluconato <] Sacarose  — Rafinose -
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N I Glucuronate &——1 Glicose 4
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I o e
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FEP
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e J .t rr1
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Perfil de alteragcdes metabdlicas obtidas a partir do teste Ratio 1.3. Utilizando o controle agual para 4
meses. Tratamentos indicados nas caixas: S (sacarose), G (glicose), F (frutose), M (manose), 3-0 (3-
ometilglicose). Valores em verde, acima do limiar em 30%, valores em vermelho, abaixo do limiar em

30%
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12 meses

Controle: manitol
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Perfil de alteragdes metabdlicas obtidas a partir do teste Ratio 1.3. Utilizando o controle manitol para
12 meses. Tratamentos indicados nas caixas: S (sacarose), G (glicose), F (frutose), M (manose), 3-0
(3-ometilglicose). Valores em verde, acima do limiar em 30%, valores em vermelho, abaixo do limiar
em 30%
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Controle: dgua

Isomnaltose =
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Perfil de alteragbes metabolicas obtidas a partir do teste Ratio 1.3. Utilizando o controle agual para 12

meses. Tratamentos indicados nas caixas: S (sacarose), G (glicose), F (frutose), M (manose), 3-0 (3-

ometilglicose). Valores em verde, acima do limiar em 30%, valores em vermelho, abaixo do limiar em
30%
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