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RESUMO

Uma cuidadosa revisdo bibliografica, seguida por uma pesquisa in silico no banco de
dados de expressed sequence tags (ESTs) do projeto GENOLYPTUS — Rede Brasileira de
Pesquisa do Genoma de FEucalyptus, foram realizadas visando identificar classes de genes
potencialmente relacionadas com a resposta vegetal a deficiéncia hidrica em FEucalyptus
grandis. Os principais clones de cDNA selecionados potencialmente codificam proteinas
relacionadas com a sintese de osmdlitos como prolina, sacarose, osmotina, poliaminas,
desidrinas, fatores de transcrigdo, e genes de uma importante cascata de sinalizacdo vegetal a
deficiéncia hidrica. Duas classes de seqiiéncias foram estudadas mais detalhadamente. A S-
adenosil-metionina-descarboxilase (SAMDC) ¢ uma enzima-chave na rota de sintese das
poliaminas, aminas catidnicas envolvidas em varios processos celulares, inclusive na protegao
das estruturas da célula em respostas a diferentes tipos de estresses. Dois grupos de ESTs
foram inicialmente identificados por homologia a seqliéncias conhecidas de SAMDC e duas
seqiiéncias potencialmente completas de cada grupo foram selecionadas e denominadas
EgrSAMDCI e EgrSAMDC?2. As seqiiéncias deduzidas de aminoacidos de ambos os cDNAs
apresentaram os dois principais dominios da enzima e uma estrutura conservada em relagao a
outras SAMDCs de plantas. Além da regido de leitura aberta (ORF, do inglés, open reading
frame) principal, os cDNAs apresentaram duas pequenas regides codificadoras conservadas,
denominadas tiny e small upstream ORFs na longa regido 5’ ndo traduzida, relacionadas a
regulacdo pos-transcricional dos genes. Em analises de Southern blot, foram detectados pelo
menos dois fortes sinais de hibridizacdo para cada amostra de DNA genomico de E. grandis
digerido por endonucleases distintas, sugerindo a existéncia de (pelo menos) duas copias
genomicas de SAMDC. Por Northern blots, a presenca de mRNAs para SAMDC foi detectada
em folhas e caules jovens e, em menor quantidade, em tecidos vasculares de arvores adultas.
Entretanto e nitidamente, a maior expressdo de SAMDC em E. grandis ocorre em flores
abertas. Analises quantitativas por transcricdo reversa seguida de reagdo em cadeia da DNA-
polimerase (qQRT-PCR) com plantulas cultivadas in vitro por 4 meses, submetidas a diferentes
tratamentos como acido abscisico (ABA), acido naftalenoacético (ANA), quinetina (KIN),

cloreto de sodio (NaCl), seca, frio, luz ultravioleta (UV), ferimentos ¢ extrato de leveduras,



demonstraram maior indugdo da expressao de EgrSAMDC2 na presenca de ABA e NaCl.
Também foi observada uma drastica reducao na expressao deste gene, baseado nos niveis de
mRNA-molde para as RT-PCRs, quando as plantulas foram expostas a UV e seca. Estes
resultados indicaram que o gene EgrSAMDC?2 pode estar mais relacionado a resposta vegetal a
elevada salinidade, por intermédio da sinalizagdo por ABA, do que a resposta a outros
estresses ambientais ou bidticos.

A segunda classe de genes identificados e analisados junto ao GENOLYPTUS como
potencialmente relacionados a deficiéncia hidrica potencialmente codificam proteina-cinases
ativadas por mitogenos (MAPKSs, do inglés, mitogen-activated protein kinases). MAPKs sdo
proteinas de uma importante cascata sinalizadora, constituida por trés componentes
denominados MAPKKK, MAPKK ¢ MAPK. Elas estio envolvidas na sinalizacdo do
desenvolvimento, estimulos hormonais ¢ de estresses bidticos e abidticos. O cDNA
selecionado, de aproximadamente 5 kb, representa uma seqiiéncia imatura de mRNA
(transcrito primario), no qual estdo presentes dois introns. Nas extremidades 5’ e 3” dos introns
existem sitios canonicos de processamento (splicing) que indicam que o transcrito deve ser
corretamente processado em um mRNA maduro. A proteina deduzida a partir da unido dos
éxons indica que o cDNA isolado de E. grandis potencialmente codifica uma MAPK2, com
alta homologia a outras MAPKs vegetais. Além disto, a seqiiéncia de aminoéacidos representa
uma proteina completa, na qual os 11 dominios conservados em MAPKSs, fundamentais para o
correto funcionamento da enzima, estdo presentes. Andlise de Southern blot indicaram que
este gene esta presente em copia unica no genoma de E. grandis. Em andlises da expressao por
gRT-PCR em plantulas submetidas aos diferentes tratamentos descritos acima, foi observado
uma significativa inducdo da transcricdo com KIN e NaCl, e uma leve indu¢dao por ABA. O
tratamento com UV provocou uma drastica redugdo na expressdo de EgrMAPK2. Este
resultado fornece indicios de que este gene possivelmente esteja em envolvido em repostas a

estresses abioticos.



ABSTRACT

A careful bibliographical review, followed by an in silico screening of the expressed
sequence tag (EST) databank of the GENOLYPTUS Project — The Brazilian Research
Network on the Eucalyptus Genome, were conducted to identify genes potentially related to
drought responses in Eucalyptus grandis. The main selected clones potentially encode proteins
related to the biosynthesis of different osmolites such as proline, sucrose, osmotin and
polyamines, dehydrines, transcription factors and genes from an important plant signaling
cascade. Two gene classes were studied in more detail. S-adenosylmethionine decarboxylase
(SAMDC) is one of the key regulatory enzymes in the biosynthesis of polyamines, cationic
amines involved in various processes of the cell, including the protection of cellular structures
in response to different stresses. Two clusters of ESTs were initially identified by homology to
known SAMDC sequences and, from each of them, two full-length cDNAs were identified
and named EgrSAMDCI and EgrSAMDC2. The deduced amino acid sequences from both
cDNAs showed the two main enzyme domains and a conserved protein structure in
comparison to other plant SAMDCs. Besides the main open reading frame (ORF), two other
tiny and small upstream ORFs were found in the long 5’ non-translated region of the cDNAs.
These sequences are known to be associated with post-transcriptional regulation. Southern blot
analysis resulted in two strong hybridization signals for each genomic DNA digested with
different restriction enzymes, indicating (at least) two SAMDC genomic copies. Northern
blots detected SAMDC mRNAs in young leaves and stems and a lower transcript level in
vascular tissues from mature trees. Nevertheless, the highest levels of E. grandis SAMDC
steady-state mRNA was clearly detected in opened flowers. Quantitative reverse transcription
PCR (qRT-PCR) with total RNA from 4-months old in vitro seedlings subjected to different
treatments, such as abscisic acid (ABA), naphthaleneacetic acid (NAA), kinetin (KIN),
sodium chloride (NaCl), drought, cold, ultraviolet light (UV), wounding and yeast extract,
demonstrated higher expression induction of EgrSAMDC2 gene with ABA and NaCl. A
drastic reduction in gene expression was observed after UV and drought treatments of the

seedlings, based on RNA-template levels for RT-PCRs. These results suggested that
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EgrSAMDC?2 gene might be more related to plant response against high salinity, possibly via
ABA signaling, than to other environmental or biotic-like stress responses.

The second gene class identified and analyzed in the GENOLYPTUS, as potentially
involved in drought responses, encodes a mitogen-activated protein kinase (MAPK). MAPKs
proteins are part of an important signaling casacade, which consists of three components,
MAPKKK, MAPKK and MAPK. They are associated to developmental signaling, hormonal
and biotic and abiotic stimuli. The selected cDNA, of about 5 kb in length, represented an
immature mRNA (primary transcript) with two non-spliced introns. The canonical 5’ and 3’
splicing sites suggested that the transcript might probably be correctly translated to a mature
mRNA. The deduced protein from the union of all three exons indicated that the isolated E.
grandis cDNA potentially encodes a MAPK2, with high homology to other plant MAPKs.
Moreover, the amino acid sequence represented a complete protein, with all 11 domains
conserved in MAPKs and known to be fundamental for the enzyme functionality. Southern
blot analysis indicated that EgrMAPK2 is encoded by a single genomic copy in E. grandis.
From qRT-PCR expression analysis, conducted with the same plant material described above,
we observed a significant transcription induction with KIN and NaCl, and a weaker induction
by ABA. The UV treatment resulted in a drastic reduction of EgrMAPK2 expression. This

result strongly indicated that this gene is most probably involved in abiotic stress responses.
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I- INTRODUCAO

Seca, alta salinidade e baixas temperaturas sdo trés importantes fatores abioticos
comumente enfrentados pelas plantas em seus ambientes nativos. Para transpor as limitagdes
de crescimento e sobrevivéncia impostas por estes fatores, as plantas desenvolveram variadas
adaptagdes genéticas, bioquimicas e fisiologicas (Bray, 1997; Zhu, 2002). Diante destes
estimulos estressantes, muitos genes sao induzidos e os produtos codificados por eles t€ém sido
relacionados com fungdes de prote¢do celular, como detoxificacdo de espécies reativas de
oxigénio e prote¢ao de estruturas protéicas (Thomashow, 1999; Hoekstra et al., 2001). Além
das fungdes obvias de prote¢do, muitos estudos t€m identificado importantes rotas de ativagao
dos genes envolvidos na resposta adaptativa final (Shinozaki e Yamaguchi-Shinozaki, 1997;
Zhu, 2001; Fujita et al., 2005; Boudsocq e Lauriere, 2005), os quais t€ém revelado uma
complexa e intrincada rede de respostas génicas que existe desde a percepgdao e
reconhecimento do sinal de estresse até a ativacdo dos genes de resposta final (Shinozaki e
Yamaguchi-Shinozaki, 2000; Seki et al., 2003; Kacperska, 2004).

No Rio Grande do Sul, a agricultura representa o setor economico mais importante do
Estado, baseado principalmente nas culturas de soja, milho e arroz, cultivadas durante o verao.
No entanto, no historico de produgao dos ultimos anos, episddios cada vez mais freqiientes de
estiagem tém sido registrados, invariavelmente resultando em perdas significativas da
produtividade para os agricultores e para a economia da regido. Esse fato tem evidenciado a
necessidade do cultivo de variedades mais tolerantes as novas condi¢des locais e estimulado
pesquisas com esta finalidade. A principal dificuldade deste processo consiste na obtengdo de

\

germoplasma com adaptacdes a seca para ser utilizado nos programas convencionais de
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melhoramento, baseados em cruzamentos intra-especificos. Ferramentas biotecnolégicas,
como a transformagdo genética, surgem como importantes alternativas para obtencao de fontes
de variagdo genética (Wang et al., 2003). Assim, a identificacdo de genes com potencial em
conferir caracteristicas de maior tolerdncia ao déficit hidrico adquire elevada relevancia e
valor estratégico para a manutengdo da produtividade agricola em condigdes climaticas
desfavoraveis (Chaves e Oliveira, 2004).

O eucalipto ¢ uma espécie arborea nativa da Australia, um dos paises mais aridos da
Terra e, por esta razdo, adaptado a periodos anuais de seca. Devido a suas caracteristicas
agronOmicas, esta arborea vem ganhando espaco em plantagdes introduzidas em varios paises,
como o Brasil, principalmente para a extra¢ao de celulose e produg¢ao de madeira e papel. O
Brasil detém cerca de 40% da 4rea mundial plantada com eucalipto, ¢ o quinto maior produtor
mundial de pasta de celulose e papel e possui os indices de produtividade mais altos do
planeta, gragas a qualidade unica dos programas brasileiros de melhoramento genético
(Neilson, 2000; FAO, 2003). Em 2004, e durante toda a tltima década, a pasta de celulose e o
papel constituiram-se, para a exportacao brasileira, no segundo ou terceiro mais importante
artigo industrializado produzido no pais, sendo superado apenas por automodveis e avioes,
dependendo do ano (AEB, 2006). Entre as centenas de espécies e hibridos existentes,
Eucalyptus grandis é uma das espécies de maior importancia comercial, utilizada como base
principal em varios programas de melhoramento genético ao redor do mundo, principalmente
por suas caracteristicas de rapido crescimento e alta densidade da madeira (Neilson, 2000;
FAO, 2003).

Em vista da relevancia do eucalipto para a economia brasileira, em fevereiro de 2002 foi
iniciado um projeto visando o seqiienciamento de todos os genes expressos de espécies-chave
desta arborea, intitulado GENOLYPTUS — Rede Brasileira de Pesquisa do Genoma de
Eucalyptus. Além do conhecimento do transcriptoma de Eucalyptus, com igual énfase, o
projeto possui como foco andlises genéticas a partir de diversos cruzamentos interespecificos,
marcadores moleculares, analises quimicas e fisicas da madeira, estudos bioquimicos e
fisiologicos, todos integrados por ferramentas de bioinformatica.

Junto ao sub-projeto direcionado a analise do transcriptoma, varias bibliotecas de cDNA

foram construidas a partir de diferentes tecidos, 6rgaos e plantulas de diferentes espécies de
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Eucalyptus, permitindo a geragdo, a partir do seqiienciamento dos clones de cDNA, de um
banco de dados com mais de 120.000 seqiiéncias validas depositadas. Na segunda fase do
projeto, o Laboratorio de Biologia Molecular Vegetal do Centro de Biotecnologia da UFRGS,
como um dos grupos integrantes do GENOLYPTUS, e juntamente com diversos outros
laboratorios, passou a exploracdo dos dados disponiveis. Desta forma, genes potencialmente
relacionados com alguma caracteristica especifica, como a resposta a estresses abioticos,
podem ser identificados na colegdo de ESTs (Expressed Sequence Tags, ou seqliéncias-marcas
de genes expressos) a partir da homologia de suas seqiiéncias ou pelo padrdo de suas
expressoes, € estudados para a comprovagao de suas fungdes. Os genes identificados poderao
ser, futuramente, utilizados para diversas finalidades como, por exemplo, o melhoramento de
plantas por meio de suas super-expressoes ou inibi¢des por transgenia, ou como marcadores
genéticos em programas convencionais de melhoramento.

Nesse contexto, o presente trabalho teve como principal objetivo identificar genes
potencialmente relacionados a resposta a deficiéncia hidrica em plantas de eucalipto e a
caracterizacdo funcional de pelo menos um dos clones identificados. Os objetivos especificos
foram:

- Realizar o levantamento bibliografico e selecionar, na literatura, genes candidatos,
potencialmente relacionados a resposta vegetal a seca;

- Recuperar, a partir da colecdo de plasmideos pSPORTI1 purificados do Projeto
GENOLYPTUS, o(s) clone(s) selecionado(s), e obter e caracterizar a(s) seqiiéncia(s)
completa(s) do(s) mesmo(s);

- Analisar a estrutura e o padrao de expressao do(s) gene(s) selecionado(s).

Assim, uma cuidadosa revisdo bibliografica, que constitui o Capitulo 2 da presente
Dissertagcdo, foi realizada visando identificar as principais classes de genes vegetais
potencialmente relacionadas com a resposta a deficiéncia hidrica. As classes de genes dos
principais candidatos selecionados codificam proteinas relacionadas com a sintese de
osmolitos como prolina (P5CS); sacarose (SPS); osmotina; poliaminas (ADC, ODC,
SAMDC); desidrinas (RAB18, XERO?2); fatores de transcricio (DREB1A, DREBIB,

DREB2A, DREB2B); e genes de uma importante cascata de sinalizagdo vegetal a deficiéncia
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hidrica (MAPKKK, MAPK). Maiores detalhes sobre todas estas classes de proteinas e genes
encontram-se no Capitulo 2.

