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Resumo

Sob condicdes de estresse hidrico podem ocorrer mudancas fisiologicas e bioquimicas, tais como diminui-
¢ao nas atividades fotoquimicas, reducdo da fixagdo de CO, e acumulo de osmdlitos e osmoprotetores. A
técnica de macroarranjos de cDNA foi empregada com o objetivo de identificar o padrao de expressao gé-
nica da cultivar de cana-de-acucar SP80-3280 submetida ao estresse hidrico nos dias 5, 9, 13 e 17 apéds o
inicio da condi¢do de supressdo de agua, sendo considerado o dia 1 como controle. Foi observado que a
maior porcentagem das proteinas expressas nos dias de estresse hidrico analisados pertence a categoria
de bioenergética. Apesar de a planta estar em regime de reducdo de agUcares disponiveis, o estado de
inducdo observado nas enzimas sacarose fosfato sintase (SFS), sacarose fosfato fosfatase (SFF) e
invertase (INV) evidenciam a funcdo das mesmas nos mecanismos de entrada e redistribuicdo interna dos
aclcares nas células. Por outro lado, utilizando a técnica de macroarranjo de cDNA, verificou-se a indugéao
das enzimas trealose fosfato sintase (TFS) e trealose fosfato fosfatase (TFF) tendo como consequéncia a
producdo de trealose provocando a inibigdo da enzima hexoquinase (HXQ) a principal enzima da via
glicolitica. Esses resultados condizem com o estado de estresse hidrico em que a planta se encontra,
restringindo o rendimento fotossintético e sinalizando aos tecidos meristematicos uma redugéo na atividade
de crescimento.

Palavras-chave adicionais: sacarose fosfato sintase; sacarose fosfato fosfatase; invertase; hexoquinas;
trealose fosfato sintase; trealose fosfato fosfatase.

Abstract

Under water stress conditions, physiological and biochemical modifications may occur, as a reduction in
photochemical activities, reduction in CO, fixation and accumulation of osmolites and osmoprotectors. The
cDNA macroarray technique was used to identify the gene expression pattern of sugarcane (cultivar SP80-
3280), submitted to water stress at 5, 9, 13 and 17 days after the beginning of water suppression condition,
considering the day 1 as a control. The largest percentage of expressed proteins in the hydric stress days
belong to bioenergetic category. Despite the plant be in reduction of available sugars process, the induction
of enzymes sucrose phosphate synthase (SPS), sucrose phosphate phosphatase (SPP) and invertase (INV)
evidence the function of these enzymes on the mechanism to sugars absorption and redistribution in cells.
For the other hand, using the cDNA macroarray technique, was observed the induction of enzymes trehalose
phosphate synthase (TPS) and trehalose phosphate phosphatase (TPP), which indicated that had a treha-
lose production, causing the inhibition of hexokinase (HXQ), the most important enzyme of glycolytic path-
way. These results agree with the water stress condition wherein the plants were submitted, reducing the
photosynthetic yield and signalizing a reduction in growth activity.

Additional keywords: sucrose phosphate synthase; sucrose phosphate phosphatase; invertase;
hexokinase trehalose phosphate synthase; trehalose phosphate phosphatase.
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Introducao Guiné e Indonésia (DANIELS & ROACH, 1987). E

A cana-de-aglcar (Saccharum sp.) é espé- considerada uma das mais importantes culturas em
cie alégama pertencente & familia Gramineae muitos paises (INGELBRECHT et al., 1999) princi-
(Poaceae) do género Saccharum originaria do Su- palmente para o Brasil, sendo considerado o maior
deste Asiatico, na grande regido central da Nova produtor mundial, devido a sua aplicagao industrial
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na produgao de etanol, um biocombustivel renova-
vel e menos poluente, aglcar e outros diversos
subprodutos (MENOSSI et al., 2008).

O Brasil € o maior produtor mundial de
cana-de-agucar, seguido por India, Tailandia e Aus-
trélia. As regides de cultivo sdo Sudeste, Centro-
Oeste, Sul e Nordeste, permitindo duas safras por
ano. Para a safra de 2011/2012, a area de cana-de-
acuUcar colhida destinada a atividade sucroalcooleira
estd estimada em 8.442,8 mil hectares, distribuida
em todos estados produtores (CONAB, 2011). No
centro-sul do Brasil, a moagem de cana-de-agucar
da safra 2011/2012 atingiu 134,6 milhdes de tonela-
das no acumulado do inicio da safra até a segunda
quinzena de junho, volume 23 % inferior ao regis-
trado em igual periodo do ano passado (UNICA,
2011).

Em ambientes naturais e agricultaveis, as
plantas freqlentemente crescem sob condi¢des
desfavoraveis, tais como a seca, a salinidade, o
resfriamento, o congelamento, a alta temperatura,
alagamento ou intensa luminosidade, dentre outros.
Estas condi¢cdes sdo coletivamente chamadas de
estresses abibticos e qualquer uma delas pode re-
tardar o crescimento e o desenvolvimento, reduzir a
produtividade e, em casos extremos, levar a planta
a morte (QUIANG et al., 2000).

A desidratagdo causa mudangas fisiolégicas
e bioquimicas nas plantas, tais como diminuigédo nas
atividades fotoquimicas, reducao da fixagcao de CO,,
acumulo de osmolitos e osmoprotetores e alteracao
no metabolismo de carboidratos (LIU & BAIRD,
2003).

O total de carbono assimilado na fotossin-
tese é usualmente mais do que a metade despen-
dida no processo de respiragdo necessaria para o
crescimento e manutenga@o, mas esse balango pode
mudar sob condicbes de estresse hidrico. Muito
embora a fotossintese possa ser reduzida em até
100 % sob condicdes drasticas de falta d’agua, a
taxa de respiracao pode aumentar ou diminuir sob o
estresse, mas nunca se tornar totalmente paralisada
(FLEXAS et al., 2005).

