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Introducéo

O alagamento e a submersdo sdo fatores de estresses abidticos que afetam o desenvolvimento das
plantas e, juntamente com a seca, salinidade e altas temperaturas constituem os principais
determinantes para a distribuicdo das espécies vegetais no mundo (Visser et al., 2003). O alagamento
provoca um ambiente hipoxico ou andxico ao redor da raiz, que € o fator determinante dos seus efeitos
adversos, uma vez que o oxigénio € o aceptor final de elétrons na rota de fosforilacdo oxidativa que
gera ATP (Dennis et al., 2000). A anaerobiose resulta em alteracfes da expressdo génica em ambito
transcricional, traducional e pos-traducional (Sachs et al., 1980) e muitos desses sinais sdo ativados
pela elevacdo intracelular do célcio (Mckinsey et al, 2002). Quando o canal de célcio é bloqueado, 0s
genes induzidos por anoxia sdo reprimidos e a sobrevivéncia das plantulas e células em ambiente pos-
anoxico fica comprometida (Subbaiah e Sachs, 2003). O milho ‘BRS-4154" Saracura possui, como
principal caracteristica agronémica, tolerancia a periodos intermitentes de inundagdo do solo, e foi
lancada no mercado pela Embrapa Milho e Sorgo, por ter apresentado ganhos significativos na
producdo de gréos, em condi¢Bes de deficiéncia de oxigénio no solo (Parentoni et al., 1997). Como
nenhum estudo na area molecular envolvendo esta variedade havia sido realizado, a estratégia desse
trabalho foi utilizar hibridizagdo subtrativa e PCR supressivo na identificagcdo dos genes expressos sob
influéncia do célcio sob condi¢des de alagamento.

Material e Métodos

Sementes do ciclo 14 de selecdo massal, sob alagamento intermitente do milho Saracura, foram
germinadas e submetidas ao alagamento na presenca ou ndo de célcio (CaCly) a 0,75% (p/v). Para
diminuir a pressdo de oxigénio no tubo de germinacdo, tornando o ambiente hipdxico, fez-se
borbulhamento com nitrogénio gasoso (3% v/v O, em N,) por 3 minutos (1 L.min™) e os tubos foram
hermeticamente vedados. Ap6s dois dias de estresse, 0 apice primario da raiz (5 mm) e o material
restante desse o6rgdo foram coletados, separadamente, armazenados em nitrogénio liquido e
posteriormente estocados a -80°C. Os tratamentos foram &pice de raiz com célcio, apice de raiz sem
célcio, raiz com calcio e raiz sem célcio. Para a extragdo do RNA mensageiro, utilizou-se o “Kit

Quickprep micro RNAm purification” (Amersham Biosciences), segundo as instrugdes do fabricante.
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As bibliotecas de cDNA foram obtidas com o PCR-Select™ c¢DNA Subtraction Kit (Clontech
Laboratories) conforme instru¢fes do fabricante. Os produtos da segunda amplificacdo por PCR,
obtidos das reacdes de subtracdo direta, foram clonados no vetor PCR 2.1 TOPO, utilizando-se o “Kit
TOPO TA Cloning for Sequencing” (Invitrogen). O DNA plasmidial foi extraido pelo método de lise
alcalina e seqiienciado utilizando-se o “kit DYEnamic ET Dye Terminator” (Amershan Pharmacia).
As seqliéncias foram processadas e comparadas com aquelas depositadas no banco de dados
“Genbank” (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) utilizando-se o programa BlastX (Altschul et al., 1997).
Para verificar a presenca desses clones, 0 DNA total do milho Saracura foi extraido e digerido com
enzimas de restrigdo e transferido para membrana de nailon, de acordo com metodologia de Southern
(1975). As membranas foram hibridadas com sondas marcadas com fosfatase alcalina e reveladas em
autoradiografias.

Resultados e Discusséo

Pela andlise visual, observou-se que as plantulas submetidas a quatro dias de germinacdo, sob
influéncia de calcio, apresentaram redugdo acentuada no crescimento em relacdo as plantulas
germinadas sem calcio. As plantulas ndo apresentaram sinal de injdria neste periodo e sobreviveram a
48 h de estresse. Utilizando a técnica de hibridizacdo subtrativa e PCR supressivo, foi possivel a
identificacdo de genes expressos diferencialmente sob hipoxia, influenciados pelo célcio. Na
biblioteca do &pice primario da raiz, destaca-se a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, que é
essencial na resposta anaerobica da planta para reposicdo de ATP pela rota glicolitica (Tabela 1).
Dentre os clones provenientes de raiz, 13 clones foram gerados (Tabela 2), sendo que 5 estdo
aparentemente relacionados a mecanismos fisioldgicos de tolerancia a estresses abiéticos e a morte

programada de células.