A partir dos resultados de anotagdo automatica da potencial identidade funcional das
seqiiéncias depositadas no banco de dados do GENOLYPTUS (Laboratorio de Gendmica e
Expressao Génica, Universidade de Campinas, http://www.lge.ibi.unicamp.br/eucalyptus/;
Laboratorio de Bioinformatica, Universidade Catolica de Brasilia,
http://www.genoma.ucb.br/SistemaGenoma/, foram identificadas seqiiéncias unicas (singlets)
de ESTs ou grupos de seqiiéncias (clusters) potencialmente codificadores de proteinas de
Eucalyptus relacionadas as classes acima listadas (Anexo 1). Apods a reunido de todas estas
seqiiéncias disponiveis no banco de dados do GENOLYPTUS, foram selecionados clones de
cDNA potencialmente completos, isto ¢, caracterizados pela presenga do cddon de inicio de
traducdo ATG. Considerando que os cDNAs foram gerados a partir de oligonucleotideos com
complementaridade as caudas de poli(A), subentende-se que todos os produtos de sintese, ou a
sua maioria, possuem a regido 3’-terminal e, por conseguinte, os cédons de terminacao da
traducdo. Finalmente, clones representantes de duas classes de genes, MAPK e SAMDC, foram
investigados em maior profundidade. Os resultados destas analises constituem o foco principal

da presente Dissertagdo, descritos nos Capitulos 3 e 4.
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II- REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. A seca, a agricultura e a biotecnologia

As plantas estdo continuamente expostas a estimulos ambientais que influenciam seu
desenvolvimento, determinando alteracdes na produtividade das culturas agricolas. Os
estresses abidticos, tais como a seca, a salinidade e as temperaturas extremas sdo a causa
primaria de quebras de safra na agricultura mundial, reduzindo a produgdo das principais
plantagdes em mais de 50% (Boyer, 1982; de Vries, 2000). Uma das principais causas de
perdas de producao agricola mundial ¢ a indisponibilidade de agua, que pode ser devida a (i)
temperaturas excessivamente altas, que aumentam a evapotranspiragdo das plantas; (i)
temperaturas  excessivamente  baixas, pelo congelamento e, conseqlientemente,
indisponibiliza¢ao da agua; (iii) salinidade dos solos, que prejudica o equilibrio osmoético; ou
(iv) escassez de agua propriamente dita (Bohnert e Jensen, 1996). A seca reduz o crescimento
das plantas, afetando diretamente a produtividade ou mesmo, ocasionando suas mortes. Diante
da previsdo de um aquecimento global para as proximas décadas (IPCC, 2001), os eventos de
seca serdo, certa e preocupantemente, observados com maior freqiiéncia.

O desenvolvimento de novos genétipos de plantas mais tolerantes a periodos
prolongados de déficit hidrico sera essencial para que a agricultura continue alimentando e
vestindo a crescente populagdo mundial, bem como gerando empregos e movimentando
economias locais. O uso de técnicas agronomicas novas e tradicionais em programas de
melhoramento visando a reducdo das perdas na agricultura pela seca deveria ser prioridade
entre as estratégias governamentais de paises como o Brasil, onde ja se enfrentam condigdes

climaticas adversas e severos problemas na irrigagdo das lavouras. A introdu¢do em plantas de
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genes capazes de conferir a tolerancia ao estresse hidrico seria benéfica ndo s6 em condigdes
ambientais desfavoraveis, mas também em condi¢des ambientais ideais onde a necessidade de
irrigagdo seria menor, reduzindo drasticamente, portanto, os custos de producdo e o impacto
ambiental causado pelo excessivo consumo de agua.

Além das estratégias convencionais, os programas de melhoramento genético deveriam
investir na busca de genes capazes de adicionar caracteristicas de tolerancia a estresses
ambientais em plantas geneticamente modificadas para que novas cultivares em culturas como
a soja, com estreita base genética, também possam ser obtidas. Neste contexto, a biotecnologia
e, em especial, a biologia molecular, representa um importante recurso a ser explorado. O
conhecimento nessa area ainda ¢ incipiente, mas progressos na elucidagdo dos mecanismos de
tolerancia a seca em varias espécies, pelo estudo de genomas funcionais e proteomas,
fornecerdo informacgdes preciosas para o desenvolvimento de genotipos capazes de tolerar

periodos de déficit hidrico sem que a produtividade seja prejudicada substancialmente.

2. Respostas metabdlicas vegetais ao estresse hidrico

Durante a evolugdo das plantas, diferentes adaptagdes estruturais e funcionais surgiram
como estratégias de sobrevivéncia ao ambiente terrestre, que por vezes impde as mesmas
varias limita¢des hidricas. A maioria dessas modificacdes visa a manuten¢do do crescimento e
da reprodu¢do da planta em ambientes limitantes, para que ela possa ser capaz de responder
aos multiplos estimulos biodticos e abidticos a que esta exposta. Assim, estabeleceram-se
espécies vegetais com maior ou menor grau de tolerancia a periodos de déficit hidrico.

Na agricultura, estresses abioticos como frio, calor, luminosidade, intoxica¢do por
metais, excesso ¢ falta de agua, provocam uma série de modificagdes morfoldgicas,
fisiologicas, bioquimicas e moleculares nas plantas, capazes de afetar negativamente seu
crescimento e produtividade (Wang et al., 2001). A seca, a salinidade e temperaturas extremas
caracterizam estados de deficiéncia hidrica. Por estarem geralmente inter-relacionados, estes
estresses podem levar a danos celulares semelhantes como, por exemplo, estresse oxidativo e
perturbacdo do equilibrio osmdtico e io6nico das células (Wang et al., 2003).
Conseqiientemente, estas formas de estresse induzem a ativagdo de genes de vias de

sinalizagdo celular (Shinozaki e Yamaguchi-Shinozaki, 2000; Zhu, 2001) e de respostas
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celulares semelhantes como a producdo de proteinas de estresse, a super-expressdao de
substancias antioxidantes e o acimulo de solutos compativeis capazes de minimizar os danos
celulares (Cushman e Bohnert, 2000). Entretanto, alguns genes sdo especificamente expressos
em cada situagdo de estresse ou na combinagdo de uma ou mais destas situacdes (Rizhski et
al., 2002, 2004). Essas observagdes sugerem a existéncia de varias vias de sinalizacdo celular,
desde a percepgao do sinal até a expressao génica nos seus diferentes niveis.

Uma variedade de genes tem sido relacionada a resposta ao estresse hidrico em varias
espécies vegetais. Suas fungdes estdo envolvidas ndo s6 na protecdo das células contra a
deficiéncia de 4gua por meio da produgdo de proteinas metabolicas importantes, mas, também,
por alteracdes no potencial osmotico celular para aumentar a absor¢ao de agua, pelo controle
da acumulagdo de ions, pela metabolizagdo de compostos alterados pelo sinal de estresse e
pela regulacdo da expressao génica (Bray, 1993, 1997; Nepomuceno et al, 2000). A
identificacdo de genes especificos a cada tipo de resposta ao estresse hidrico tem sido
realizada principalmente por andlises de transcriptoma em diferentes espécies de plantas
submetidas a tratamentos de estresse como calor, frio e seca (Kreps et al., 2002; Seki et al.,
2002; Rizhski et al., 2004; Kawaguchi et al., 2004). As analises da expressao de multiplos
genes por microarranjos, especialmente para a planta modelo Arabidopsis thaliana, estio em
estagio avancado e tém contribuido significativamente para o entendimento dos tipos e da
quantidade de genes que sdo regulados pela deficiéncia hidrica (Seki et al., 2003, 2004).

Os padroes de regulacdo da expressdo dos genes induzidos pela desidratagdo sdo
complexos. Alguns genes respondem ao estresse hidrico rapidamente, enquanto outros sao
lentamente induzidos ou reprimidos. Genes de resposta precoce (early-response genes) sao
induzidos de forma muito rapida (em minutos) e geralmente transiente, enquanto que os genes
de resposta retardada (delayed-response genes) sdo ativados mais lentamente (em horas) e
apresentam expressao prolongada. A rapida inducdo € possivel porque ndo requer nova sintese
protéica. Esses genes geralmente sdo fatores de transcri¢do que, posteriormente, ativam os
genes de resposta retardada que, por sua vez, constituem a maioria dos genes responsivos ao
estresse. Isto sugere a existéncia de varias vias de resposta que inicialmente pareciam distintas,
mas que se tem revelado uma complexa rede de sinais regulatérios (Cheong ef al., 2002; Zhu,

2002).
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Em condi¢des naturais, as plantas estdo expostas a diversos estresses simultaneamente. A
existéncia de varias vias de resposta deve ampliar a capacidade de adaptacao as diferentes
combinagdes de estimulos. Além disto, parece que diferentes mecanismos de protecdo agem
nos diferentes estadios da perda de dgua (Hoekstra et al., 2001). Em uma analise comparativa
entre trés estudos de identificacdo de genes responsivos a seca por microarranjos em
Arabidopsis, Bray (2004) salientou que a baixa redundancia encontrada de genes com
expressao aumentada ou reprimida refletia os efeitos dos métodos de imposicdo de seca
adotados ao invés de um padrao de expressao geral de resposta ao estresse. Percebe-se, entao,
que as respostas desencadeadas variam de acordo com a origem, a severidade e a duracao da
auséncia de agua. No entanto, os efeitos do estimulo nas células sdo muito semelhantes.
Assim, para facilitar o entendimento da complexa rede de respostas celulares a seca, podemos
dividi-la em trés etapas: (i) a de percep¢do e transmissdo do estimulo agressor; (ii) a de
ativacao de fatores de transcrigdo; e por ultimo, (iii) a de ativagdo dos mecanismos especificos

de resposta ao estresse (Figura 1).
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Figura 1: A complexidade da resposta das plantas aos estresses abidticos. Os estresses
primarios como seca, salinidade, temperaturas extremas e poluidores quimicos estao
geralmente interconectados, levando a estresses secundarios e a danos celulares semelhantes.
Os sinais do estresse desencadeiam os processos de sinalizagdo e de controle da transcri¢ao
que, por sua vez, ativam os mecanismos de resposta ao estresse para restabelecer a
homeostase e proteger ou reparar proteinas e membranas danificadas. A resposta inadequada
em um ou mais passos da sinalizagdo e ativagdo génica pode resultar em mudangas
irreversiveis da homeostase celular e na destruigdo de proteinas funcionais e estruturais e de
membranas, levando a morte das células. (Adaptado de Wang et al., 2003).
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2.1 Percepcio vegetal do estimulo de estresse hidrico e sinaliza¢ao

Em situagdes de déficit hidrico, a percepcao do estresse pelas células vegetais representa
uma etapa-chave na aquisicdo de tolerancia ao mesmo. O resultado ¢ a ativacdo de uma
cascata de eventos moleculares que ¢ finalizada em véarios niveis de respostas fisiologicas,
metabolicas e de desenvolvimento (Bray, 1993). Entretanto, os sensores especificos e as rotas
de transmissdo dos sinais moleculares de percepcdo do estresse (signal-transduction
pathways) em plantas ainda ndo estdo muito bem conhecidos (Kacperska, 2004). Como os
modelos propostos para animais, leveduras e bactérias assemelham-se entre si, tem sido
sugerindo que, provavelmente, os sistemas vegetais de percep¢do de estresse também sejam
semelhantes aos da maioria dos seres vivos (Urao ef al., 1999). Os modelos de percepgao do
estresse que estdo sendo estabelecidos para vegetais superiores mostram que mudangas no
volume de células individuais dos 6rgdos submetidos a desidratacdo alteram o potencial de
pressdo (turgor) e o potencial osmdtico (concentracao) dessas células. Isto provoca alteragdes
na membrana celular e em varios de seus componentes, assim como na concentragao celular
de metabolitos. As alteragdes na conformagdo da membrana celular provocam, ainda,
mudangas em canais de transporte ativados por pressdo, modificam a conformacdo ou a
justaposi¢do de proteinas sensoriais criticas embebidas nas membranas celulares, e alteram a
continuidade entre a parede celular e a membrana celular (Bray, 1997; Hoekstra et al., 2001;
Zhu, 2002).

Diferentes osmosensores vém sendo estudados em plantas e, entre eles, os sistemas de
dois-componentes: histidina-cinases como, por exemplo, a ATHK1 de Arabidopsis (Urao et
al., 1999); a proteina sensora EnvZ e o regulador de resposta OmpR de leveduras (Shinozaki e
Yamaguchi-Shinozaki, 1997); e o osmosensor cinase tipo-receptor (receptor-like kinases)
NtC7 de tabaco (Tamura et al., 2003). Apos a percepcao do sinal de estresse hidrico por estes
tipos de osmosensores, a transmissdo primaria do sinal em plantas ocorre por diferentes
componentes. Alguns destes sinalizadores primarios como ions célcio, derivados de inositol,
acido fosfatidico (PA) e espécies reativas de oxigénio (EROs) assemelham-se aos mecanismos
de sinalizacdo de modelos animais ¢ de microrganismos. Porém outros, como aqueles que

envolvem acido abscisico (ABA), sdo exclusivos de organismos vegetais.
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A concentracdo citoplasmatica de calcio tem sido apontada como um dos principais
mensageiros secundarios responsaveis pela iniciagdo das cascatas de sinalizacdo em plantas e
pela regulacdao da abertura dos estdmatos (Chinnusamy et al., 2004). Como afirmado acima,
além da concentracdo de ions calcio, também tém sido relacionados com fungoes sinalizadoras
de estresse em plantas a fosfolipase C, que atua na producdo dos mensageiros secundarios
inositol di- (IP,) e tri-fosfato (IPs;; Zhu, 2002), relacionados com a liberacdo de célcio no
citoplasma, o acido fosfatidico (PA) e EROs (Boudsocq e Lauriere, 2005).

O hormonio vegetal ABA também ¢ considerado um importante mensageiro secundario
do estresse, relacionado com uma ja bem caracterizada via de transducdo de sinais. Em
condigdes de desidratagdo, o ABA ¢ sintetizado de novo e se acumula no citoplasma das
células. Acredita-se que existam receptores celulares internos e externos para ABA, embora
seja desconhecido a quantidade e o tipo de receptor (Bray, 1997; Xiong e Zhu, 2001). Muitos
dos genes responsivos a seca estudados até hoje sdao induzidos por fatores de transcricdo que
respondem ao acimulo de ABA, evidenciando o papel vital deste sinalizador (Koornneef et
al., 1998; Xiong et al., 2001; Xiong et al., 2002a). As respostas desencadeadas por esta rota
sdo lentas e, provavelmente, relacionadas a medidas de adaptacdo ao estresse (Shinozaki e
Yamaguchi-Shinozaki, 2000).

O estado de oxido-reducao (redox) de elétrons derivados da fotossintese, bem como das
moléculas carreadoras e aceptoras de elétrons e das moléculas sintetizadas e redox-ativas, tais
como EROs, também tém sido apontados como sinalizadores primarios de estresses em
plantas, j& que atuam como agentes reguladores do metabolismo (Foyer e Noctor, 2003).
Embora ainda sejam controversos os dados a respeito do papel regulador dessas moléculas
(Pfannschmidt, 2003), acredita-se que elas regulem a expressdo de varios genes ligados a
fotossintese, como revisado por Chaves e Oliveira (2004). Este processo seria um sistema de
retro-alimentacdo (feedback) da fotossintese em relagdo ao ambiente, ou seja, serviria para
ajustar a producao de energia ao consumo em situagdes de estresses como a seca.