Apesar de que o metabolismo de agUcares
em plantas submetidas ao estresse hidrico ainda
permanega como uma questdo em aberto, existem
alguns fatos que tém sido confirmados, quais sejam,
os danos sofridos pelos cloroplastos devido ao es-
tresse oxidativo imposto pela desarmonia entre a
quantidade de energia luminosa absorvida e a pro-
dugéo liquida de aglcares pela fotossintese
(MUNNE-BOSCH et al., 2001; KRIEGER-LISZKAY,
2004), que se encontra limitada pela baixa disponi-
bilidade de CO, foliar devido a sua menor condutan-
cia nos tecidos foliares (WARREN & DREYER,
2006), como também devido ao maior fechamento
dos estdbmatos em resposta ao déficit hidrico
(LAWLOR, 2002). Nessas condigbes, desenvolve-se
uma estreita correlagdo entre déficit hidrico e meta-
bolismo de acucares (FLEXAS et al., 2006), que se
reflete sobre o complexo de sinalizagao celular con-
trolado pelos préprios aglcares e que exercem um
controle permanente sobre os processos de trans-

ducao de sinais e da transcrigao em plantas (PRICE
et al., 2004), induzindo a uma sinalizagdo que pro-
move maior rigidez sobre todas as atividades de
crescimento da planta (GIBSON, 2005). Todos es-
tes efeitos recaem, primariamente, sobre as regides
meristematicas, cujas células iniciam um processo
de ajuste em todas as vias metabdlicas dos aguca-
res, envolvendo essencialmente o dissacarideo tre-
alose e a regulagdo nas atividades da enzima hexo-
quinase (FRANCIS & HALFORD, 2006), com algu-
mas evidéncias sobre o envolvimento da proteina
quinase SnRK1 como sinalizadora dos agucares em
plantas e que apresenta alta homologia com a pro-
teina SNF1 das leveduras (PIEN et al., 2001).

Dois aspectos fundamentais sdo abordados
no presente trabalho, quais sejam, o de evidenciar
uma cascata de ativacdo e de expressdo génica
sincronizada com a evolugao da progressiva restri-
¢ao da agua disponivel a nivel celular e da sua ava-
liacdo em tecidos diferenciados que € o meristema
apical da parte aérea (palmito) que representa a
fonte pos-embribnica de todos os 6rgaos aéreos da
cana-de-aglcar e que relne tanto uma alta depen-
déncia de agucares como também sao providos dos
mais avangados recursos genéticos de protecao das
plantas (TAX & DURBAK, 2006).

Sendo assim, este estudo analisou o perfil
de expressao de genes de diferentes vias metabdli-
cas nas folhas jovens que formam o cartucho (“leaf-
rool”), por meio da técnica de macroarranjos de
cDNA. Essa parte do vegetal foi escolhida por se
tratar de um tecido meristematico metabolicamente
muito ativo, cujas células encontram-se em fase de
intensa divisdo celular. Logo, trata-se de uma regido
tecidual de alto consumo de biomoléculas energéti-
cas (agucares) provenientes da fotossintese, fato
que permite supor tratar-se de uma regido com ele-
vada expressdo de genes relacionados a bioener-
gética.

Portanto o objetivo do presente trabalho foi
analisar a expressao de genes da via do metabo-
lismo de agucar e amido em plantas de cana-de-
aclcar submetidas a um periodo de estresse hi-
drico.

Material e métodos

Levantamento das principais enzimas de inte-
resse pertencentes as vias metabolicas de plan-
tas.

As principais enzimas pertencentes as vias
metabdlicas de plantas, tais como as vias do meta-
bolismo do agucar e amido, metabolismo respiraté-
rio e fotossintético, entre outras, foram pesquisadas
em diferentes livros de bioquimica (NELSON &
COX, 2002), fisiologia de plantas (TAIZ & ZEIGER,
2002) e biologia molecular de plantas (BUCHANAN
et al.,, 2000), em sitios especializados na internet
(MetaCyc). Apo6s selecdo dessas enzimas, procu-
rou-se na pagina do projeto SUCEST ESTs relacio-
nadas as mesmas. As ESTs mais representativas
de cada enzima, ou seja, aquelas que apresenta-
vam sequéncias contendo o maior nimero de bases
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correspondentes ao comeco do gene foram selecio-
nadas para compor o macroarranjo. Os clones es-
colhidos tiveram as sequéncias de nucleotideos das
ESTs comparadas, por meio do algoritimo BLAST-
X, com as sequéncias depositadas no banco de da-
dos internacional GENBANK (NCB). Uma seqiiéncia
foi considerada como representativa de um gene
quando o valor do e-value foi menor ou igual
alx107

Material vegetal, condicGes de estresse e coleta
dos tecidos

Os toletes da cultivar de cana-de-acucar
SP80-3280 (considerada mediana ao estresse hi-
drico) cresceram em vasos de plastico com capaci-
dade de 3,5 L. Os vasos, com massa média de
185 g foram preenchidos com Latossolo Vermelho
Escuro, textura média até que o conjunto vaso +
tolete + solo atingisse massa de 3.800 g. Os vasos
foram mantidos em casa de vegetacao por 48 dias,
sendo irrigados diariamente, a fim de manter 70 %
dos poros do solo preenchido com agua (NODA,
2003).

Apds 48 dias de brotagao e crescimento as
plantas foram submetidas ao estresse hidrico no 49°
dia, considerado o dia 1 sem reposi¢ao de agua e
coletou-se o palmito de trés plantas testemunhas. A
partir de entdo, a cada quatro dias, foram feitas co-
letas de amostras dos palmitos de trés plantas sub-
metidas aos estresses hidricos de 5, 9, 13 e 17 dias
e afericbes da massa dos conjuntos vaso + solo
para quantificacdo da agua nos vasos. Ao 17° dia
sem reposicao de agua, todas as plantas restantes
submetidas ao estresse hidrico apresentavam morte
aparente. Em cada dia de amostragem as amostras
de palmito foram coletadas e imediatamente con-
geladas em nitrogénio liquido para serem posteri-
ormente armazenadas a -80 °C.

Extracdao de RNA total

O RNA total foi isolado de cada uma das
amostras (1, 5, 9, 13 e 17 dias de estresse hidrico).
Os tecidos (0,3 g) foram macerados em N, liquido,
transferidos para um tubo, homogeneizadas em
2,0 mL do reagente Trizol (Life Technologies) e
mantidas por 5 minutos a temperatura ambiente. Em
seguida, foram adicionados 0,6 mL de cloroférmio
para cada 1 mL do reagente Trizol e as amostras
foram agitadas vigorosamente e mantidas por 5 min
a temperatura ambiente. Apds centrifugagdo a
12.000 x g por 15 min e a 4 °C, o sobrenadante foi
recuperado e transferido para um novo tubo de
15 mL. Adicionou-se ao sobrenadante 0,4 mL de
alcool isopropilico para cada 1 mL de reagente
Trizol usado na homogeneizagdo inicial. A mistura
foi mantida a temperatura ambiente por 10 min e
depois centrifugada a 12.000 x g por 15 min, a 4 °C.
O sobrenadante foi descartado e o precipitado
lavado com 1 mL de etanol a 75 %. As amostras fo-
ram agitadas vigorosamente e centrifugadas
a8.000x g por 5 min. Logo apéds, foi feita a
secagem do RNA precipitado em bomba de vacuo
por 10 min. O precipitado de RNA foi dissolvido em

100 pL de agua livre de RNase (tratada com DEPC,
0.1% v/v) e armazenado a —80 °C.