Tabela 1- Clones advindos da biblioteca de &pice radicular de milho Saracura, submetido a hipoxia

com similaridade de seqliéncias no GenBank

Clone  Descricdo no banco de dados (GenBank) e-value  Identidade  Score
AQ2 Ixodes ricinus glutationa S-transferase 3e-05 100% 56
B04 Z. mays gliceraldeido-3-P desidrogenase 0,0 99% 1013
Co02 Dianthus caryophyllus provavel proteina MtN3  2e-06 100% 60

D06 Oryza sativa cultivar japonica DNA e-144 97% 517




Tabela 2- Clones advindos da biblioteca de raiz de milho Saracura, submetido a hipoxia com

similaridade de sequiéncias no GenBank

Clone  Descricdo no banco de dados (GenBank) e-value Identidade  Score

AQ03 Homo sapiens mioglobina le-35 97% 157
All Zea mays PC0096382 RNAmM 2e-39 90% 168
B05 H. sapiens proteina-ligante FK506 3e-81 91% 309
C12 H. sapiens basigina 2e-57 99% 228
D11 H. sapiens paracaspase 0,0 99% 884
D12 Z. mays PCO078539 RNAm e-173  95% 617
EO4 H. sapiens dineina e-120 99% 438
E10 H. sapiens basigina le-62 98% 246
E12 Z. mays PCO078539 RNAm 0,0 97% 728
FO1 H. sapiens basigina 3e-69 100% 268
Gl1 H. sapiens paracaspase 0,0 98% 848
H02 Z. mays parviglumis seqiiéncia DNA le-21 100% 109
H12 H. sapiens mioglobina 2e-39 98% 168

A mioglobina possui regides muito similares a cadeia polipeptidica da hemoglobina, proteina de
transporte de oxigénio (Dordas et al., 2003). Assim, a mioglobina provavelmente transporta oxigénio
para a mitocdndria, uma vez que se trata de um ambiente de baixa pressdo de oxigénio e, sob esta
condicdo, ndo ocorre inibigdo total da respiracdo aerébica. A dineina atua provavelmente ativando os
canais de célcio ou no recrutamento de organelas que acumulam célcio, para locais que mais
necessitam deste elemento (Thion et al., 1996). A paracaspase faz parte da rota de morte celular
programada (Ameisen, 2002), promovendo, por exemplo, a formacdo de aerénquima que facilita a
para difusdo do oxigénio. A proteina-ligante FK506 € um possivel receptor de hormonio que atua na
transcricdo de genes ou atua na via de transducdo de sinal (Pérez-Pérez et al., 2004). Finalmente, a
basigina é uma glicoproteina transmembrana que faz parte da constituicdo do complexo do poro
nuclear (Yoshida et al., 2000). Este complexo permite a passagem de proteinas do citossol para o
ndcleo e vice-versa, atuando na transcricdo de genes. Dentre os clones provenientes do apice primario
da raiz, destaca-se a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, proteina sintetizada na raiz durante
condi¢Oes anoxicas e conhecida como polipeptideo anaerdbico (Manjunath & Sachs, 1997). Essa
proteina é requerida para continuidade da glicolise, tornando-se essencial na resposta anaerébica pela
planta para reposicdo de ATP pela rota glicolitica. De alguma forma, todas as proteinas estdo
relacionadas e atuam na tentativa de promover uma maior sobrevivéncia da plantula sob condi¢des de
hipoxia, influenciado pelo célcio. Além desses genes de funcdo conhecida, alguns clones foram

similares a genes sem funcdo conhecida ou ndo tiveram similaridade com nenhuma seqiéncia



depositada no GenBank. Estes podem ser genes importantes que atuam na maior sobrevivéncia da
planta ao estresse hipoxico influenciado pelo céalcio. Como alguns clones advindos da raiz do milho
Saracura apresentaram identidade com genes humanos, a presenga dos mesmos no genoma do milho
foi confirmada por meio de “Sourthern-blot”. Para isso foram utilizados como sonda, cinco cDNAs
provenientes de raiz, que apresentaram identidade com mioglobina, dineina, basigina, paracaspase e
proteina ligante FK506. Como controle positivo, utilizou-se a sonda gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase do milho, presente no material proveniente do &pice radicular. A Figura 1 mostra a
provavel relacdo entre as proteinas encontradas na biblioteca de raiz de plantulas de milho submetidas

a hipoxia sob a influéncia do célcio.
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Figura 1. Representacdo da provavel relacdo entre as proteinas codificadas pelos genes advindos da
biblioteca subtrativa das raizes de plantulas de milho submetidas a hipoxia sob influéncia do célcio.
Conclusoes

Uma vez confirmada a superexpressdo desses genes sob as condi¢cbes de alagamento, maiores
conclusdes poderdo ser inferidas sobre o efeito do calcio nos mecanismos fisiologicos e moleculares
envolvidos na tolerancia a esse estresse. Além do que esses genes poderdo ser transferidos para outras
linhagens elites de milho e incorporadas nos programas de melhoramento genético.
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