Apo6s a percepcao da perda de dgua e a transmissao por mensageiros secundarios até
componentes do nucleo celular, um mecanismo sinalizador deve ser ativado para induzir (ou
reprimir) genes especificos de resposta. Devido ao acumulo citoplasmatico de céalcio diante do

estresse hidrico, a sinalizagdo via cinases (ou quinases) dependentes de calcio (CDPK, do
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inglés, calcium-dependent protein kinase) sao candidatas primarias na ativagdo de respostas.
Analises de plantas, leveduras e células animais transgénicas, estudos de expressdo de genes
responsivos a estresse € a caracterizacao da ativacdo de CDPK sugerem que alguns sinais de
Ca’" induzidos pelo estresse sdo percebidos e transmitidos pelas CDPKs (Urao et al., 1994;
Sheen, 1996; Saijo et al., 2000). Apesar das CDPKs constituirem uma ampla familia de
cinases codificadas no genoma de plantas, os genes-alvo especificos para a maioria delas ainda
sdo pouco conhecidos.

Outra importante cascata sinalizadora ¢ a das cinases ativadas por mitégenos (MAPK, do
inglés, mitogen-activated protein kinase), ja bem caracterizada em leveduras (Gustin et al.,
1998). Desde entdo, diversas cinases protéicas tém sido descritas como sendo ativadas por
estresse osmotico (Zhu, 2002). Além da sinalizacdo do estresse, as MAPKs também estio
envolvidas na sinalizagdo do desenvolvimento, hormonal e de estresses bidticos. Uma das
evidéncias mais fortes da intercomunicacdo das vias de sinalizacdo durante os diferentes
estresses abidticos em plantas vem dos estudos das cascatas de MAPK. O genoma de
Arabidopsis, por exemplo, codifica aproximadamente 60 MAPKKKs, 10 MAPKKs ¢ 20
MAPKSs. Em principio, os sinais percebidos pelas MAPKKKSs precisam ser transmitidos pelas
MAPKKSs para as MAPKs, o que possibilita essa interconexao dos sinais. Estudos sugerem
que as cascatas de MAPKs agem, portanto, como ponto de convergéncia na sinalizagdo do

estresse (Ichimura et al., 1998, 2000; Huang ef al., 2000a).

2.2 Controle da transcricio de genes vegetais em resposta ao estresse hidrico

Ap0s a percepcao do estresse e transmissdo dos sinais, uma série de genes deve ser
ativada para proteger as células e combater os efeitos danosos da falta de dgua. A ativacdo de
uma ou mais rotas de resposta ¢ finamente regulada por uma cascata transcricional. Analises
moleculares e gendmicas tém demonstrado que varios sistemas regulatérios de transcrigdao
estdo envolvidos na indugdo de genes responsivos a estresse. Diferentes grupos de elementos
cis presentes em regides promotoras e fatores trans sao conhecidos por estarem envolvidos na
transcrigdo desses genes, sendo alguns deles controlados por ABA e, outros, ndo. Assim, a

regulagdo da resposta ao estresse hidrico ocorre basicamente por intermédio dos sistemas
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ABA-dependentes ¢ ABA-independentes (Shinozaki e Yamaguchi-Shinozaki, 2000; Zhu,
2002).

Boudsocq e Lauriere (2005) sugeriram atualizagdes as vias de resposta ABA-
dependentes descritas anteriormente por Shinozaki e Yamaguchi-Shinozaki (1997), como
ilustrado na Figura 2, com uma via de ativacao direta da expressao génica (rota I), € uma via
que necessita da biossintese de fatores protéicos para a expressao dos genes-alvo (rota IT). Na
primeira via, os genes induzidos contém, em suas regides promotoras, os elementos cis ABA-
responsivos do tipo ABRE (ABA-responsive elements), caracterizados pela seqiiéncia
consenso PyACGTGGC. Foi demonstrado que fatores de transcrigio bZIP' do tipo
ABF/ABREB (ABRE-binding factor/ABRE-binding protein) podem ativar, por exemplo, o
promotor do gene responsivo a estresse rd294 de Arabidopsis pela ligagdo aos motivos ABRE
(Liu et al., 1998; Figura 2, rota I). Este sistema parece funcionar apenas apds o acumulo
endogeno de ABA. Além disto, essa ativagdo ¢ aumentada por modificagdes pos-
transcricionais como fosforilagdes (Uno et al., 2000). Na segunda via, os genes responsivos a
estresses possuem, em suas seqiiéncias promotoras, os elementos MYBR e MYCR,
reconhecidos pelas seqiiéncias A/TAACCA e C/TAACG/TG; e CANNTG, respectivamente.
Estes elementos cis sdo reconhecidos pelos fatores de transcrigdo MYB e MYC, os quais sdo
sintetizados somente ap6s a indugdo por ABA (Figura 2, rota II). Estes fatores estdo, portanto,
relacionados aos genes de resposta lenta ABA-induzidos (Shinozaki e Yamaguchi-Shinozaki,
2000).

Além das duas vias citadas acima, existem ainda outras duas vias de resposta ABA-
independentes (Figura 2, rotas III e IV). Por meio de estudos com mutantes de Arabidopsis
ABA-deficientes (aba) ou ABA-insensiveis (abi), verificou-se que varios genes de resposta a
estresse, como [ti78, cor78 e, inclusive, rd294, sao diretamente induzidos por seca, frio e
salinidade. Embora estes genes respondam a adi¢cdo de ABA exogeno, eles ndo necessitam

dele para serem ativados (Shinozaki e Yamaguchi-Shinozaki, 1996; Bray, 1997; Xiong et al.,

! Fatores de transcri¢do do tipo bZIP sdo proteinas diméricas que se caracterizam pela presenga de uma regido
carboxi- ou amino-terminal rica em aminoacidos basicos, importante para a ativacdo de outros fatores de
transcricdo e, mesmo, da RNA-polimerase II, e de uma regido rica em leucinas (Leu) e isoleucinas (Ile) a cada
sétima posicdo das a-hélices, importantes para a dimerizacdo dos fatores e conformagao para a ligagdo ao DNA.
Destas caracteristicas deriva a abreviatura bZIP (Zaha, et al., 2003; Lewin, 2001).
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2002b). Isto ocorre porque os promotores destes genes contém o elemento regulatorio cis DRE
(dehydration-responsive element, também conhecido por CRT, de C-repeat; Figura 2, rota
I1T), de seqiiencia-consenso CCGAC, no qual se ligam os fatores de transcri¢do conhecidos
como DREB (DRE-binding factor) ou CBF (C-repeat-binding factor). Os membros da familia
DREBI1/CBF, como DREBIB, DREBIC e¢ DREBIA (CBFl, CBF2 e CBF3,
respectivamente), pertencem & familia multigénica AP2/EREBP? ¢ sio, eles proprios, estresse-
induzidos. Para estes fatores, tem sido demonstrado um maior envolvimento em resposta ao
frio, enquanto que o fator de transcrigdo DREB2 ¢ induzido em resposta a seca (Liu et al.,
1998). Posteriormente, descobriu-se também uma proteina CBF4, que estaria relacionada a
resposta a seca (Haake et al., 2002), constituindo uma segunda rota independente de ABA
(rota IV).

Embora essa classificacdo em rotas distintas sugira independéncia entre as mesmas,
existem indica¢des da cooperacdo entre elas. Em ensaios de expressdo transiente, proteinas
CBF e DREB?2 interagiram com ABFs para maior ativa¢do do promotor de rd29A, indicando
uma intercomunicacdo entre as vias ABA-dependente e ABA—independente (Narusaka et al.,
2003). Além disto, a super-expressao de fatores tipo-CBFs levaram ao aumento de tolerancia
ao congelamento mas, também, a seca e a salinidade, refor¢ando esta interconexdo (Kasuga et

al., 1999; Haake et al., 2002; Oh et al., 2005).

* Fatores de transcrigdo do tipo AP2 sio especificos de plantas ¢ foram assim denominados pela presenga de
dominios de ligacio a DNA do tipo AP2. Foram primeiramente caracterizados no fator de transcrigdo
APETALA2, que contém dois desses dominios e estd envolvido no desenvolvimento vegetal (Jofuku et al.,
1994). A subfamilia AP2/EREBP contém apenas um desses dominios de ligagdo a DNA, e foi primeiramente
caracterizada por se ligar ao elemento de promotor GCC de resposta a etileno (Ohme-Takagi e Shinshi, 1995).
Esta geralmente estd envolvida em resposta a estresses abidticos e bidticos (Gutterson e Reuber, 2004).
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Figura 2: Regulacdo da expressdo gé€nica em resposta a seca e a salinidade: vias ABA-
dependente (I e II) e ABA-independente (III e IV), com a ligacao dos fatores de transcrigao
aos respectivos elementos cis. Alguns fatores, como ABF e DREB2, sdo diretamente
ativados pelo proprio estresse, enquanto outros, como CBF, necessitam ser sintetizados de
novo. (Adaptado de Boudsocq e Lauricre, 2005.)

2.3 Respostas adaptativas das plantas ao estresse hidrico

Por meio de uma fina regulagdo da transcricdo génica, grupos especificos de genes sao
ativados para acionar os mecanismos especificos de resposta ao estresse hidrico. Acredita-se
que muitos dos produtos de genes induzidos pelo déficit hidrico possam proteger as estruturas
celulares dos efeitos da perda de agua (Nuccio et al., 1999; Wang et al., 2003). Entretanto, a
expressdo dos genes durante o estresse ndo garante que um produto génico promova a
habilidade da planta em sobreviver ao estresse (Bray, 1993). A expressdo de alguns genes
durante o estresse pode, na verdade, ser resultado de ferimentos ou danos ndo relacionados ao

estimulo que a planta tenha sofrido durante este periodo, sendo, portanto, uma conseqiiéncia
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indireta. No entanto, alguns desses genes sdo necessarios para a tolerancia ao estresse, e a
acumulagdo dos produtos da expressdo deles pode se tornar uma resposta adaptativa (Bray,
1993, 1997) assim como a desativagdo da expressao de um gene pode, também, estar ligada ao
aumento da tolerancia ao estresse (Nepomuceno et al., 2000).

De forma geral, existem quatro mecanismos basicos de resposta ao estresse hidrico: (i) o
responsavel pela eliminacdo de radicais livres formados pelo desequilibrio fisioldgico da
célula; (i) o mecanismo relacionado a protecdo de estruturas celulares contra danos
provocados pelo estresse; (iii) o mecanismo relacionado a integridade das proteinas celulares;
e (iv) o mecanismo responsavel pela regulacdo osmotica da célula (revisado em Ramanjulu e
Bartels, 2002; Zhu, 2002; Boudsocq e Lauriére, 2005). Estes mecanismos basicos de resposta

serdo mais bem descritos a seguir.

2.3.1 Detoxificaciao

Em condi¢des sub-6timas de funcionamento, ou seja, sob estresse, diferentes rotas
metabolicas podem ser afetadas, resultando na desestabiliza¢do do equilibrio redox em véarias
organelas celulares, como os cloroplastos. Este processo, inevitavelmente, leva a formagao de
espécies com radicais de oxigénio altamente reativos (EROs), tais como O, H,O, e OH,
devido ao aumento do fluxo de elétrons das rotas de redugdo de oxigé€nio prejudicando, em
especial, o sistema fotossintetizante (Price et al., 1989; Mittler, 2002). Estes compostos
oxidantes atacam a maioria das macromoléculas celulares, causando danos ao DNA e afetando
a sintese e a estabilidade de proteinas, o que leva a disfungdes metabolicas e morte celular.

Para combater o estresse oxidativo, as plantas desenvolveram vdrias estratégias
antioxidantes para eliminar estes compostos toxicos. Algumas das alternativas conhecidas sao
as mudancas no fluxo de metabolitos por diferentes vias, a supressao das vias que envolvem a
producao de EROs durante o estresse e a indugdo de varios genes de defesa, como as proteinas
de choque térmico (heat shock proteins ou HSPs) e enzimas de detoxificagdio (ROS
scavengers; Vierling, 1991; Mittler, 2002). Entre os antioxidantes, incluem-se enzimas como
catalases, superoxido-dismutases (SOD), ascorbato-peroxidases (APX), glutationa-S-
transferases e glutationa-redutases, assim como moléculas ndo enzimaticas, tais como

ascorbato, glutationa, carotenodides e antocianinas (revisado em Bohnert ¢ Shevelava, 1998;
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em Mittler, 2002). Além destes, acredita-se que compostos como osmolitos, proteinas e
moléculas anfifilicas (por exemplo, peroxirredoxina e tocoferol) possam atuar, também, como
antioxidantes (Wang et al., 2003). A interacdo entre os sinalizadores antioxidantes e seus
antioxidantes, especialmente o acido ascorbico, ¢ apontada por Pignocchi e Foyer (2003)
como um fator-chave na regulagdo do crescimento vegetal e das respostas de defesa aos

estresses bidticos e abioticos.

2.3.2 Osmoprotecio

Para combater o estresse osmotico, certas plantas, algas marinhas, bactérias e outros
organismos acumulam substincias atoxicas no citoplasma de suas células, os osmoprotetores.
Estes sdo compostos também denominados de solutos compativeis porque, mesmo em
concentragdes elevadas, eles ndo inibem a atividade de enzimas e, tampouco, interferem na
estrutura celular (Hoekstra et al., 2001). A fungdo primaria dessas substancias é a de aumentar
a pressao osmotica e, desta forma, manter o turgor e a entrada de 4gua nas células, reduzindo a
maior perda de agua. Alguns estudos t€ém indicado que estes solutos também poderiam agir
como antioxidantes ou, mesmo, chaperonas quimicas, pela estabilizacdo direta de membranas
e/ou proteinas (Shen et al., 1997; Smirnoff, 1998; Wang et al., 2003). Como as membranas
apresentam um papel central em varias fungdes celulares, ¢ crucial para a sobrevivéncia da
planta o impedimento de danos ou o reparo dos mesmos nestas estruturas. Neste sentido, os
osmoprotetores sdo fundamentais, pois agem mantendo a integridade das membranas durante a
desidratagao e re-hidratagao.

Os solutos compativeis, ou osmolitos, podem ser separados em trés grandes grupos:
aminoacidos, aminas quaternarias e polidis/agucares. Entre os aminoacidos mais estudados
com estas propriedades estd a prolina, sintetizada a partir do glutamato via acido glutamico-y-
semialdeido (GSA) e Al-pirrolina-5-carboxilato (P5C). A P5C-sintase (P5CS), uma das
enzimas-chave neste processo de biossintese, catalisa a conversao de glutamato para P5C que,
em seguida, ¢ reduzido pela P5C-redutase (PSCR) em prolina. Na reagdo reversa, como um
sistema de retro-alimentagdo, a prolina ¢ convertida em glutamato via PSC e GSA com o
auxilio da prolina-desidrogenase (ProDH) e da P5C-desidrogenase (PSCDH; Kavi Kishor et
al., 1995; Hur et al., 2004).
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Compostos de amonia quaternaria e compostos funcionalmente similares, os sulfonicos
terciarios, contém 4atomos de nitrogénio ou enxofre completamente metilados,
respectivamente, criando uma carga positiva permanente nas porgoes de N e S (Yeo, 1998).
Um representante deste grupo ¢ a glicina-betaina, um osmolito que age diretamente na
estabilizagdo de proteinas e de complexos protéicos relacionados ao sistema fotossintetizante.
Devido as suas propriedades, a glicina-betaina constitui um verdadeiro osmoprotetor. Sua via
biossintética ocorre nos cloroplastos e ¢ curta: colina-monooxigenase (CMO) converte colina
em aldeido-betaina que, por sua vez, ¢ convertido pela aldeido-betaina-desidrogenase (BAHD)
em glicina-betaina (Burnet ez al., 1995). Algumas plantas economicamente importantes, como
arroz, soja e batata, ndo sdo capazes de acumular quantidades significativas desta substancia.
Outros compostos osmoprotetores deste grupo sdo a prolina-betaina, a B-alanina-betaina, a
colina O-sulfato e o composto sulfonico terciario dimetilsulfopropionato (Rhodes e Hanson,
1993).