O RNA total extraido foi quantificado em es-
pectrofotémetro, na diluicdo de 1:10 v/v. As medidas
de absorbéancia foram realizadas nos comprimentos
de onda de 260 e 280 nm, cuja relagdo entre as
leituras fornece uma estimativa de pureza do acido
nucléico (SAMBROOK et al.,, 1989). Utilizou-se
agua-DEPC para o ajuste inicial do aparelho
(Biophotometer/8,5 mm/Eppendorf).

Hibridacoes Sintese da sonda de cDNA

As sondas de cDNA foram sintetizadas se-
guindo o protocolo descrito por SCHUMMER et al.
(1999) com algumas modificagdes.

Em um tubo de microcentrifuga estéril foram
adicionados 30 pug de RNA total e 156 pmoles de
Oligo dT18VN (Invitrogen), resultando em um vo-
lume final de 7,5 pL. A mistura foi mantida a 75 °C
durante 10 minutos e, em seguida, transferida para
o gelo. Foram adicionados a reagéo: 5,0 uL de tam-
pao de sintese de primeira fita (5x, Invitrogen);
25uL de DTT (100mM); 2,0 uL de RNAguard;
2,5uL de dNTPs (dATP, dGTP e dTTP a 10mM
cada) e 3uL de **P-adCTP (30 uCi). A reacgio foi
incubada durante 5 minutos a 42 °C sendo, em
seguida, adicionado 1,25 uL da enzima Superscript
Il (Invitrogen, 200U/uL). Apos rapida centrifugagéo,
a amostra foi mantida por 30 min a 42 °C. Apo6s
esse periodo, foi adicionado 1,25 uL de dCTP sem
marcacgao radioativa (10mM) e a reacdo novamente
incubada a 42 °C durante 2 horas. Em seguida, adi-
cionou-se 1,0 uL de Poly-A (2,0 ug/uL) e a reacao
foi desnaturada a 94 °C por 5 minutos. Apés a des-
naturagédo, foram adicionados 1,4 uL de NaOH 5 M
e a reacdo mantida a 37 °C durante 15 min. A seguir
foram adicionados 1,8 uL de HCI 3,94 M e 7,0 uL de
Tris-HCI 1,0 M pH 7,5. Para a purificagdo da sonda,
o0 volume da reagdo foi ajustado para 50 puL com
agua deionizada e estéril. A sonda foi purificada,
para a retirada de nucleotideos livres, através de
uma coluna Sephadex G-50 equilibrada com STE, a
qual foi montada em uma seringa de 1,0 mL
contendo 14 de vidro siliconizada em sua extremi-
dade inferior (SAMBROOK et al., 1989). Através de
centrifugacdo a 4.000 rpm (centrifuga clinica) du-
rante 4 min, o volume eluido da coluna foi recu-
perado em um novo tubo estéril. Em seguida,
100 uL de STE foram adicionados a coluna e, apds
nova centrifugacdo a 4000 rpm durante 4 min, o vo-
lume eluido foi coletado e adicionado ao obtido an-
teriormente. A incorporagdo radioativa nas fitas de
cDNA (sonda) foi avaliada por meio de um cintilador
liquido (Beckman LS6500, USA) e, apo6s esta lei-
tura, a sonda foi desnaturada a 95 °C durante 5 min
e, em seguida, mantida no gelo até o momento de
ser adicionada a solugéo de hibridacao nos frascos
contendo as membranas.
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Pré-hibridacao e Hibridagdo das Membranas de
Alta Densidade

As membranas foram colocadas, inicial-
mente, em solucdo SDS 0,1% fervente para redu-
¢ao do “background”, conforme as recomendacdes
do fabricante. As membranas foram colocadas em
frascos cilindricos (15 x 3,5 cm) contendo a solugao
de pré-hibridacédo e incubadas em forno de hibrida-
¢ao Hybaid (HalbrooK, NY) a 58 °C, com rotacao
dos frascos por 4 horas, durante a primeira utiliza-
¢do das membranas. Utilizou-se um volume de
10 mL de solugao de pré-hibridagdo por membrana.
A solucao de pré-hibridacao foi mantida nos frascos
durante o periodo de hibridagao visto que a solucao
de hibridagédo apresenta a mesma composicdo que
a anterior. As sondas purificadas foram adicionadas
aos frascos contendo as membranas e a solucao de
pré-hibridacdo, e, entdo, submetidas a hibridagao
durante 18 h a 58 °C. Apds este periodo, a solugao
de hibridagédo foi descartada e as membranas
lavadas.

Lavagem das membranas

Apds a hibridagédo, as membranas foram la-
vadas para retirada do excesso de sonda e das hi-
bridagbes inespecificas. Esse processo foi execu-
tado por trés vezes, por periodos de 30 minutos
cada, a 58 °C, de maneira sucessiva, com aproxi-
madamente 100 mL das seguintes solugdes: SSC
2x + SDS 0,1 %, SSC 1,5x + SDS 0,1 %, SSC 0,5x
+ SDS 0,1%. Ap0s a Ultima lavagem as membranas
foram removidas da solucéo e seladas para exposi-
¢do em cassetes (Imagem Plate-Fujifilm) por um
periodo de 96 h. Em seguida, procedeu-se a digita-
lizagdo da imagem através de um leitor de fosforo
radioativo (Phosphoimager FLA3000-G -Fujifilm,
Tokyo).

Remocao da sonda

Para a remocdo da sonda as membranas
foram lavadas duas vezes, por periodos de 15 min a
65 °C, com 100 mL de solugdo (pré-aquecida a
65 °C) por membrana contendo NaOH 0,4 N + SDS
0,1% e lavadas 2 vezes a temperatura ambiente
com uma solugcdo de SDS 0,1 % + SSC 0,1 % +
Tris-HCI 0,2 N pH 8,0. As membranas foram nova-
mente seladas e colocadas nos cassetes por perio-
dos de 96 h. A eficiéncia da remocao da sonda foi
monitorada repetindo-se o processo de leitura do
sinal obtido pelo fosforo radioativo (FLA-3000-
Fuijifilm).