Em algumas plantas, a sintese de polidis ¢ desencadeada em resposta ao estresse
osmotico, levando a um significativo acimulo celular de diferentes substancias como trealose,
glicerol, manitol, sorbitol, D-onitol, pinitol e sacarose. Estes compostos sdo derivados de
agucar-fosfatos por redugdo e defosforilagao (Nuccio et al., 1999). O manitol, por exemplo, ¢
sintetizado a partir de frutose-6-fosfato pela acdo da manitol-1-P-desidrogenase NADPH-
dependente. A trealose, considerada um dos mais efetivos osmoprotetores em termos de
concentracdo minima requerida, ¢ sintetizada a partir de glicose-6-fosfato e uridina-
difosfoglicose (UDPG) pela enzima trealose-6-P-sintase, que converte estes substratos em
trealose-6-fosfato. Este produto €, depois, convertido em trealose pela trealose-6-P-fosfatase
(Nuccio et al., 1999).

Uma das principais fungdes apontadas para os agucares durante déficit hidrico moderado
¢ o0 ajuste osmotico promovido pela diminui¢do do potencial hidrico. Exemplos disto estdo em
plantas de ressurreicao (do inglés, resurrection plants) como Craterostigma plantagineum e
plantas sensiveis a seca, como espinafre (Spinacea oleracea), que aumentam a sintese de
sacarose durante o déficit hidrico (Ingram e Bartels, 1996). Diante de quadros de seca mais
severos, os agucares podem substituir a dgua associada a macromoléculas das membranas

mantendo sua integridade estrutural (Chaves e Oliveira, 2004). Outra interessante forma dos
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agucares protegerem as células durante a desidratagdo ¢ pela formacdo de estruturas vitreas.
Ao invés da cristalizagao de solutos, a presenga de agucares produz um liquido supersaturado,
com propriedades mecanicas de um sélido (Koster, 1991; Hoekstra et al., 2001). Este tipo de
estrutura tem sido associado com a manutencdo da viabilidade de sementes de milho
(Williams e Leopold, 1989). Entretanto, um estudo mais recente em leveduras concluiu que
alguns polidis devem exercer dupla fungdo na protecdo contra o estresse, facilitando o ajuste
osmotico mas, também, auxiliando no controle do redox celular, o que poderia explicar seu
efeito protetor observado mesmo sob concentragdes osmoticas insignificantes (Shen et al.,
1999).

Outro grupo de moléculas relacionadas ao estresse hidrico € o das poliaminas, que sao
polications de baixa massa molecular. Em plantas, elas estdo envolvidas em uma série de
processos biologicos tais como crescimento, desenvolvimento e resposta a estresses abioticos
(Evans e Malmberg, 1989; Kumar et al., 1996; Watson et al., 1998). Devido a sua natureza
policationica em pH fisiologico, elas sdo capazes de se ligar a varias moléculas negativamente
carregadas tais como DNA, proteinas livres, proteinas e fosfolipidios de membranas e
polissacarideos pécticos. Também foi demonstrado o seu envolvimento na fosforilacdo de
proteinas, em modificagdes poOs-transcricionais € na transi¢do conformacional do DNA
(revisado em Martin-Tanguy, 2001). As principais formas de poliaminas acumuladas em
vegetais sdo putrescina, espermidina e espermina. A putrescina pode ser produzida
diretamente a partir de ornitina, via ornitina-descarboxilase (ODC), ou indiretamente, a partir
de arginina pela arginina-descarboxilase (ADC). A putrescina €, entdo, convertida em
espermidina e espermina pela adicdo de grupos poliamino da S-adenosilmetionina
descarboxilada (dcSAM). Esta ¢ produzida a partir de S-adenosilmetionina (SAM) pela agao
da S-adenosilmetionina-descarboxilase (SAMDC; Walden et al., 1997; Martin-Tanguy, 2001).
Em um estudo de andlise de expressdo génica diferencial em arroz, foi demonstrado que a
SAMDC, uma enzima-chave e, possivelmente, limitante da via biossintetizante, ¢ regulada por

varios estresses, incluindo tratamentos de seca e ABA (Li e Chen, 2000).
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2.3.3 Chaperonas

Além dos osmoprotetores acima citados, uma outra classe de moléculas, as chaperonas,
também tem importante papel na protecdo de estruturas celulares durante o estresse. Essas
podem ser chaperonas de baixo peso molecular ou proteinas do tipo LEA (do inglés, late
embryogenesis abundant proteins) e desidrinas (do inglés, dehydrins).

Proteinas do tipo HSP foram identificadas pela primeira vez em respostas ao estresse de
calor. Desde entdo, a expressao de diversas classes de HSP tem sido descrita em eucariotos,
inclusive em plantas, em condi¢des de estresse hidrico, salino, oxidativo e de baixa
temperatura (Harndahl er al., 1999; Wang et al., 2003). Altamente conservadas, essas
proteinas sdo designadas pelas suas massas moleculares aproximadas em kDa, divididas em
cinco familias: HSP100, HSP90, HSP70, HSP60 e HSPs (small heat-shock proteins), que
variam entre 12 a 40 kDa (Vierling, 1991). Elas participam de varios processos celulares como
sintese, transporte, maturacdo e degradacdo de proteinas em diferentes tecidos e estadios de
desenvolvimento. A maior parte delas provavelmente funciona como chaperonas, atuando,
principalmente, na manutencdo do correto dobramento de substratos desnaturados para a
posterior renaturagdo pela rede de chaperonas, e na prevencdo da desnaturacdo de outras
proteinas, minimizando a agregacdo de proteinas ndo-nativas e removendo estas da célula
(Vierling, 1991; Feder ¢ Hofmann, 1999; Wang et al., 2003). Apesar de algumas HSPs serem
normalmente produzidas pela célula, acredita-se que elas desempenham importante papel na
tolerancia ao estresse osmotico, uma vez que ha um aumento na produgdo destas proteinas
durante situagdes de estresse. Trabalhos com plantas transgénicas silenciadas ou super-
expressando uma ou mais HSP, corroboram para esta afirmagdo (Malik et al., 1999; Héarndahl
et al., 1999; Sun et al., 2001). Como o estresse promove a desnaturacdo e a agregagao de
proteinas, uma maior sintese de HSPs ajudaria na prote¢do das proteinas tanto durante o
estresse osmotico como na reidratacdo (Zhu et al., 1997).

As LEAs foram identificadas, pela primeira vez, como proteinas codificadas por genes
expressos durante as fases de maturagdo e dessecagdo de sementes (Bray, 1993; Zhu et al.,
1997). Atualmente, muitas proteinas do tipo LEA tém sido encontradas em um amplo nimero
de espécies vegetais em resposta a falta de agua promovida pela dissecacdo propriamente dita,

pelo frio e por outras formas de estresse osmotico. Elas podem ser categorizadas em, no
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minimo, seis subgrupos, baseados na seqiiéncia de aminoacidos e na sua cinética da expressao
(Dure, 1993; Ingram e Bartels, 1996). Apesar da sua func¢do de protecdo das estruturas
celulares, possivelmente, esse grupo diverso de proteinas serve a mais de uma simples fungao
(Zhu et al., 1997). Devido a sua natureza extremamente hidrofilica, as provaveis fungdes das
proteinas LEA sdo, além da manutengdo da estabilidade de macromoléculas e membranas
(chaperonas), o seqliestro de ions e a ligagdo a moléculas de agua (Dure, 1993; Ingram e
Bartels, 1996, Bray, 1997; Cushman e Bohnert, 2000). Dentre as diferentes LEAs, duas
classes estdo diretamente relacionadas com respostas a estresses, sendo a HVA1 um exemplo
de uma LEA responsiva ao estresse hidrico (Xu et al., 1996). Outra proteina LEA, do grupo 2,
denominada desidrina, RAB, ou D-11, também foi identificada em resposta a diferentes
estresses como desidratagdao ou frio (Close, 1997), assim como durante a maturagdo de
sementes (Bray, 1997). Acredita-se que as desidrinas, assim como outras chaperonas, atuem
na protecdo de proteinas contra agentes desnaturantes pelo seqiiestro de ions e reposi¢ao de
pontes de hidrogénio, ajudando, assim, na estabilizacdo de membranas (Chaves e Oliveira,
2004). Também tem sido considerado o papel de surfatantes a estas proteinas, prevenindo a
coagulagdo de varias macromoléculas (Close, 1997).

Entretanto, a super-expressao de proteinas LEA nem sempre ¢ suficiente para conferir a
tolerancia a seca em plantas (Iturriaga et al., 1992). Quando, porém, varios genes que
codificam de LEAs (genes COR, rd294, kinl, cor6.6/kin2, corlSa, cor4d7/rd17 e erdl() sdo
simultaneamente ativados por um fator de transcricdo (CBF1 ou DREBIA) e expressados
(Jaglo-Ottosen et al., 1998; Kasuga et al., 1999), as plantas adquiriam tolerancia, sugerindo

que LEAs devam funcionar sinergisticamente com outros membros.

2.3.4 Osmorregulagio

Uma das mais bem documentadas respostas fisioldogicas/moleculares ao déficit hidrico
em plantas ¢ a habilidade de algumas espécies ajustarem osmoticamente suas células. Durante
a seca, plantas superiores ativamente acumulam aglcares, acidos organicos e ions no citosol
para diminuir o potencial osmotico e, conseqiientemente, manter o potencial hidrico e o turgor
de suas células proximo do nivel 6timo (Bray, 1993, 1997). Quando o turgor ¢ mantido,

processos como condutancia estomatica, taxa de assimilacdo de CO, e expansdo dos tecidos
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sdo total ou parcialmente mantidos (Nepomuceno et al., 1998). Mudancas no potencial
osmotico causadas pela concentracdo de solutos, resultante da perda de agua e aquelas
causadas pela acumulagdo ativa de solutos sdo distintas. Na auséncia de acumulacdo de
solutos, o potencial osmotico ¢ inversamente relacionado com o volume osmotico. Redugdes
no potencial osmdtico ocorrem pelo aumento na concentragdo de solutos presentes na célula
targida. O ajuste osmotico, portanto, ocorrera somente se houver a acumulacdo ativa de
solutos, propiciando, em varias espécies, o aumento na capacidade de tolerar periodos curtos
de seca (Guo e Oosterhuis, 1997). Desta forma, observa-se que algumas espécies vegetais com
alta capacidade de ajuste osmotico, em geral, toleram melhor a seca, o que tem sido
relacionado com a diminui¢ao do potencial osmético e com a retengdo de agua (Jamaux et al.,
1997). Entretanto, a geragdo de moléculas capazes de capturar e inativar radicais livres pode,
também, ser uma das causas da redu¢do do potencial. Assim, a real fun¢do do ajuste osmotico
poderia estar potencialmente ligada a eliminacdo de radicais livres, mas, também, gerando
como funcao adicional, a reten¢do de agua (Hare e Cress, 1997; Hoekstra ef al., 2001).

Para a manuten¢ao das fungdes celulares sob estresse, a homeostase i0nica também deve
ser restaurada. Como altas concentracdes de fons, como Na', inibem muitas enzimas, é
necessario evitar seu acumulo citoplasmatico ou no interior de outras organelas que ndo os
vactolos. Além disto, esta compartimentalizagdo dos ions nos vacuolos também auxilia na
restauracdo da homeostase osmética (Zhu, 2001). A regulagdo do potencial osmdtico e a
compartimentalizagdo de ions ocorre as custas do gradiente eletroquimico de H' e do controle
integrado de diferentes ATPases e de outros transportadores associados com membranas
celulares (Bray, 1993). Alguns destes transportadores sdo proteinas de estrutura semelhante a
tubular, que atravessam as membranas celulares. Membros dessa familia de proteinas, também
chamadas de aquaporinas, formam importantes canais agua-especificos para ions ou solutos
(Bray, 1993, 1997), como observado com a proteina y-TIP (do inglés, tonoplast intrinsic
protein), que forma canais agua-especificos quando expressa em células modelo de oocitos de
Xenopus. Durante o estresse, a medida que as proteinas-canal acumulam-se no tonoplasto
(membrana do vacuolo), o movimento da dgua e dos solutos do vactiolo para o citoplasma ¢
promovido, alterando tanto o teor de d4gua quanto o potencial osmoético do citoplasma (Maurel

et al., 1993). Yamada et al. (1995) identificaram transcritos (mRNA) para proteinas do tipo
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MIP (do inglés, major intrinsic proteins), cuja abundancia muda sob estresse de salinidade em
plantas de gelo (Mesembryanthemum crystallinum), que sdo adaptadas ao crescimento sob
altos niveis de sédio, seca intensa e baixas temperaturas. Essas MIPs demonstram homologia
com aquaporinas de plantas que foram encontradas, principalmente, em células envolvidas no
fluxo hidrico, tais como as da epiderme da raiz, as de pontas de raiz, e as de areas circundantes
as células do xilema em raizes (Bohnert et al., 1995). Canais de agua facilitam o fluxo hidrico
ao longo do gradiente osmotico existente, aumentando, assim, a reten¢do de dgua em locais de

alta densidade de agentes osmoticos.

3. Melhoramento de plantas para a tolerancia a seca

Entre as ferramentas hoje disponiveis para a obtengdo de cultivares tolerantes a seca
encontra-se a transgénese vegetal. Diferente do melhoramento convencional e de programas
de selegdo assistido por marcadores, a introdugdo de genes ¢ uma técnica promissora € mais
precisa, constituindo uma poderosa ferramenta a disposi¢do dos melhoristas para a introdugao
de caracteres de interesse em plantas.

As estratégias tradicionais de melhoramento utilizam a variabilidade genética de
germoplasmas vegetais por meio de hibrida¢des interespecificas ou intergenéricas, por
mutacdes induzidas ou variagdo somaclonal de células e tecidos. Esses métodos t€ém permitido
a obtencdo de sucesso pouco expressivo em relagdo a tolerancia a estresses abiodticos, devido a
complexidade dos genoétipos relacionados a tolerancia a estresses abiodticos e a dificuldade no
estabelecimento de critérios de selecdo apropriados para isso (Flowers e Yeo, 1995; Bruce et
al., 2002). Do ponto de vista pratico, ¢ muito dificil a imposicao de estresse de seca em nivel
de campo, de forma controlada e reproduzivel, as grandes populagdes de plantas normalmente
usadas em programas de melhoramento. Monitoramentos abrangentes do crescimento e de
parametros fisioldgicos raramente t€m sido usados para selecionar plantas mais produtivas em
ambientes com déficit hidrico (Basnayake et al., 1995). Além disto, depois de identificados os
locus de caracteristicas quantitativas (QTLs, do inglés, quantitative trait loci) desejaveis, a
selecdo destes pode exigir muitos cruzamentos para restaurar os tragos de interesse como o
rendimento de graos ou a producdo de biomassa na época da colheita, junto com os tragos de

tolerancia introduzidos (Cushman e Bohnert, 2000).
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Na ultima década, a maioria dos trabalhos de engenharia genética, que obtiveram
sucesso para uso na agricultura, estava direcionada para a resisténcia a estresses bidticos ou
para propriedades tecnoldgicas (Sonnenwald, 2003). A grande maioria dos estudos
relacionados com a tolerancia a estresses abidticos, mais especificamente com a seca, ainda
esta restrita a fase laboratorial. Entretanto, os recentes avangos nessa area sugerem que um
rapido progresso sera possivel em um futuro proximo, alcancando amplo impacto econdmico
na agricultura mundial. Acredita-se que mesmo pequenas melhoras na tolerancia a seca ou no
uso mais eficiente da agua em plantas economicamente importantes, resultariam em
consideravel impacto econdomico (Chaves e Oliveira, 2004).

Considerando que uma ampla e importante estratégia adaptativa das plantas ao estresse €
a contencdo do crescimento, um dos maiores desafios da biotecnologia ¢ o desenvolvimento
de plantas que sejam, simultaneamente, capazes de tolerar condigdes adversas e de manter
uma producdo razoavel de biomassa sob estresse (Mitra, 2001). O balango 6timo entre a
conservacdo de agua e a absorcao de carbono pode ndo ser alcangado pela variagdo de uma
unica resposta mas, possivelmente, pela combinacdo de diversas respostas diferentes a um
nivel que equivale a severidade e a dura¢ao do déficit hidrico. Assim, um enfoque reducionista
tera sucesso limitado no desenvolvimento de variedades tolerantes a seca. A maior limitacdo
deste tipo de melhoramento genético ainda ¢ o conhecimento insuficiente sobre as bases
fisiologicas, moleculares e genéticas das respostas das plantas ao déficit hidrico. Portanto,
trabalhos como os descritos anteriormente, que visam a caracterizagdo de genes, gendtipos e
respostas fisiologicas especificas relacionadas com a seca, sdo de extrema importancia.

Para a conferéncia da tolerancia a seca, as atuais estratégias da engenharia genética
consistem na transferéncia de um ou mais genes envolvidos em alguma das etapas de respostas
metabolicas ao estresse, desde a percepcdo até as respostas mais especificas. Os principais
resultados obtidos pela expressao transgénica de diferentes genes em relacdo a tolerancia a

seca, apresentados nos topicos a seguir, encontram-se resumidos na Tabela 1.
3.1 Alteracdes na percepcio, sinalizacdo do estimulo e no controle transcricional

Visando a produg@o de plantas mais tolerantes a multiplos estresses abidticos, muitos

trabalhos de transgenia tém sido focados na expressdo constitutiva ou estresse-induzida de
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fatores de transcri¢do ou de elementos envolvidos nas vias de sinalizagdo celular (Tabela 1.1 e
1.2). A super-expressdo de fatores de transcricdo representa uma estratégia promissora por
permitir a ativagdo simultanea de varios genes de resposta ao estresse a partir da transferéncia
de apenas um gene, como demonstrado por Jaglo-Ottosen ef al. (1998) e Kasuga et al. (1999)
para plantas de Arabidopsis. No entanto, as primeiras tentativas que resultaram em evidente
sucesso na aquisicao de tolerancia a seca, falharam em desenvolver plantas morfologicamente
normais devido a expressdao constitutiva dos transgenes. Quando Liu ef al. (1998) super-
expressaram o gene codificador do fator de transcricdio DREBIA sob a regulagdo do forte
promotor 35S do virus do mosaico da couve-flor (CaMV) em Arabidopsis, eles observaram
uma maior tolerancia a desidratagdo do que plantas ndo-transformadas, mas as plantas
apresentaram anormalidades no seu crescimento na auséncia do estresse. Da mesma forma,
tomates transgénicos super-expressando CBF1 constitutivamente também demonstraram
resisténcia ao estresse hidrico, embora algumas plantas apresentassem o fendtipo ando na
auséncia de estresse (Hsieh et al., 2002a)

Essa dificuldade incentivou a busca por promotores tecido-especificos ou mesmo
induziveis pelo estresse (Tabela 1). Kasuga et al. (1999) compararam a expressao constitutiva
de DREB1A em plantas com a expressao dirigida pelo promotor do gene rd294 (induzido por
estresse), e concluiram que esta Gltima estratégia permitia minimizar os efeitos negativos no
crescimento das plantas, ndo alterando, porém, a tolerancia a desidratagdo e outros fatores.
Recentemente, Kasuga et al. (2004) super-expressaram em plantas transgénicas de tabaco o
gene DREBIA sob o controle do promotor estresse-induzido derivado do gene rd294, e
confirmaram seus resultados anteriores, com plantas mais tolerantes a seca e ao frio e com
crescimento normal. Da mesma forma, Pellegrineschi et al. (2004) alcangaram bons resultados
super-expressando em trigo o gene para DREBIA de Arabidopsis com o promotor de rd29A,
indicando que a combinagao deste fator de transcricdo com um promotor induzivel pode ser de
grande utilidade para o melhoramento de varias espécies de plantas transgénicas mais
tolerantes a estresses ambientais. Além deste fator de transcricdo, alguns outros também vém
sendo testados com conclusdes semelhantes (Haake et al., 2002; Kang et al., 2002; Abe et al.,

2003; Mattana et al., 2005; Fujita et al., 2005; Zhang et al., 2005a).
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As vias sinalizadoras vegetais ao déficit hidrico também representam um excelente alvo
para a tentativa de ativacdo global de respostas celulares ao estresse. Saijo et al. (2000)
investigaram a funcdo de OsCDPK7, uma cinase dependente de calcio, e observaram que a
super-expressao em plantas de arroz conferia a tolerancia a seca e a salinidade, provavelmente
pela indu¢do do acumulo de proteinas do tipo LEA sem, no entanto, afetar o desenvolvimento
e a fertilidade das plantas. Em um outro estudo, agora em milho, sobre a expressao da
proteina-cinase 1 (NPK1), uma proteina do tipo MAPKKK de tabaco sob o controle de um
promotor constitutivo, Shou et al. (2004) verificaram um aumento na tolerancia a seca. Estas
plantas de milho produziram graos com qualidade e quantidade similar aqueles produzidos em
condi¢des de boa irrigagdo. Os autores concluiram que a proteina induz um mecanismo de
protecdo da maquinaria fotossintética da planta contra os danos da desidratacdo. Outro
exemplo ¢ a super-expressdo de uma OsMAPKS (MAPKS de Oryza sativa) em arroz, que
resultou em maior tolerdncia a estresses de seca, sal e frio, enquanto que a sua supressao, por
RNA de interferéncia (RNAI1), levou a resisténcia a estresses bidticos (Xiong e Yang, 2003).

Uma outra estratégia para conferir tolerancia ao estresse hidrico foi testada por Qin e
Zeevaart (2002). Eles geraram plantas transgénicas de tabaco capazes de super-expressar
constitutivamente, ou por inducdo, o gene PvNCEDI, que codifica uma enzima de clivagem
de 9-cis-epoxicarotendides fundamental a sintese de ABA. O ABA, por sua vez, induz varios
genes relacionados a resposta a estresses ambientais. Assim, pela manipulagdo dos niveis
endogenos de ABA e de acido fasé€ico, plantas mais tolerantes a seca foram obtidas.

A manipulacdo da via de resposta modulada por ABA representa uma promissora
estratégia para geracdo de plantas tolerantes a seca. Em um recente estudo, conduzido por
Wang et al. (2005), plantas de canola foram transformadas com o gene ERA1, que codifica a
subunidade B da farnesiltransferase (AtFTB) de Arabidopsis, uma enzima que modula um
regulador da sensibilidade a ABA. Os autores, que primeiramente comprovaram o aumento da
resposta a ABA em Arabidopsis através da repressdo das subunidades o e f da enzima,
geraram plantas transgénicas com uma construcdo anti-senso de ERAI1 sob controle do
promotor de rd29A4, que ¢ induzido por seca. As linhagens com maior sensibilidade a ABA
foram testadas a campo, em condi¢des de limitagdo hidrica, durante trés anos consecutivos.

Em comparagdo a canola nao transformada, as plantas apresentaram uma redug¢ao significativa
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na condutancia estomatal e na evapotranspiragao sob condigdes de estresse moderado. Além
disso, as plantas transgénicas apresentaram desenvolvimento normal e, apesar da aplicagdo do
estresse durante o critico periodo de florescimento, produziram mais graos do que a planta
controle. Na auséncia de estresse, a producao foi equivalente a linhagem nao transformada. Os
autores concluiram que o resultado positivo foi devido a utilizagdo de um promotor induzido
pelo estresse, que torna a hipersensibilidade a ABA condicional e reversivel em periodos de

irrigagdo satisfatoria.

3.2 Alteracdes em genes funcionais e estruturais

Alguns dos diferentes genes ja descritos como responsivos ao estresse hidrico e que
estdo sendo testados para o melhoramento de plantas mais tolerantes estdo envolvidos na
codifica¢do de protetores funcionais, como antioxidantes; estruturais, como osmoprotetores ¢
chaperonas; ou ainda na codificacdao de proteinas relacionadas ao ajuste osmotico das células.
Nesse sentido, alguns resultados importantes vém sendo obtidos (Tabela 1.3, 1.4, 1.5 e 1.6).

A protecdo contra o acumulo excessivo de EROs tem sido alcangada pela super-
expressao do gene de uma aldeido-desidrogenase ja presente em Arabidopsis (Sunkar et al.,
2003). As linhagens transgénicas de Arabidopsis exibiram maior tolerancia quando expostas a
desidratacdo, assim como a outros estresses (sal, metais pesados e H,O,). Além disto, as
plantas transgénicas apresentaram menor acumulo de aldeidos toxicos derivados da
peroxidacao de lipidios. Estudos anteriores envolvendo a manipulag¢do de antioxidantes, como
a manganés-superoxido-dismutase (MnSOD) e a aldose/aldeido-redutase (MsALR), também
resultaram em plantas de alfafa e tabaco mais tolerantes e produtivas em condigdes de
escassez de agua (McKersie et al., 1996; Oberschall et al., 2000). No entanto, outras
condi¢des e tipos de estresse também deveriam ser testados, uma vez que existem indicativos
que a manipulagdo de enzimas de detoxificacdo poderia aumentar a suscetibilidade a estresses
bioticos (Xiong et al., 2002a).

A manipulac¢do de genes para o aumento de osmoélitos como manitol, frutanos, trealose,
onitol, prolina ou glicina-betaina, entre outros, pode aumentar a resisténcia a seca, embora as
razdes para isto ainda ndo estejam bem entendidas (Ramanjulu e Bartels, 2002). Um exemplo

de maior tolerancia conferida pela transgenia a plantas ¢ a super-indu¢do do actimulo de
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prolina em tabaco. Estas plantas acumularam maior biomassa nas raizes e apresentaram
melhor desenvolvimento das flores em condigdes de estresse hidrico do que as nao
transformadas (Kavi Kishor et al., 1995). Da mesma forma, foi observado um aumento de
biomassa em plantas de arroz transformadas com o mesmo gene (Zhu et al., 1998).

O acumulo de acgticares como frutanas, manitol e D-ononitol, também foi induzido para
aumentar a tolerancia ao déficit hidrico em plantas (Pilon-Smits ef al., 1995, 1998; Sheveleva
et al., 1997, Tabela 1.4). Apesar de interessante, a super-expressao de osmolitos
freqiientemente levou a alteragdes indesejaveis ao crescimento vegetal. Sheveleva et al. (1998)
super-expressaram um cDNA codificador da sorbitol-6-fosfato-desidrogenase (Stpd1) de maga
em tabaco e verificaram um acumulo variavel de sorbitol. Niveis celulares mais elevados desta
enzima provocaram severos danos fenotipicos, inclusive infertilidade. Mais recentemente,
Abebe et al. (2003) desenvolveram plantas de trigo mais tolerantes a estresses hidrico e salino
pela expressdo ectopica do gene da manitol-1-desidrogenase (m¢/D) de E. coli. Embora as
quantidades de manitol acumuladas fossem muito baixas para proporcionar um ajuste
osmotico, as plantas apresentaram fendtipos mais tolerantes e desenvolvimento normal. Por
outro lado, linhagens com concentragdes mais altas apresentaram danos mais severos no seu
desenvolvimento, incluindo esterilidade. Trabalhos como estes demonstram a necessidade de
avaliagdes mais criteriosas sobre a utilidade da super-expressdao de genes codificadores de
enzimas de sintese de osmolitos, ja que altas concentragdes podem anular os efeitos benéficos
da regulacdo osmotica proporcionada por eles.

A super-expressdao de enzimas para a producdo de trealose tem resultado em alguns
avangos na producgdo de plantas tolerantes, como o trabalho de Zhang et al. (2005b; Tabela
1.4). Apesar disto, na maioria dos trabalhos com plantas expressando trealose-6-fosfato-
sintase (TPS) e/ou -fosfatase (TPP) de microrganismos, observou-se alteracdes no
desenvolvimento vegetal (Holmstrom et al., 1996; Goddijn et al., 1997; Romero et al., 1997,
Pilon-Smits et al., 1998). Por outro lado, a super-expressao constitutiva ou estresse-induzida
das duas proteinas fusionadas (TPSP) em arroz, além da facilidade de expressar os dois genes
por meio de apenas um evento de transformacao, permitiu o desenvolvimento normal das

plantas (Garg et al., 2002; Jang et al., 2003). Assim, a manipulagdo da producdo de trealose
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em monocotiledoneas pode representar uma interessante estratégia para o desenvolvimento de
plantas com maior tolerancia a deficiéncia hidrica.

A glicina-betaina ¢ um dos solutos compativeis que pode aumentar a tolerancia a seca,
mas muitas plantas ndo a produzem naturalmente. A simplicidade da genética e da via
biossintetizante deste composto estimulou tentativas de transgenia. Huang et al. (2000b), por
exemplo, tentaram induzir o acimulo de betaina em trés plantas (4rabidopsis, tabaco e canola)
que, naturalmente, ndo produziam este composto. Esta tentativa foi realizada pela introdugao
de uma enzima da rota de sintese, a colina-oxidase. No entanto, as plantas s6 foram capazes de
acumular este composto com a suplementagdo exdgena de colina, demonstrando a necessidade
de se aumentar, primeiro, a produ¢do endogena de colina. Em uma tentativa mais recente,
Quan et al. (2004) transformaram plantas de uma cultivar elite de milho com uma colina-
desidrogenase (betA) de E. coli e alcangaram bons resultados. Além da aquisi¢do de tolerancia
a seca, as plantas foram capazes de manter a produtividade sob condi¢des nao favordveis. O
milho ¢ um vegetal que naturalmente produz glicina-betaina, mas os niveis endéogenos variam
entre as diferentes variedades.