Preparacao de membranas para macroarranjo
Para realizagdo do ensaio foi utilizado um
conjunto de cinco membranas de alta densidade
confeccionadas a partir do DNA plasmidial de clo-
nes das ESTs selecionadas, oriundo de diferentes
bibliotecas de cDNA do projeto SUCEST. Uma
membrana foi utilizada para cada tratamento reali-
zado em ftriplicata, respectivamente. As amostras de
DNA plasmidial contendo as ESTs de cana-de-agu-
car foram obtidas por meio de micro-preparagao
realizada através de lise alcalina em placas de 96

pocos, descrita por SAMBROOK et al. (1989) com
modificacdes. Foram transferidas 1202 amostras de
DNA plasmidial para membrana de néilon de 85 x
125 mm, carregada positivamente (Genetix), com o
auxilio de um sistema automatizado (Q-BOT-
GENETIX-UK) do Centro de Recursos Biolégicos e
Biologia Genémica (CREBIO) antigo Centro Brasi-
leiro de Estocagem de Clones localizado na
FCAV/UNESP. As amostras foram depositadas em
duplicata com espagcamento de 900 um entre pon-
tos, num arranjo 3x3, perfazendo um total de 2404
pontos por membrana. Para o monitoramento de
hibridacbes nao-especificas, o ponto central de
cada arranjo recebeu apenas DMSO, represen-
tando, assim, o controle negativo. Ap6s a transfe-
réncia do DNA, as membranas foram submetidas a
tratamento em solucao de denaturacao (NaCl 1,5 M
e NaOH 0,5 M) e de neutralizagdo (NaCl 1,5 M e
Tris Base 1 M pH 7) por 5 e 10 min, respectiva-
mente e, logo em seguida, o DNA foi imobilizado na
membrana por meio de radiagdo com luz UV (1600
J/cmz), seguindo as recomendacgbes do fabricante
(Genetix,UK).

Andlise estatistica dos dados

As imagens geradas foram analisadas,
usando-se o programa ArrayVision 8.0 (Image Re-
search / GE), o qual transforma a intensidade lumi-
nosa emitida por um ponto da membrana em valor
numérico. Previamente, foi informado ao programa
um mapa indicando os locais da membrana onde
existia sonda e onde ndo existia. Do mesmo modo,
também fora informado o nome da sonda corres-
pondente a um dado ponto da membrana. Logo,
para cada imagem obtida de uma dada membrana,
0 programa gerou uma tabela contendo um numero
de linhas igual ao nimero de pontos/ESTs presen-
tes na membrana, incluindo os pontos que s6 apre-
sentam DMSO em sua composi¢do (controle nega-
tivo). Essa tabela contém pelo menos trés colunas:
a primeira contém a identificacdo do ponto, LR, por
exemplo, uma possui os valores referentes a emis-
sédo de fundo (“background”) e uma outra possui 0s
valores referentes ao sinal emitido pelo interior do
ponto/EST (“foreground”). Uma vez que foi realizada
trés repeticbes para cada ponto de andlise (1, 5, 9,
13 e 17 dias) ao final foram obtidas 15 imagens,
que, apos analise com o ArrayVision, geraram 15
tabelas distintas.

As tabelas geradas pelo programa
ArrayVision 8.0, em formato texto delimitado por
tabulagcdes, foi lida no programa estatistico R em
ambiente GNU Linux Debian 3.2. No ambiente esta-
tistico R, a qualidade dos arranjos foi avaliada por
meio da visualizagédo gréfica, as intensidades foram
normalizadas e as subsequentes analises estatisti-
cas realizadas. O programa R foi utilizado para ave-
riguar a qualidade, realizar as normalizagbes e
identificar os genes diferencialmente expressos.
Antes do processo de normalizagéo, os valores refe-
rentes a emissdo de fundo foram subtraidos do res-
pectivo valor colhido para o ponto onde se locali-
zava a sonda, gerando o valor liquido para o res-
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pectivo ponto. Em seguida, geraram-se gréficos do
tipo, “box plot” para verificar a necessidade de se
realizar uma normalizagdo. Se verificada essa ne-
cessidade, esta foi feita globalmente, aplicando o
método VSN (HUBER et al., 2002), e sua eficacia foi
averiguada produzindo e observando o mesmo tipo
de grafico observado antes da normalizacdo. Apds a
normalizagdo, realizaram-se os procedimentos es-
tatisticos e os genes diferencialmente expressos em
cada situagao de interesse foram identificados, com
uma significancia de 5% (p<0,05). A fim de controlar
a selecao de falsos positivos, utilizou-se um valor de
FDR (186) igual a 0,05 para selecionar os genes
significativos, ou seja, dentre todos o0s genes
selecionados, a taxa de falsos positivos estara,
estatisticamente, sempre abaixo de 5%.

Analise por ferramentas de bioinformatica

As seqliéncias foram analisadas no Setor
de Bioinformatica do Laboratério de Bioquimica e
Biologia Moleculares da FCAV/UNESP e submeti-
das aos bancos de dados de nucleotideos para
identificagdo da sequéncia de EST utilizada. A ana-
lise buscou a identificagédo e localizagdo das protei-
nas por eles codificadas nas vias metabdlicas ja ci-
tadas. Para isso, utilizaram-se inicialmente, ferra-
mentas de identificagdo como Proteome Analist 2.0,
e, em seguida, bancos de dados publicos de moti-
vos e dominios de proteinas (Prosite, Pfam,
ProDom, Interpro, entre outros). Apds a busca nos
bancos de dados publicos, os clones foram agrupa-
dos nas categorias propostas pelo SUCEST, deno-
minadas: metabolismo de aminoacido; bioenergé-
tico; comunicagao celular/traducdo de sinal; dina-

S dias

1 dia- Controle

13 dias

mica celular; metabolismo de DNA; metabolismo de
lipideos, acidos graxos e isoprendides, elementos
genéticos méveis; metabolismo de nitrogénio, enxo-
fre e fosfato; metabolismo de nucleotideos; cresci-
mento e desenvolvimento de plantas; metabolismo
de proteinas; metabolismo e transcricdo de RNA,;
metabolismo secundario; proteinas de estocagem;
resposta a estresse; transporte; proteina putativa e
nao classificada. O agrupamento se deu com base
na fungdo bioldégica exercida pela proteina
(DEDEMO, 2006).