Em relacdo a manipulagdo da sintese de poliaminas, varios trabalhos enfocaram,
principalmente, o potencial destes compostos em conferir a tolerancia a salinidade em plantas.
Roy e Wu (2001) super-expressaram, em arroz, um ADC de aveia sob controle de um
promotor induzido por ABA e observaram um aumento na atividade de ADC e acimulo de
poliaminas em plantas submetidas a estresse, o que resultou em um aumento na biomassa das
plantas transgénicas em condigdes de salinidade. Roy ¢ Wu (2002) também transformaram
plantas de arroz com o cDNA de uma outra enzima da via biossintética de poliaminas, uma
SAMDC de Tritordeum, sob controle do mesmo promotor estresse-induzido. As plantas, que
apresentaram crescimento normal na auséncia de estresse, se desenvolveram melhor sob
estresse com NaCl do que plantas ndo transformadas, acumulando maiores quantidades de
espermidina e espermina. Aumento na tolerancia a salinidade também foi observado em
plantas de tabaco expressando constitutivamente (CaMV35S) um ODC de rato (Kumria e
Rajam, 2002). Posteriormente, trabalhos explorando a resposta de plantas transgénicas a
multiplos estresses foram realizados. Waie e Rajam (2003) geraram plantas transgénicas de

arroz super-expressando um gene de SAMDC humano e observaram, além do aumento na
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tolerancia a salinidade, uma maior tolerdncia a seca imposta pelo tratamento com
polietilenoglicol (PEG). Plantas transgénicas de A. thaliana potencialmente capazes de tolerar
multiplos estresses (frio, congelamento, salinidade, hiperosmose, seca e Paraquat) foram
obtidas por Kasukabe et al. (2004) pela transferéncia e expressdo do gene da espermidina-
sintase (SPDS) de Cucurbita ficifolia. Analises da expressao génica destas plantas revelaram
um aumento na transcri¢ao de varios genes, inclusive fatores de transcrigdo relacionados com
a resposta a estresses como DREB, e proteinas de prote¢do, sugerindo um importante papel da
SPDS como regulador das vias de sinalizagdo de estresse. A super-expressao de outras
enzimas da biossintese de poliaminas também demonstrou ser uma estratégia potencial para
conferir a tolerdncia a diferentes estresses abidticos. Capell er al. (2004) expressaram
constitutivamente, em arroz, um gene de Datura stramonium, que codifica a enzima arginina-
descarboxilase (ADC), produzindo plantas mais tolerantes a seca. O mesmo grupo produziu
também plantas de arroz tolerantes a seca super-expressando uma SAMDC, que estdo sendo
testadas a campo (Capell, 2004).

Além dos exemplos acima citados, a manipulacao de genes codificadores de chaperonas
também tem sido alvo de muitos estudos, como a da construgao de linhagens transgénicas de
trigo expressando o gene HVAI, que codifica uma proteina do tipo LEA do grupo 3 de cevada
(Sivamani et al., 2000). Embora outros autores tenham comprovado anteriormente a tolerancia
ao estresse hidrico conferida pelo gene HVAI (Tabela 1.5), poucos testaram suas plantas
transgénicas em condi¢cdes mais reais de estresse. Com o objetivo de explicar o mecanismos
de tolerancia conferido por LEAs, Babu ef al. (2004) utilizaram uma construcdo ja conhecida
(Xu et al., 1996) para gerar plantas transgénicas de arroz que foram submetidas a ciclos
prolongados de seca. Os autores comprovaram que a tolerancia adquirida nao foi devida a
ajustes osmaticos mas, sim, a protecdo de membranas celulares proporcionada pelas LEAs.
Recentemente, Bahieldin et al. (2005) submeteram plantas de trigo expressando
constitutivamente HVAI (produzidas por Sivamani et al., 2000) a condi¢cdes de estiagem a
campo (falta de chuva, com irrigacdo controladas). Apds seis anos de experimentos (seis
estacdes consecutivas), conduzidos em campos nos Estados Unidos e Egito, os autores

concluiram que o gene HVAI tem, de fato, a capacidade de conferir protecdo ao estresse
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hidrico em trigo transgénico, mantendo a produtividade esperada. Uma das linhagens testadas
ja esta sendo utilizada em cruzamentos de um programa de melhoramento convencional.

Outras proteinas que também podem ter um papel importante na prote¢do contra a seca
sdo as HSPs, incluindo as pequenas HSPs (small ou smHS) como as da classe At-HSP17.6A.
Esta, quando super-expressada em Arabidopsis, aumentou a tolerancia a seca e a salinidade
(Sun et al., 2001). Plantas de tabaco que apresentaram maior tolerancia a seca também foram
obtidas por Alvim et al., 2001 pela expressdo constitutiva da proteina BiP (binding protein).
Esta proteina, que ¢ induzida em diferentes situacdes de estresse, ¢ uma chaperona membro da
familia de HSPs70, estd localizada no limen do reticulo endoplasmatico das células (ER-
resident), onde participa da montagem de outras proteinas. Sob progressiva desidratagdo, as
taxas fotossintéticas foram mantidas nas plantas transgénicas estressadas em valores similares
aqueles medidos em plantas selvagens irrigadas.

Por fim, uma outra abordagem que vem sendo testada ¢ a manipulacdo de elementos
ligados a osmoregulagdo, como as aquaporinas. A relacdo entre o papel das aquaporinas na
regulacdo do nivel de agua das plantas e a regulagdo da expressao do gene da aquaporina ainda
nao esta esclarecida (Aharon et al., 2003). Por exemplo, a super-expressao em tabaco do gene
AthH?2, que codifica a aquaporina PIP1b de Arabidopsis, melhorou o crescimento na auséncia
de estresses, mas nao foi efetiva sob seca e salinidade (Aharon et al., 2003). Posteriormente,
uma outra aquaporina, NtAQP1 de tabaco, foi super-expressada em tabaco por Uehlein ef al.
(2003) o que levou a um aumento da permeabilidade das membranas a CO; e a agua, com
conseqiiente crescimento foliar. Estas caracteristicas sdo indicativas de que a planta responde
melhor em ambientes com seca, embora elas ndo tenham sido efetivamente desafiadas com
este estresse. De fato, poucos trabalhos na manipulagdo da osmoregulagdo comprovaram
melhor desempenho de plantas transformadas durante tratamentos de seca (Gaxiola et al.,

2001; Laporte et al., 2002).
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Tabela 1: Resumo do levantamento bibliografico sobre a geracao e analise de plantas
transgénicas potencialmente tolerantes ao déficit hidrico.

1.1. Percepcio e sinalizaciio do estimulo

Gene/ Seqiiéncia Origem do Planta-alvo Fenétipos Referéncias
Proteina Promotora Gene
OsCDPK7 CaMV 358 Oryza sativa O. sativa Maior tolerancia a seca e a Saijo et al., 2000
salinidade; inducdo da expressdo da
proteina salT e proteinas LEA
(rab16A, wsil8)
PvNCEDI- CaMV 358; Phaseolus Nicotiana Maior tolerancia a seca; menor perda | Qin e Zeevaart,
(biossintese | dexametasona- vulgaris plumbaginifolia de 4gua em folhas induzidas por 2002
de ABA) (DEX- DEX
induzivel)
OsMAPKS5 CaMV 358 O. sativa O. sativa A super-expressdo aumentou a Xiong e Yang,
atividade cinasica de OsMAPKS5 e a |2003
tolerancia a seca, a salinidade e ao
frio; a supressdo levou a
hipersensibilidade aos estresses
citados, mas aumentou a resisténcia a
estresses bioticos
NPK1 — CaMV 358 Nicotiana Zea mays Maior tolerincia a seca; maiores Shou et al., 2004
MAPKKK modificado tabacum taxas fotossintéticas;
desenvolvimento normal, mas
amadurecimento retardado sob
estresse
ERAI (anti- | CaMV 35Se Arabidopsis A. thaliana; Maior sensibilidade a ABA; redugdo | Wang et al, 2005
Senso) rd294 thaliana Brassica napus significativa na condutincia

estomatal e na evapotranspiragao;
desenvolvimento normal; boa

produgdo de grios.
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1.2. Controle da transcriciao

Gene/ Seqiiéncia Origem do Planta-alvo Fenétipos Referéncias
Proteina Promotora Gene
DREBlAe | CaMV 35S A. thaliana A. thaliana DREBIA: aumento na expressao de | Liu et al., 1998
DREB2A genes-alvo sob estresse e na tolerancia
a desidratagdo e ao congelamento;
fendtipos anormais; DREB2A: ndo
significante
CBF3/ CaMV 35S e A. thaliana A. thaliana Tolerancia a seca, a salinidade e a0 | Kasuga et al.,
DREBIA rd294 congelamento; crescimento 1999
(estresse- severamente retardado na auséncia de
induzido) estresse
CBF1/ CaMV 358 A. thaliana L. esculentum | Maior tolerancia aos estresses hidrico, | Hsieh et al.,
DREB1B oxidativo e ao frio; fenotipo ando, | 2002a e 2002b
maiores niveis de prolina, fechamento
mais rapido dos estdmatos; fenotipo
ando na auséncia de estresse
CBF4 CaMV 358 A. thaliana A. thaliana Expressdo constitutiva de genes Haake et al., 2002
induzidos por seca e frio (COR78a e
COR15a); maior tolerancia a seca e ao
congelamento; crescimento e
florescimento retardados, peciolos
encurtados e folhas verdes mais
escuras
ABF3; ABF4 | CaMV 35S A. thaliana A. thaliana Hipersensibilidade ao ABA ¢ leves | Kang ef al., 2002
— fatores anomalias morfologicas; redugdo na
bZIP taxa de respiragdo pelo fechamento de
células-guarda, e aumento de
tolerancia a seca
AtMYC2 CaMV 35S A. thaliana A. thaliana Maior tolerancia ao estresse osmotico; | Abe et al., 2003
e/ou indugdo de varios genes responsivos a
AtMYB2 estresse, inclusive rd22;

hipersensibilidade a ABA; anomalias
morfoldgicas de leves a severas,

fenétipo ando
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DREBIA | CaMV 35S e A. thaliana N. tabacum Maior tolerancia a seca e ao frio; Kasuga et al.,
CBF3/ rd294 efeitos negativos no crescimento 2004
minimizados pela expressao induzida
somente na presenca do estresse
DREBIA rd294 A. thaliana Triticum Substancial tolerancia a seca: plantas | Pellegrineschi et
aestivum transgénicas murcharam 10 dias apds | al., 2004
as plantas-controle na total falta de
agua
CBF3/ ubil A. thaliana 0. sativa Plantas mais tolerantes a seca; Oh et al., 2005
DREBI1A; | (ubiquitina de crescimento normal; indug@o de varios
ABF3 Z. mays) genes ativados por estresse
Osmyb4 CaMV 358 O. sativa A. thaliana Maior tolerancia a seca; acamulo de | Mattanna ef al.,
solutos compativeis (glicose, frutose, | 2005
sacarose, prolina, glicina betaina e
sinapoil malato) em grandes
quantidades na presenga e auséncia de
estresse; maior expressao de P5CS e
menor de PSCDH
AREBI1AQ CaMV 35S A. thaliana A. thaliana Maior tolerancia a seca, Fujita et al., 2005
(forma hipersensibilidade ao ABA, ativag¢do
ativada) de genes com motivos ABRE nos
promotores (ex. LEA)
WXP1 (fator | CaMV 35S Medicago Medicago Aumento na quantidade de cerana | Zhang et al.,
de transcrig¢@o truncatula sativa cuticula das folhas; indug@o de genes |2005a

putativo de
dominio

AP2)

relacionados a formagdo de cuticula;
crescimento retardado; redugdo da
perda de agua foliar; maior tolerancia

a seca
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1.3. Detoxificacao

Gene/ Seqiiéncia Origem do Planta-alvo Fenétipos Referéncias
Proteina Promotora Gene
MnSOD CaMV 358 N. alfafa Melhor rendimento em condigdes de | McKersie et al.,
plumbaginifolia seca, testadas em campo 1996
MsALR CaMV 35S alfafa N. tabacum Efeito detoxificante (redugdo de Oberschall et al.,
(aldose/ aldeidos reativos derivados da 2000
aldeido peroxidagdo lipidica), com aumento de
redutase) tolerancia a multiplos estresses,
inclusive seca prolongada
Ath-ALDH3 | Duplo CaMV | A. thaliana A. thaliana Maior tolerancia a desidratagdo e a Sunkar et al.,
(aldeido- 358 outros estresses abidticos; aumento na | 2003
desidrogena atividade de Ath-ALDH3 e diminuigio
se) no acumulo de aldeidos reativos
derivados da peroxidagéo de lipidios
1.4. Osmoprotecio
Gene/ Seqiiéncia Origem do Planta-alvo Fenétipos Referéncias
Proteina Promotora Gene
SacB CaMV 35S | Bacillus subtilis | N. tabacum | Actmulo de frutanas; tolerancia a seca, | Pilon-Smits et al.,
com aumento em 33% do peso fresco | 1995
(em relagdo as plantas-controle) sob
estresse
P5CS CaMV 35S Vigna N. tabacum Actmulo de prolina (2X mais que em | Kavi Kishor et
aconitifolia plantas-controle), maior toleranciaa | al., 1995
seca devido a manutengdo do potencial
osmotico celular; aumento de biomassa
de raizes e desenvolvimento de flores
sob estresse
IMT1 (mio- | CaMV 35S | Mesembryan_ | N.tabacum | Actimulo de D-onitol; maior tolerancia a | Sheveleva et al.,
inositol-O- themum seca e salinidade; maior protegdo da | 1997
metiltransfe crystallinum fotossintese
rase)
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P5CS AIPC-ABA | V. aconitifolia O. sativa Actmulo de prolina; aumento de Zhu et al., 1998
(estresse- biomassa sob estresse hidrico e salino
induzido)
Trealose-6-P | CaMV 35S B. subtilis N. tabacum Maior eficiéncia fotossintética € maior | Pilon-Smits ef al.,
sintase; peso seco sob condig¢des de estresse 1998
Trealose-6-P
fosfatase
Sac B CaMV 358 B. subtilis Beta vulgaris | Baixos niveis de acimulo de frutanas ; 2 | Pilon-Smits et al.,
linhagens tolerantes a seca, 1999
apresentando maior peso seco sob
estresse; sem diferenga de crescimento
em condigdes Otimas
COX (colina- | Duplo CaMV | Arthrobacter | A.thaliana; | Maior acimulo de betaina somente com | Huang et al.,
oxidase) 35S + AMV pascens N. tabacum; suplementagdo exogena de colina: 2000 (aeb)
B. napus moderada tolerancia a seca, a salinidade
e ao congelamento
Gene Escherichia O. sativa Crescimento vegetal sustentado; danos | Garg et al., 2002
fusionado ABA- coli foto-oxidativos reduzidos e melhor
TPSP induzido ou balango mineral sob seca e outros
(trealose-6-P- rbe§ (tecido- estresses abidticos; aumento na
sintase/ especifico) atividade fotossintética também na
fosfatase) auséncia de estresse
AtGolS2 CaMV 358 A. thaliana A. thaliana Aumento de galactinol e rafinose Taji et al., 2002
(galactinol- endégenos em condi¢des de estresse;
sintase) diminui¢do da transpiragdo foliar; maior
toleracia a seca
MtID ubil E. coli T. aestivum Maior tolerancia a seca; acamulo de | Abebe et al., 2003
(manitol-1- manitol em concentra¢des baixas,
fosfato- insuficientes para ajuste osmotico;
desidrogena plantas com maior acimulo
se) apresentaram severas anormalidades
Gene ubil E. coli O. sativa Actmulo de altos niveis de trealose, | Jang ef al., 2003
fusionado crescimento sem alteragdes fenotipicas;
TPSP aumento na tolerancia a seca, a sal e ao