Resultados e discussao

A técnica de macroarranjos de cDNA foi
empregada com o objetivo de identificar o padréo de
expressdo génica no meristema apical da variedade
de cana-de-agucar SP80-3280 submetida a es-
tresse hidrico. Amostras foram coletadas aos 5, 9,
13 e 17 dias ap0s o inicio da condi¢do de supressao
de agua. O dia 1 foi considerado controle, por apre-
sentar 66,2 % dos poros preenchidos com agua, o
que reflete condicdbes normais de hidratagao
(NODA, 2003).

A expressao génica diferencial pode ser afe-
rida pela diferenca observada na intensidade de
sinais obtidos para uma determinada EST, apés hi-
bridagdo com cDNAs do palmito em condi¢ao con-
trole (dia 1) ou estressada (dias 5, 9, 13 e 17 dias
apds supressdo de agua). A intensidade destes si-
nais reflete, em ultima instancia, as quantidades de
RNAs mensageiros produzidos nas plantas controle
ou estressadas (Figura 1).

9 dias

17 dias

Figura 1 - Imagens digitalizadas das membranas de macroarranjos (85 x 125cm) contendo 1.202 clones em
duplicata, hibridadas a partir de 30 pg de RNA total de palmitos de cana-de-aglcar da cultivar SP80-3280
em diferentes intervalos de supressdo de irrigacdo, marcados com 33p- adCTP. Digitalized images of
macroarray membranes (85x125cm), containing 1,202 clones induplicate, hybridized from 30 ug of sugar-
cane heart total RNA, in different water suppression intervals, labeled with 33p- adCTP.

Pode-se observar que a imagem das mem-
branas hibridadas com sondas produzidas a partir
de amostras de palmito do controle apresentou um

perfil de expressédo diferente quando comparado
aos demais dias, sendo possivel observar que
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houve um menor nimero de pontos hibridados no
dia 17 e o maior numero no dia 9 (Figura 1).

Apds a realizagdo da anadlise estatistica, as
seqlUéncias utilizadas neste trabalho foram submeti-
das aos bancos do NCBI para identificagdo da pro-
teina codificada (BLASTX), as quais foram agrupa-
das de acordo com a categorizagdo proposta por
TELLES et al. (2001) como mostrado na Figura 2.

As ESTs foram selecionadas com B estatis-
tico > 0 e p< 0,05 (5%) (Tabela 1).

Os dados da Figura 2 indicam que as quatro
categorias com a maior porcentagem de ESTs colo-
cadas na membrana, em ordem decrescente, foram:
[SC.2] Bioenergética, [SC.13] Metabolismo secun-
dario, [SC.1] Metabolismo de aminoécido e para
quarta categoria houve uma mudanga a partir do dia
5 de estresse hidrico, alterando de [SC.11] Metabo-
lismo de Proteina para [SC.15] Resposta ao Es-
tresse, embora essa diferenga no dia 5 seja muito
pequena (5,33% e 6,00%, respectivamente). Tal
comportamento se justifica em funcdo da parte da
planta estudada, que é o palmito, onde se concentra
uma alta atividade metabolica de células, constitu-
indo os tecidos meristematicos cujas células encon-
tra-se em fase de intensa divisdo celular exibindo
uma expressiva dependéncia de biomoléculas ener-
géticas (agucares) provenientes da fotossintese,
justificando a alta expressao génica na categoria de
Bioenergética.

As andlises da expressdo génica do me-
ristema apical da parte aérea, a partir de onde séo
produzidas todos os érgaos pos embridnicos das
plantas, revela também uma intensa atividade de
genes pertencentes a categoria do Metabolismo Se-
cundario, especialmente aqueles envolvidos na
biossintese das moléculas tipicas, destinadas a
atender a demanda das células que se diferenciam
formando cada uma das células que irdo compor os
tecidos e 6rgados da parte aérea da cana-de-agucar.

Neste mesmo contexto, destacam-se tam-
bém os mecanismos de distribuicdo de carbono
organico e energia para o desempenho metabdlico
da sintese e degradacao (categoria do Metabolismo
de Aminoacidos), que irdo compor as proteinas
fisioldgicas, estruturais e metabdlicas das novas
células e tecidos da parte aérea das plantas. No dia
9 e subsequentes dias de estresse, a quarta catego-
ria mais expressa foi a [SC.15] Resposta ao es-
tresse, sugerindo que a planta iniciou mecanismos
de defesa contra o estresse hidrico.

Tendo em vista que a categoria de bioener-
gética prevaleceu com a maior porcentagem em
todos os dias de estresse hidrico e na planta con-
trole e que a parte da planta estudada (palmito) re-
fere-se a uma regido composta essencialmente de
células meristematicas, estritamente dependentes
dos produtos da fotossintese (aglcares), no pre-
sente trabalho estaremos enfatizando as proteinas
relacionadas a funcao de bioenergética (Tabela 1).

A reacdo catalisada pela invertase ¢é
irreversivel na reacdo da degradagédo da sacarose
(Figura 3).

Existem duas formas de invertase, uma com
um pH &cido étimo, e a outra que inicia muitas ativi-
dades sobre condi¢gdes alcalinas. Estas formas tém
funcoes em diferentes compartimentos celulares:
invertase alcalina no citosol e a invertase acida no
vacuolo e na parede celular. Esta é a principal en-
zima relacionada com a entrada da molécula de sa-
carose no citoplasma. A sacarose & estocada no
vacuolo e provavelmente hidrolisada neste compar-
timento, resultando em hexoses livres e subse-
quentemente transportadas para o citosol. A EST
SCCCRT1C06D06 (Tabela 1), que codifica a en-
zima Invertase (INV) mostrou-se induzida, compa-
rado com o controle, a partir do dia 9, os dados su-
gerem que neste periodo houve aumento na degra-
dacéao da sacarose.

A Sacarose Fosfato Sintase (SFS) é a prin-
cipal enzima que controla a biossintese de agucar
em plantas superiores e cataliza a reagdo de forma-
cao de Sacarose-6-fosfato a partir da Frutose-6-
fosfato e UDP-glicose (HUBER & HUBER, 1996)
(Figura 4).

A EST (SCUTRZ3103C01, Tabela 1) que
codifica a enzima SFS mostrou-se induzida, compa-
rado ao controle, nos dias 9 e 17 e a EST
(SCCCST2001G08, Tabela 1) Sacarose Fosfato
Fosfatase (SFF), foi induzida em todos os dias, indi-
cando que a via de sintese de sacarose provavel-
mente estd ativa.

Nossos resultados estdo de acordo com o
trabalho de INDRA DEWI & SUGIHARTO (2001)
que verificaram que o estresse hidrico pode induzir
a atividade da SFS e consequentemente, o acimulo
de sacarose em cana-de-agUcar, em plantas nao
irrigadas. Os autores também observaram que o
conteudo de sacarose aumentou quase trés vezes
durante os nove dias sem agua. Para SUGIHARTO
(2004), estes resultados mostraram que o déficit de
agua aumentou a expressao das enzimas que as-
similam carbono, especialmente a SFS, para au-
mentar o conteldo de sacarose, que atua como um
osmoprotetor e mantém um gradiente potencial fa-
voravel de agua através da célula da membrana.

Com o acumulo de sacarose no meristema
apical, a planta sinaliza que esta sofrendo algum
tipo de estresse, com isso, induz a sintese de trea-
lose. A via de biossintese da trealose ocorre em
duas reacbes, sendo a primeira catalisada pela
enzima Trealose Fosfato Sintase e envolve a trans-
feréncia de glicose a partir de UDP-glicose a gli-
cose-6-fosfato, obtendo desta forma a trealose-6-
fosfato (T6P) e uridina difosfato (UDP). Na segunda
reacdo, a enzima trealose fosfato fosfatase entdo
converte a trealose-6-fosfato em trealose livre
(CHEN & HADDAD, 2004; SCHLUEPMANN et al.,
2004; KOSMAS et al., 2006) (Figura 5).
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Porcentagem das Categorias do dia 5
contra o dia 1

10,67

Porcentagem das Categoriasdo dia 9
contra o dia 1

36,75

5,30

9,89 72

Porcentagem das Categorias do dia 13

contra o dia 1

177 0,88 —0,88 0,59

177

30,68

5,90

6,19

11,80

Porcentagem das Categorias do dia 17
contra o dia 1

10,08

@ [SC.2] Bioenergético

W [SC.13] Metabolismo secundario

[SC.1] Metabolismo de aminoacido

O[SC.15] Resposta a estresse

W [SC.18] [Impossivel classificar]

@ [SC.11] Metabolismo de proteinas

W [SC.17] [Proteina putativa]

O[SC.4] Dinamica celular

H No Hits

W [SC.6] Metabolismo de lipideos, acidos graxos e
isoprendides

O[SC.3] Comunicagao celular/transdugao de Sinal

O[SC.12] Metabolismo e transcrip¢do de RNA

W [SC.10] Crescimento e desenvolvimento de
plantas

W [SC.16] Transporte

W [SC.9] Metabolismo de nucleotideos

H [SC.8] Metabolismo de nitrogénio, enxofre e
fosfato

@ [SC.7] Elementos genéticos méveis

[1[SC.14] Proteinas de estocagem

O [SC.5] Metabolismo de DNA

Figura 2 - Porcentagem das categorias expressa durante os dias de estresse hidrico. Percentage of expressed categories

during the water stress days.
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Tabela 1 - Médias e sequencias similares das ESTs pertencentes a categoria de bioenergética em cana-de-aglcar submetidas ao estresse hidrico. Means and
similar sequences of ESTs belonging to bioenergetic category in sugarcane submited to water stress.

Dias de estresse hidrico x controle®

|dentidade do N® de a E value Descricao® 5x1 9x1 13 x1 17 x1
clone acesso?
SCMCLV1030C12 CA299800 4,00E-60 fructose-bisphosphate aldolase class-I [Oryza sativa] (EC 4.1.2.13) -2,3505 -3,0873 -2,9795
SCCCRT1C06D06 CA190800 4,00E-41 cell wall invertase [Saccharum hybrid cultivar] (EC 3.2.1.26) 1,8222 2,0497 3,1186
SCJFLR1013B06  CA121722 1,00E-37 fructose-6-phosphate 2-kinase/fructose-2,6-bisphosphatase 1,2399 1,7173
SCCCST2001G08 CA179927 1,00E-41 sucrose phosphate phosphatase [Saccharum officinarum] (EC 3.1.3.24) 1,267 1,5603 1,6066
SCEZSB1091A09 CA195219 4,00E-59 glucose-6-phosphate isomerase (EC 5.3.1.9) 1 - maize 1,4238 1,7502
SCUTRZ3103C01  CA166100 1,00E-23 sucrose-Phosphate Synthase [Saccharum officinarum] (EC 2.4.1.14) 3,1149 3,3688
SCCCRT2C09A10 CA191537 1,00E-34 glucose-6-phosphate isomerase (EC 5.3.1.9) -1,6882 -1,3332
SCBFRT1064F09 CA130813 7,42E-09 putative trehalose-6-phosphate synthase [Oryza sativa) 5,761 5,5883 6,3453 5,9757
SCJLRT1017B04  CA135231 7,00E-56 hexokinase 7 [Oryza sativa] (EC 2.7.1.1) -5,439 -3,4823

SCJLLR1011A09 CA122348 1,00E-69 putative trehalose-6-phosphate synthase/phosphatase [Oryza sativa] 1,4156 2,0057 2,1642 2,2903
SCQGAM2110H12 CA087299 2,00E-51 putative diphosphate-fructose-6-phosphate 1-phosphotransferase 96128 . -2,488
SCSGRT2066A07 CA145679 1,00E-75 putative pyrophosphate-dependent phosphofructokinase alpha subunit -1,9202 -1,8232 -2,1129

0 numero de acesso de cada sequencia foi obtido usando algoritimo BLASTX;
®Descrigao das proteinas (novo BLASTX para confirmagéo da descricdo realizado dia 13.05.07 no NCBI.
°Cada valor representa a média entre a intensidadede cada intervalo de estresse e do controle de trés experimentos independentes
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HO CH,OH

OH H
Sucrose Glucose Fructose

Figura 3 — Degradacgdo da sacarose pela invertase. (Fonte: BUCHANAN et al., 2000). Sucrose
degradation by invertase (Source: BUCHANAN et al., 2000).
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UDP-glucose Fructose 6-phosphate
Sucrose-phosphate synthase I .
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Sucrose 6-phosphate
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®
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CH,OH