frio
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SAMDC CaMV 35S | Homo sapiens | N.tabacum Aumento nos niveis de espermidina e | Waie ¢ Rajam,
putrescina (formas conjugadas); 2003
crescimento inicial lento; tolerancia a
seca, a salinidade ¢ a estresses bidticos
ADC ubil Datura O. sativa Sob estresse, aumento nos niveis de | Capell et al., 2004
(arginina- stramonium putrescina, levando a sintese de
descarboxila_ espermidina e espermina; tolerancia a
se) seca
SPDS CaMV 358 Cucurbita A. thaliana Aumento no contetido foliar e na Kasukabe et al.,
(espermidina- ficifolia atividade de SPDS; maior toleranciaa | 2004
sintase) seca e a outros estresse abidticos
betA CaMV 358 E. coli Z. mays, Acumulo de altos niveis de glicina- | Quan et al., 2004
(colina- cultivar-elite betaina; maior tolerancia a estresse
desidrogena hidrico e osmotico nos estadios de
se) germinagao e plantula; apresentaram
maior produgdo de graos do que as
plantas-controle apos estresse de seca
Trealose- | Duplo CaMV Grifola N. tabacum Actmulo de altos niveis de trealose ¢ | Zhang et al.,
sintase 358 frondosa aumento na tolerancia a seca e a 2005b
salinidade; desenvolvimento normal
1.5. Chaperonas
Gene/ Seqiiéncia Origem do Planta-alvo Fenotipos Referéncias
Proteina Promotora Gene
HVAI1 (LEA | actl (actina de Hordeum O. sativa Expressao constitutiva de HVAI; maior | Xu et al., 1996
grupo 3) O. sativa) vulgare tolerancia a seca e ao estresse salino
HVAI1 (LEA ubil H. vulgare T. aestivum Expressao constitutiva de HVAI, Sivamani ef al.,
grupo 3) aumento da produtividade de biomassa | 2000
e na eficiéncia de utilizagdo de dgua sob
estresse
At- CaMV 35S A. thaliana A. thaliana Aumento na tolerancia a seca ¢ a Sun et al., 2001
HSP17.6A

salinidade; aumento no peso seco em

relag@o ao controle, sob estresse
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BiP CaMV 358 Glycine max N. tabacum Tolerancia ao estresse hidrico com | Alvim et al.,
(chaperona) manutengdo da turgidez e agua das | 2001
células, aumento na condutancia
estomatal e na taxa de transpiragdo sob
desidratagdo progressiva
HVAI (LEA actl H. vulgare Arroz Actmulo de altos niveis de LEA3 nas | Rohila et al.,
grupo 3) Basmati folhas de linhagens homozigotas; maior | 2002
(aromatico) tolerdncia a seca e a salinidade
LLA23 CaMV 358 Lilium A. thaliana Maior tolerdncia a seca, a salinidade e | Yang et al., 2005
(proteina longiflorum ao estresse osmotico; em condigdes de
ASR, tipo seca, as plantas transgénicas
LEA) apresentaram menores taxas de perda
de agua
1.6. Osmoregulagio
Gene/ Seqiiéncia Origem do Planta-alvo Fenétipos Referéncias
Proteina Promotora Gene
AVP1 (H'- Duplo CaMV A. thaliana A. thaliana Maior tolerancia a NaCl e a seca; Gaxiola et al.,
pirofosfatase) 35S maior acimulo de Na" e K" nos tecidos | 2001
foliares, maior retengdo de cations nas
vesiculas e, conseqiientemente, dgua
nas células
enzima Manopina Z. mays N. tabacum Defesa contra seca por aumento na | Laporte ef al.,
malica-NADP sintase condutincia estomatal e aumento de | 2002

(modificado, de
Agrobacterium

tumefaciens)

peso fresco por unidade de agua
consumida; taxa de crescimento e

desenvolvimento semelhantes ao tipo

selvagem
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CAPITULO 111

Cloning and characterization of Eucalyptus cDNAs enconding S-adenosylmethionine
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Abstract

S-denosylmethionine decarboxylase (SAMDC) is one of the key regulatory enzymes in
the biosynthesis of polyamines. Two full-length (SAMDC) cDNAs, EgrSAMDCI and
EgrSAMDC?2, were identified and characterized from a Eucalyptus grandis cDNA collection
belonging to the GENOLYPTUS transcriptome project. Both cDNAs encoded tiny and small
ORFs in addition to the main SAMDC ORFs, which, in turn, presented all conserved domains
associated with protein functions. Genomic DNA analysis indicated that E. grandis contains
two genes encoding SAMDC and we predict that EgrSAMDCI and EgrSAMDC? are the two
sequence versions of such genes. RNA gel blot analysis showed that the highest levels of
EgrSAMDCs expression were present in flowers, while more moderate levels were observed
in stems and leaves. General analysis of the effect of various environmental stresses and plant
growth regulators on the expression of EgrSAMDCs suggested little variation in SAMDC
steady-state mRNA levels. EgrSAMDC?2 was positively induced by ABA and high salinity,
and drastically reduced after UV and drought treatments of E. grandis seedlings. These results
suggest that the EgrSAMDC?2 gene might be more related to plant response against high
salinity, possibly via ABA signaling, than to other environmental or biotic-like stress

reésponses.

Keywords: Eucalyptus grandis, polyamine synthesis, constitutive expression, stress tolerance,

gene expression, gene copy number

52



1. Introduction

Polyamines (PAs), such as putrescine, spermidine and spermine, are a group of small
positively charged molecules, wich have been implicated in various plant growth and
developmental processes. These include stimulation of cell division, regulation of
rhizogenesis, embryogenesis, senescence, floral and fruit development, as well as the
elicitation of resistance or tolerance responses to some biotic and abiotic environmental
stresses (see reviews, Evans and Malmberg 1989; Bouchereau et al., 1999; Kakkar and
Sawhney, 2002). It has been suggested that PAs regulate chromatin organization, transcription
and translation (Cohen, 1998). Because of their polycationic nature at a physiological pH, PAs
can bind strongly to negatively-charged cellular components such as nucleic acids, proteins
and phospholipids, and may help to maintain the integrity of membranes and nucleic acids of
cells submitted to different stress conditions (Martin-Tanguy, 2001).

The PA biosynthetic pathway is ubiquitous in living organisms and has been well-
characterized. It is a relatively short route in terms of the number of enzymes involved
(Tiburcio et al., 1997). In plants, putrescine is either synthesized from ornithine via ornithine
decarboxylase (ODC) or from arginine via arginine decarboxylase (ADC). §-
adenosylmethionine decarboxylase (SAMDC), a pyruvoyl-dependent enzyme, produces, from
S-adenosylmethionine (SAM), the aminopropyl moiety for spermidine and spermine
biosynthesis. SAMDC is probably the rate-limiting enzyme in PA biosynthetic pathways since
the level of decarboxylated SAM (dSAM) in living organisms is very low and SAMDC has a
relatively short half-life of about 1-2 h (Cohen, 1998; Konstantinos et al., 2005).

Plant SAMDOC is initially synthesized as an inactive proenzyme and is autocatalytically
processed to produce the mature form of the enzyme. This process is very rapid and do not
require putrescine for an optimal rate of processing and activity. This is different from
mammalian and yeast SAMDCs, whose proenzyme processing is catalyzed by putrescine
(Xiong et al., 1997). Mammalian SAMDC activity is negatively regulated in response to
increasing PA levels by means of a translational mechanism involving a small upstream open
reading frame (UORF) in the 5’ leader sequence of the mRNA (Ruan et al., 1996; Mize et al.,

1998). The characterization of several plant genes revealed that it is a common SAMDC
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feature the presence of a long transcript leader sequence that carries uORFs (Franceschetti et
al., 2001), which, unlike the short mammalian SAMDC uOREF, is also related to the regulation
of gene expression (Hu et al., 2005a).

The protective property of PAs in plants has been studied under different stress
conditions (for review, Bouchereau et al., 1999). Most interestingly, overexpression of ADC,
ODC and SAMDC genes in a variety of transgenic plants under the control of the cauliflower
mosaic virus (CaMV) 35S promoter or an ABA-inducible promoter indicated that these genes
may enhance tolerance to abiotic stresses including ozone, salt and drought (Roy and Wu,
2002; Capell et al., 2004), as well as resistance to biotic stresses such as fungal wilts (Waie
and Rajam, 2003). Due to such important role in plant stress responses and development, there
has been growing research interest in the function of SAMDC genes in many species. Up to
now, several genes encoding SAMDC have been cloned and characterized from a variety of
organisms including human (Pajunen et al., 1988), yeast (Kashiwagi et al., 1990) and plant
species such as potato (Mad Arif et al., 1994), spinach (Bolle et al., 1995); carnation (Lee et
al., 1997a), Arabidopsis thaliana (Franceschetti et al., 2001); pea (Marco and Carrasco, 2002),
soybean (Tian et al., 2004) and rice (Li and Chen, 2000; Pillai and Akiyama, 2004). However,
among tree species, only two apple full-length cDNAs (Hao et al., 2005) were cloned and
characterized. Two other SAMDCs sequences, from peach (AJ704800 — partial; Ziosi et al.,
2003) and grapevine (AJ567368), were submitted to the GenBank but were not extensively
characterized.

In order to contribute to the knowledge of SAMDC genes in trees, we present here the
structure of two full-length FEucalyptus grandis SAMDC cDNAs, EgrSAMDCI and
EgrSAMDC?2. We have also characterized the genomic organization of the SAMDC genes and
the expression pattern of EgrSAMDC?2 in different E. grandis organs and in seedlings
challenged by different treatments.

2. Material and Methods

2.1 ¢cDNA Library construction and sequencing
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Seeds of E. grandis (supplied by Aracruz Cellulose S.A., Guaiba, RS, Brazil) were
surface sterilized by sequentially soaking in 70% ethanol for 2 min, 1% (v/v) active chlorine
solution for 15 min and five times in sterilized water. Seeds were then placed in culture flasks
(5 cm in diameter, 8 cm high) containing the Murashige & Skoog (MS, Invitrogen) complete
medium solidified by 0.7% (w/v) Phytoagar (Duchefa) and left to germinate in the dark for
two days at 26+/-2 °C. After germination, flasks were transferred to a culture room with a 16 h
photoperiod at the same temperature. Total RNA was extracted from 60-days old E. grandis
seedlings using Concert Plant RNA Purification Reagent (Invitrogen) according to the
manufacturer’s instructions for multi RNA minipreps. Messenger RNA was extracted by the
employment of the Oligotex mRNA Purification System (Qiagen). A total amount of 5 pg
mRNA was finally used for cDNA library construction by the Superscript Plasmid System
with Gateway Technology for cDNA Synthesis and Cloning Kit (Invitrogen).

Plasmid DNA preparation was carried out in 96-well microplates using standard methods
based on alkaline lysis and filtration in Millipore filter plates. Plasmid samples were
sequenced using the automatic sequencer ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer armed with 50
cm capillaries and POP6 polymer (Applied Biosystems). DNA templates (30 to 45 ng) were
labeled with 3.2 pmol of primer GlyptsRevl (5~ ATAGGGAAAGCTGGTACGC-3’) or M13
-40 forward (5’-GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTA-3’, Amersham Biosciences) and 2 pL
of BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing RR-100 (Applied Biosystems) in a final volume
of 10 uL. Labeling reactions were performed in a GeneAmp PCR System 9700 (Applied
Biosystems) termocycler with a initial denaturing step of 96 °C for 3 min followed by 25
cycles of 96 °C for 10 sec, 55 °C for 5 sec and 60 °C for 4 min. Labeled samples were purified
by isopropanol precipitation followed by 70% ethanol rinsing. Precipitated products were
suspended in 10 uL formamide, denatured at 95 °C for 5 min, ice-cooled for 5 min and
electroinjected in the automatic sequencer. Sequencing data were collected using the software
Data Collection v1.0.1 (Applied Biosystems) Data generated were processed by a suite of
programs available at the Universidade Catdlica de Brasilia (http://www.ucb.br/genolyptus)

prior to assembly with the PHRED (Ewing and Green, 1998; Ewing et al., 1998) and PHRAP
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(http://phrap.org/) algorithms. Accepted ESTs were selected based on a minimal length of 250
bp with every base having a quality of PHRED higher than 20.

A 1,033 bp fragment of the EgrSAMDC?2 cDNA cloned into pSportl (Invitrogen) was
generated using the PsfI restriction enzyme and subcloned into SK™ pBluescript (Stratagene)
for further full sequencing. An internal primer was designed (SAMDC-For, 5'-
CAAAGAGAACTCGCCCTCAG-3") and, along with universal SK* primers, employed to

allow the complete sequencing of the insert.

2.2 Plant material and treatments for Northern blot and qRT-PCR analysis

Culture flasks containg 3 to 4 E. grandis seedlings grown in vitro for 4 months as
described above were submitted to several treatments in duplicate. Treatments consisted of 3
identical sprays into the flasks of the following: distilled water; 0.2 mg/l kinetin; 2 mg/l 1-
naphthaleneacetic acid; 0.5 mM abscisic acid; 1.5% yeast extract dissolved in water; 3 min
exposure to direct ultraviolet light (254 nm, 2 to 5 cm distance) followed by water sprays; and
0.5 M sodium chloride. Drought treatment consisted in leaving the flasks opened overnight in
the culture room. Mechanical wounding was performed by clenching leaves and stems with a
flat forceps followed by water sprays and overnight incubation. Cold treatment consisted in
leaving flasks during 3 days at 4 °C followed by water spray and overnight at the culture
room. Control plants were not sprayed or treated and were simply left along the other flasks in
the culture room until harvesting. After the simultaneous overnight incubations, all seedlings

were harvested and immediately frozen and stored in liquid nitrogen.
2.3 Southern and Northern blot hybridization analysis

Genomic DNA was extracted from young E. grandis leaves by the
cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) procedure described by Doyle and Doyle (1987).

Twenty pug of genomic DNA were digested with EcoRI, EcoRV, Hindlll, BamHI, Sall and

Pst] and fractionated by electrophoresis on a 0.8% agarose gel.
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Total RNA from in vitro grown E. grandis seedlings was isolated after the described
treatments using the Concert Plant RNA Purification Reagent (Invitrogen) according to the
manufacturer’s instructions for multi RNA minipreps. RNA was also purified by the same
method from roots, leaves, young stems, flowers and vascular tissues of field-grown plants.
Ten pg of total RNA were fractioned by electrophoresis in a 1.2% agarose gel.

DNA and RNA fragments were transferred to Hybond N' membranes (Amersham
Biosciences). Transfer, hybridization and detection were performed using the Gene Images
Random Prime Labelling and Gene Images CDP-Star Detection Modules (Amersham
Biosciences) following the manufacturer’s instructions. The 1,033 bp Pstl fragment of the

EgrSAMDC?2 cDNA was used as probe.

2.4 Quantitative reverse transcription PCR

Total RNA isolated from E. grandis seedlings was treated with DNAse I at 37 °C for 30
min prior to use. One pg of total RNA was added to each cDNA synthesis reaction using the
Superscript I RT pre-amplification system (Invitrogen). Reactions were performed at 42 °C
for 1 h using the primer 3 Smart CDS ITA (5°-
AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACT;0VN-3’). PCR amplification was carried out
using specific primer pairs designed with the employment of the GenScript Corporation’s
Real-Time PCR Primer Design tool (www.genscript.com/ssl-bin/app/primer). Primers were
synthesized by Integrated DNA Technologies Inc.