H HO OH H
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Figura 4 - Sintese da sacarose pela Sacarose Fosfato Sintase e Sacarose Fosfato Fosfatase
(Fonte: BUCHANAN et al., 2000). Sucrose synthesis by Sucrose Phosphate Synthase and
Phosphate Phosphatase (Source: BUCHANAN et al., 2000).
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Figura 5 - Biossintese da trealose pela enzima Trealose Fosfato Fostatase, Trehalose biossyntesis by
Trehalose Phosphate Phosphatase.
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As ESTs (SCBFRT1064F09 e
SCJLLR1011AQ09 Tabela 1), que codificam as
enzimas Trealose Fosfato Sintase (TFS) e
Trealose Fosfato Fosfatase (TFF), respectiva-
mente mostraram-se induzidas em todos os dias
de estresse hidrico. DEDEMO (2006), que utili-
zou a técnica de macroarranjo com cDNA de
folhas de cana-de-agucar, observou a inducéo da
enzima TFS na cultivar tolerante (SP80-2847) e
na sensivel (SP90-1638) de cana-de-agucar
submetidas ao estresse hidrico. J4 a enzima TFF
foi reprimida na cultivar tolerante e induzida na
cultivar sensivel. NODA (2003) que também utili-
zou a técnica de macroarranjo com cDNA em
palmitos de cana-de-agUcar submetidas a es-

SuUCrose

tresse hidrico, observou que o nivel de expres-
sdo relativa da TFS foi 6,5 vezes maior em bibli-
otecas de palmitos estressadas, quando compa-
radas com as bibliotecas do projeto SUCEST
nao estressadas.

Considerando que a trealose esteja pre-
sente e que possa estar inibindo a fosforilagao
da molécula de glicose pela enzima Hexoquinase
(HXQ), como observado por BLASQUEZ et al.,
(1993) em leveduras, encontrou-se em cana-de-
-agucar uma EST (SCJLRT1017B04, Tabela 1)
também reprimida, que codifica esta enzima.
Estes resultados sugerem a regulagédo da via da
glicdlise visto que esta enzima atua na etapa
inicial do processo respiratério (Figura 6).

Invertase

Glucose

B

Fructose |

2EATES
p \

i

b

Hu-ukintn;-";

\

27ADP)

Glucose
Ge-phosphate

/

Fructose

6-phosphate

Figura 6 - Uso de ATP pela Hexoquinase para fosforilar glicose e frutose, produtos da invertase
(Adaptada de BUCHANAN, 2000). ATP requirement for Hexokinase to phosphorilate glucose and
frutose, invertase products (Adapted from BUCHANAN, 2000).

Tal situagao condiz com o estado de es-
tresse hidrico em que a planta se encontra, res-
tringindo o rendimento fotossintético (MUNNE-
BOSCH et al., 2001, KRIEGER-LISZKAY, 2004)
e sinalizando os tecidos meristematicos sobre
uma reducdo na atividade de crescimento
(GIBSON, 2005).

Conclusoes

Com base em nossos resultados, pode-
mos concluir que:

I. Os macroarranjos de DNA de nylon
podem ser utilizados eficientemente e com boa
reprodutividade para a analise do perfil de ex-
pressao de varios genes, simultaneamente.

Il. As normalizagGes testadas permitiram
a reducdo da variabilidade nos dados gerados
nos macroarranjos, aumentando assim a confia-
bilidade da técnica.

lll. As ESTs (SFS e SFF) induzidas indi-
cam que a via de sintese da sacarose esta ativa,

provavelmente na regulagdao do potencial osmé-
tico celular;

IV. A inducdo das ESTs (TFS e TFF) é
um indicativo do estresse hidrico, onde a sintese
de trealose possa atuar como inibidor da via gli-
colitica, reduzindo o consumo de agucares, fato
este confirmado pela inibicdo da EST que codi-
fica a enzima HKQ que é a principal enzima da
via glicolitica e,

V. Todo esse panorama esta de acordo
com o estado de estresse hidrico em que a cana-
de-aclcar se encontra (com um baixo rendi-
mento fotossintético e reducdo na atividade de
crescimento dos tecidos meristematicos).

Referéncias

BLAZQUEZ, M. A.; LAGUNAS, R.; GANCEDO,
C.; GANCEDO, J. M. Trehalose-6-phosphate, a
new regulator of yeast glycolysis that inhibits
hexokinases. Federation of European

66




Cientifica, Jaboticabal, v.38, n.1/2, p.57 — 68, 2010

Biochemical Societies, v.329, n® 1-2, p.51-54,
1993.

BUCHANAN, B. B.; GRUISSEM, W.; JONES,
R.L. Biosynthesis of hormones and elicitor mole-
cules. In: Biochemistry & Molecular Biology of
Plants. Maryland: American Society of Plant
Physiologists, 2000, p.638-673.

CHEN, Q.; HADDAD, G. G. Role of trehalose
phosphate synthase and trehalose during hy-
poxia: from flies to mammals. The Journal of
Experimental Biology, v.207, n.18, p.3125-
3129, 2004.

CONAB. Companhia Nacional de Abastecimento.
Acompanhamento da Safra Brasileira. Cana-
de-acucar, Safra 2011/2012, Primeiro Levan-
tamento Maio/2011. 2011. Disponivel em:
http://www.conab.gov.br/OlalaCMS/uploads/arqui
vos/11_05_27_11_53_13_boletim_cana_portugu
es_-_maio_2011_10_lev..pdf Acesso em: 01 de
jul. 2011.

DANIELS, J.; ROACH, B. T. Taxonomy and
evolution. In: Heinz, D. J. Sugarcane improve-
ment though breeding, Amsterdam: Elsevier,
1987. p.7-84.

DEDEMO, G. Expressao génica diferencial
durante deficit hidrico em duas cultivares de
cana-de-acucar. 2006. 75f. Dissertacdo (Mes-
trado em Genética e Melhoramento de Plantas) -
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias,
Universidade Estadual Paulista, Jaboticabal,
2006.

FLEXAS, J.; GALME’S, J.; RIBAS-CARBO, M;
MEDRANO, H. The effects of drought in plant
respiration. Advances in Photosynthesis and
Respiration. Plant Respiration: from Cell to
Ecosystem. Kluwer Academic Publishers,
Dordrecht, 2005, p.85-94.

FLEXAS, J.; BOTA, J.; GALMES, J.; MEDRANO,
H.; RIBAS-CARBO, M. Keeping a positive carbon
balance under adverse conditions: responses of
photosynthesis and respiration to water stress.
Physiologia Plantarum, v.127, p.343-352,
2006.

FRANCIS, D.; HALFORD, N. G. Nutrient sensing
in plant meristems. Plant Molecular Biology,
v.60, n.6, p.981-993, 2006.

GIBSON, S. I. Control of plant development and
gene expression by sugar signaling. Plant
Biology, v.8, n.8, p.93-102, 2005.

HUBER, S. C.; HUBER, J. L. Role and regulation
of sucrose-phosphate synthase in higher plants.
Plant Molecular Biology, v.4, p.431-441, 1996.

HUBER, W.; von HEYDEBRECK, A
SULTMANN, H.; POUSTKA, A.; VINGRON, M.
Variance stabilization applied to microarray data
calibration and to quantification of differential ex-
pression. Bioinformatics, v.18, n.1, p.96-104,
2002.

INDRA DEWI, R. S.; SUGIHARTO, B. Effect of
drought stress on carbohydrate metabolism and
nitrogen assimilation in sugarcane plant. In. 2nd
Indonesian Biotechnology Conference,
Yogyakarta, 2001, p.23.

INGELBRECHT, I. L.; IRVINE, J. E.; MIRKOV, T.
E. Posttranscriptional gene silencing in trans-
genic sugarcane. Dissection Of homology-
dependent virus resistance in a monocot that has
a complex polyploid genome. Plant Physiology,
v.119, n.4, p.1187-98, 1999.

KOSMAS, S. A.; ARGYROKASTRITIS, A;
LOUKAS, M. G.; ELIOPOULOS, E.; TSAKAS, S;
KALTSIKES, P. J. Isolation and characterization
of drought related trehalose
6-phosphate-synthase gene from cultivated cot-
ton (Gossypium hirsutum L.). Planta, v.223, n.2,
p.329-339, 2006.

KRIEGER-LISZKAY, A. Singlet oxygen produc-
tion in photosynthesis. Journal of Experimental
Botany, v.56, n.411, p.337-346, 2004.

LAWLOR, D. W. Limitation of photosynthesis in
water-stressed leaves: stomata vs metabolism
and the role of ATP. Annals of Botany, v.89,
n.7, p.871-885, 2002.

LIU, X; BAIRD, W. V. Differential Expression of
Genes Regulated in Response to Drought or Sa-
linity Stress in Sunflower. Crop Science, v.43,
n.2, p.678—687, 2003.

MENOSSI, M; SILVA-FILHO, M. C.; VINCENTZ,
M.; VAN-SLUYS, M. A.; SOUZA, G. M.; Sugar-
cane Functional Genomics: Gene Discovery for
agronomic Trait Development. International
Journal of Plant Genomics. Review Article, 11
p. 2008.

MUNNE-BOSCH, S.; JUBANY-MARI, T;
ALEGRE, L. Drought-induced senescence is
characterized by a loss of antioxidant defences in
chloroplasts. Plant, Cell & Environment, v.24,
n.12, p.1319-1327, 2001.

67




Cientifica, Jaboticabal, v.38, n.1/2, p.57 — 68, 2010

NELSON, D. L.; COX, M. M. Lehninger Princi-
pios de Bioquimica. 3.ed. S&o Paulo:
SARVIER, 2002, 975p.

NODA, R. W. Etiquetas de seqiiéncias expres-
sas (ESTs) relacionadas ao estresse hidrico
na parte aérea de plantas de cana-de-acucar.
2003. 76f. Tese (Doutorado em Genética e Me-
Ihoramento de Plantas) - Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias, Universidade Estadual
Paulista, Jaboticabal, 2003.

PIEN S.; WYRZYKOWSKA, J.; FLEMING, A. J.
Novel marker genes for early leaf development
indicate spatial regulation of carbohydrate me-
tabolism within the apical meristem. The Plant
Journal, v.25, n.6, p.663-674, 2001.

PRICE, J.; LAXMI, A.; MARTIN, S. K. S. T
JANGA, J. C. Global Transcription Profiling Re-
veals Multiple Sugar Signal Transduction Mecha-
nisms in Arabidopsis. The Plant Cell, v. 16, n.8,
p.2128-2150, 2004.

QUIANG, L.; NANMING, Z.; YAMAGUCH-
SHINOZAKI, K.; SHINOZAKI, K. Regulatory role
of DREB transcription factors in plant drought,
salt and cold tolerance. Chinese Science
Bulletin, v.45, n.11, p.970-975, 2000.

SAMBROOK, J.; FRITSCH, E. F.; MANIATIS, T.
Molecular cloning: a laboratory manual. 2 ed.,
New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press,
1989.

SCHLUEPMANN, H.; VAN DIJKEN, A;
AGHDASI, M.; WOBBES, B.; PAUL, M,
SMEEKENS, S. Trehalose Mediated Growth In-
hibition of Arabidopsis Seedlings Is Due to
Trehalose-6-Phosphate  Accumulation.  Plant
Physiology, v.135, n.2, p.879-890, 2004.

SCHUMMER, M.; WAILAP, V. N. G,
BUMGARNER, R. E.; NELSON, P. S;
SCHUMMER, B.; BEDNARSKI, D. W

HASSELL, L.; BALDWIN, R. L.; KARLAN, B. Y;
HOQOD, L. Comparative hybridization of an array
of 21500 ovarian cDNAs for the discovery of
genes overexpressed in ovarian carcinomas.
Gene, Napoli, v. 238, n.2, p. 375-385, 1999.

SUGIHARTO, B. Biochemical And Molecular
Studies On Sucrose-Phosphate Synthase And
Drought  Inducible-Protein  In  Sugarcane
(Saccharum officinarum). Jurnal ILMU DASAR.
v. 5, n.1, p.62-67, 2004.

TAIZ, L., ZEIGER, E. Plant Physiology, 3.ed.
Sunderland: Sinauer Associates, 2002, p.690.

TAX, F. E.; DURBAK, A. Meristems in the mov-
ies: live imaging as a tool for decoding intercel-
lular signaling in shoot apical meristems. The
Plant Cell, v.18, n.6, p.1331-1337, 2006.

TELLES, G. P.; BRAGA, M. D. V.; DIAS, Z.; LIN,
T.-L.; QUITZAU, J. A. A; DA SILVA, F. R;
MEIDANIS, J. Bioinformatics of the Sugarcane
EST Project. Genetics and Molecular Biology,
v.24,n. 1-4, p.9-15, 2001.

UNICA. Unido da Agroindustria Canavieira de
Sao Paulo. Moagem de cana da safra 11/12 no
CS esta 23% menor. 2011. Disponivel em:
<http://www.unica.com.br/clipping/show.asp?cpp
Code=49D93B9E-380B-46A1-A5E4-
4DD3B11BAB9A> Acesso em: 01 julho 2011.

WARREN, C. R.; DREYER, E. Temperature re-
sponse of photosynthesis and internal conduc-
tance to CO2: results from two independent ap-
proaches. Journal of Experimental Botany. v.57,
n.12, p.3.057-3.067, 2.006.

68