Quantitative reverse transcription PCR (qRT-PCR) was carried out in an Applied
Biosystem 7500 real-time cycler. Reaction settings were composed of an initial denaturation
step of 5 min at 94 °C followed by 45 cycles of 10 s at 94 °C, 15 s at 63 °C, and 15 s at 72 °C;
samples were kept for 2 min at 40 °C for reannealing and then heated from 55 to 99 °C with a
ramp of 0.1 °C/s to acquire data to produce the denaturing curve of the amplified products.
gRT-PCRs were performed in 20 ul final volume composed of 10 ul of each reverse
transcription sample diluted 50 times in 2 pl Platinum Taq 10x PCR buffer (Invitrogen), 1.2 ul
MgCl, 50 mM, 0.4 ul dNTPs 5 mM, 0.4 pl primer pairs at 10 uM, 4.95 ul ultra pure water, 1.0
ul SYBR green (1:100,000, Molecular Probes), and 0.05 pul Platinum Taq DNA polymerase (5
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U/ul, Invitrogen). The melting temperatures of all primers were adjusted to 60 °C. qRT-PCR
EgrSAMDC? primers were 5’-CAGTGGCGTGATCCTTTAGA-3’ (SAMDC-RT-for) and 5°-
AGTGAGCGAGTTGAGAA-3’ (SAMDC-RT-rev, product size of 134 bp). Histone H2B and
ribonucleoprotein L23A gene sequences were used as internal controls to normalize the

amount of mRNA present in each sample. qRT-PCR primers of the control genes employed

were 5’-GAGCGTGGAGACGTACAAGA-3’ (HistoneH2B-RT-for), 5’-
GGCGAGTTTCTCGAAGATGT-3" (HistoneH2B-RT-rev, product size of 127 bp), 5’-
AAGGACCCTGAAGAAGGACA-3’ (RibPtnL23A-RT-for), 5’-

CCTCAATCTTCTTCATCGCA-3’ (RibPtnL23A-RT-rev, product size of 128 bp).
All results were expressed as a relative quantification of the specific SAMDC gene
amplification products and the Histone H2B or the ribonucleoprotein L23A internal control

2 -AACt

genes using the method described by Livak and Schmittgen (2001). Three internal

replications per experiment were performed.

2.6 Bioinformatic analysis

Clustered DNA sequences of the GENOLYPTUS project database, derived from
expressed sequence tags (ESTs) obtained from cDNAs generated from different tissues,
organs or growth conditions, were the primary data source for this work. A putative full-length
MAPK cDNA was identified and BLASTp and BLASTn programs (Altschul et al., 1997),
available at The National Center for Biotechnology Information (NCBI) homepage
(http://www.ncbi.nih.gov), were used to confirm the identity of the EST in the gene and
protein databases. DNA and protein sequence alignments were carried using ClustalW
(Higgins et al., 1994) with default parameters and edited using GeneDoc program Version
2.6.002 (Nicholas et al., 1997; http://www.psc.edu/biomed/genedoc). Phylogenetic analysis
was performed with the Molecular Evolutionary Genetic Analysis (MEGA) package Version
3.1 (Kumar et al., 2004), according to the parameter of p-distance, pairwise deletion and with
the Neighbor-Joining method. Confidence of tree topology was calculated by bootstrap after
2000 replications.
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3. Results

3.1 Isolation and characterization of E. grandis SAMDC complete cDNAs

As part of the GENOLYPTUS Project: The Brazilian Research Network on the
Eucalyptus Genome (www.ucb.br/genolyptus), our group screened for expressed sequence
tags (ESTs) related to SAMDC among 120,000 ESTs available. A total number of 24 ESTs,
clustered into 2 groups of 20 and 4 ESTs each, showed deduced peptide sequences with strong
homologies to known SAMDC sequences (not shown). One putatively full-length SAMDC
cDNA was identified among the sequences in each cluster, and named EgrSAMDCI and
EgrSAMDC?2. The complete sequences of both genes were deduced from the alignments of the
members of each cluster. EgrSAMDC?2 was further subcloned into SK* pBluescript and fully
sequenced. Complementary DNA identity for both sequences was confirmed by BLASTp
search and multiple sequence alignment analysis. EgrSAMDCI and EgrSAMDC2 cDNA
sequences were submitted to the GenBank under the accession numbers and
(to be defined).

EgrSAMDCI cDNA consisted of 1,815 bp with a 3’-untranslated region of 294 bp and
an ORF of 1,044 bp encoding 348 amino acids. EgrSAMDC2 cDNA consisted of 1,714 bp
including the poly(A) tail in a 3’-untranslated region of 261 bp and an ORF of 1,083 bp

encoding 361 amino acids. The deduced polypeptide sequences of EgrSAMDCI and
EgrSAMDC?2 were compared with known SAMDCs, as shown in Fig. 1. The alignment
indicated the presence of several highly conserved regions in both EgrSAMDC deduced
proteins. One region included the sequence LSESSLF, marked by a triangle in Fig. 1,
representing the putative pro-enzyme cleavage site, which is important to the production of the
mature form of the enzyme. Another conserved region clearly noticed was the PEST sequence,
TIHVTPEDGFSYASFE, from residues 245 to 260 in both EgrSAMDC genes. This sequence
was shown to be probably associated with the rapid turnover of the SAMDC protein (Rogers
et al.,, 1986). Three glutamic residues (Glu-11, Glu-178 and Glu-256), necessary for

stimulation of the processing of the human pro-enzyme by putrescine (Xiong et al., 1997)
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were also conserved in both EgrSAMDC deduced amino acid sequences and in other plant
SAMDC proteins (Fig. 1).

In the long 5’ untranslated region of 477 and 370 bp of EgrSAMDCI and EgrSAMDC?2,
respectively, small uORFs of 150 and 153 bp were identified. These small uORFs potentially
encode a peptide of 50 and 51 amino acid residues, respectively, highly conserved when
compared with SAMDC sequences from other plants (Fig. 2A). Furthermore, a tiny uORF,
overlapping the small uORF, was also found in both sequences of Eucalyptus (Fig. 2B). These
tiny uORFs of 9 bp putatively encode a peptide of only two residues, suggested to be involved
in post-transcriptional regulation (Ruan et al., 1996; Mize et al., 1998).

The relationship among the plant SAMDCs was investigated by the generation of a
phylogenetic tree using the deduced amino acid sequences derived from various known plant,
animal and yeast SAMDC-encoding sequences (Fig. 3). The analysis showed that
EgrSAMDC2 clustered with one of the SAMDC amino acid sequences from apple
(MdSAMDC?2) and one from sweet potato (IbaSAMDC). EgrSAMDC2 share a similarity of
83 % with MdSAMDC?2 and 81 % with [baSAMDC. EgrSAMDCI did not clustered with any
other SAMDC protein, as well as MASAMDCI1 (Fig. 3). The two Eucalyptus SAMDCs
presented 66 % of identity and 79 % of similarity with each other, and shared a high degree of
sequence similarity with other plant homologues, ranging from 67 to 83 %. Other clusters
consisted of seven monocot SAMDC:s, including two from rice and one each from daffodil,
orchid, maize, tritordeum and wheat. The phylogenetic analysis resulted in the perfect
clustering of SAMDC sequences derived from members of the same family. For instance,
SAMDCs from soybean and pea (Fabaceae), from Arabidopsis and mustard (Brassicaceae),
and from tobacco, potato and Datura stramonium (Solanaceae) fell under distinct clusters.

SAMDCs from human, frog and yeast clustered apart from plant amino acid sequences.
3.2 Gene-copy number of Eucalyptus SAMDC
Southern blot analysis was carried out to estimate the number of EgrSAMDC-like genes

into the E. grandis genome. Genomic DNA was digested with EcoRI EcoRV, HindIll, BamHI,
Sall and Pstl restriction enzymes, which did not cut the EgrSAMDC2 cDNA in the probe
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homologue region. As shown in Fig. 4, multiple hybridization signals were observed when the
1,033 bp fragment of the EgrSAMDC2 cDNA was used as probe, with at least two strong
signals in most lanes. This pattern indicates that there are at least two genomic copies of the
SAMDC gene into the E. grandis genome, which is consistent with our previous screening
result of the Genolyptus EST databank where only two clusters of ESTs were found with
consistent homology to SAMDC:s from other plants.

3.3 SAMDC gene expression in E. grandis tissues and seedlings treated by different stimuli

To determine the pattern of EgrSAMDC mRNA accumulation in different organs and
tissues of E. grandis, Northern blot analysis was performed with total RNA extracted from
young stems, vascular tissues of mature trees, young leaves and opened flowers of E. grandis.
As shown in Fig. SA, SAMDC mRNA was detected in all tissues tested. Nevertheless, highest
levels of EgrSAMDC steady-state mRNA were clearly detected in flowers, while more
moderate levels were observed in stems and leaves. Because the probe derived from
EgrSAMDC? (1,033 bp) covered an extensive 5’ mRNA sequence, including many conserved
regions, we believe that the Northern blot result represents the sum of the expression patterns
of (at least) both SAMDC genes.

The effect of various environmental stresses and plant growth regulators on the
expression of EgrSAMDC was also examined. Total RNA was isolated from 4-months old in
vitro seedlings subjected to different treatments. As shown in Fig. 5B, the exposure to UV
light, injuries, yeast extract or ABA did not change SAMDC mRNA levels significantly
relative to the controls (seedlings not treated or treated with water). However, SAMDC
steady-state mRNA levels decreased two to three fold after NAA and kinetin treatments.
Surprisingly, an equivalent decrease in steady-state mRNA levels for SAMDC was also
observed in seedlings submitted to the abiotic stresses promoted by salinity, cold and drought.
Again, Northern blot analysis may express the result for both E. grandis SAMDC genes.

Since the probe employed in the Northern blot analysis might have hybridized to at least
both SAMDC transcripts of E. grandis, specific primers for EgrSAMDC?2 were designed and
used in qRT-PCR analysis. The expression of the EgrSAMDC?2 gene was normalized against
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the expression of the putative genes encoding histone H2B and the ribonucleoprotein L23A.
As shown in Fig. 6 and considering the normalization of EgrSAMDC?2 expression against both
constitutive genes, EgrSAMDC?2 was drastically reduced after UV and drought treatments of
the seedlings. However, ABA and salt slightly induced EgrSAMDC?2 expression. All other
treatments did not significantly affect the expression of the EgrSAMDC2 gene. Although
preliminary, these results suggest that the EgrSAMDC?2 gene might be more related to plant
response against high salinity, possibly via ABA signaling, than to other environmental or

biotic-like stress responses.

4. Discussion

Among 120,000 ESTs generated in the GENOLYPTUS Project, we selected and
analyzed two cDNAs potentially enconding SAMDC. Both sequences were considered full-
length judging their comparable sizes and identities of the deduced amino acid sequences to
known plant SAMDCs. These sequences were originally derived from 40-days old seedlings
of E. grandis grown in vitro and named EgrSAMDCI and EgrSAMDC2. Alignment of the
predicted amino acid sequences of both E. grandis SAMDCs with known SAMDC proteins
from other plants allowed us to identify several conserved regions, particularly the proenzyme
cleavage site and the putative PEST domain. It has been reported that in plants, unlike
mammalians and yeasts, the amino acid sequences LSESSLF and TIHVTPEDGFSYASFE
were indispensable for processing of the proenzyme (Xiong et al., 1997) and rapid protein
degradation (Rogers et al., 1986), respectively, as well as essential for the biological function
of the SAMDC enzyme in vivo (Schroder and Schroder, 1995). SAMDC proteins often
contain at least one PEST domain that determines half-lives shorter than 2 h (Cohen, 1998).
Therefore, we conclude that both EgrSAMDC proteins are possibly synthesized as inactive
proenzymes and that the half-lives of the mature proteins may be also relatively short.

The long 5’ untranslated region of both EgrSAMDC cDNAs contained the two highly
conserved sequences named small and tiny uORFs. Similar small and tiny uORFs were found

in the 5° leader sequences of other plant SAMDC genes, varying between 49 to 54 amino
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acids and 2 to 3 amino acids, respectively (Franceschetti et al., 2001, Tian et al., 2004; Hao et
al., 2005). The small uORF may play a role in the translational repression of EgrSAMDC
genes in response to PAs (Franceschetti et al., 2001). Because the last nucleotide (A) of the
tiny uORF stop codon was the first nucleotide of the initiating codon (ATG) of the small
uORF, it was suggested that if the ATG of the tiny uORF was identified by the translational
machinery, it was unlikely that the ATG of the small uORF would be recognized
(Franceschetti et al., 2001). Therefore, both uORFs in plant SAMDC genes may play a
repressive role in regulating the translation of the encoding ORF, as concluded by Hanfrey et
al. (2002).

More than one gene copy was identified for most plant SAMDC genes characterized up
to now including those from carnation, Arabidopsis, tobacco, mustard, rice and apple (Lee et
al., 1997a; Lee et al., 1997b; Franceschetti et al., 2001; Pillai and Akiyama, 2004; Hao et al.,
2005). Furthermore, Franceschetti et al. (2001) identified four additional forms of SAMDC
genes in Arabidopsis, each of them defective in some way and probably not expressed
(pseudogenes). In Brassica juncea, it was also characterized a total of four SAMDC mRNA
forms (Hu et al., 2005b). In this work, based on the genomic Southern blot pattern of
hybridization and the finding of only two clusters of ESTs encoding SAMDC in a population
of 120,000 valid ESTs, we identified two different SAMDC gene copies in E. grandis, each
copy most likely encoding EgrSAMDCI and EgrSAMDC?2. This finding is in agreement to
what was described for most SAMDC genes from plants.

Based on Northern blot hybridizations, there is a difference in the abundance of
EgrSAMDC mRNAs in different Eucalyptus tissues, markedly more abundant in flower
tissues. A significant expression could also be observed in young stems and leaves, with lower
levels observed in vascular tissues of adult trees. These results corroborate reported data
affirming that the expression level of most PA biosynthetic genes is higher in actively growing
tissues than in mature or senescent ones (Mad Arif et al., 1994; Marco and Carrasco, 2002).
AdoMetDC1 and AdoMetDC2 mRNAs from Arabidopsis also displayed a considerable
difference in their organ distribution, since AdoMetDC?2 higher levels of steady-state mRNAs
were observed in leaves and inflorescences, while 4doMetDC1 was abundant and ubiquitous

(Franceschetti et al., 2001). Such results were also observed for the carnation CSDCI6

63



transcript, which was more abundant and ubiquitous than the CSDC9 transcript, the former
being mostly localized in stems and floral parts (Lee et al., 1997a). Similarly, the expression
levels of the apple MdSAMDCI was positively correlated to growth rate during the culture
period of cells in suspension, while that of MdSAMDC?2 did not (Hao et al., 2005). According
to the authors, these findings suggest that MdSAMDCI and MdSAMDC2 may function
differentially in developmental and physiological processes, and that MdSAMDC] seems to be
mainly involved in fruit development and cell growth, compared with MdSAMDC?2. One
possible explanation, which probably applies to most gene families, is that one gene might be
more responsive to environmental signals than the other gene.

Preliminary qRT-PCR experiments using primers specific to EgrSAMDC?2 and 4-months
old E. grandis seedlings grown in vitro showed that the abundance of mRNAs for this gene is
increased after salt and abscisic acid treatments, and drastically reduced after UV irradiation
and drought treatments. Cold, biotic and other hormone-like signals did not change the level of
expression of EgrSAMDC2. Cold, drought and high salinity are closely related stresses that
normally induce similar responses in plants mediated by ABA-dependent and ABA-
independent routes (reviewed in Zhu, 2002). Hence, it is interesting to notice that
EgrSAMDC? is positively regulated by ABA and salt but down-regulated by drought.
Nevertheless, before taking these results as definitive conclusions, it will be important to
repeat qRT-PCR experiments in more detail, with biological duplicates and time-courses,
since only one assay was performed and in one time lapse (16 h) after treatments. It is also
important to perform new experiments with primers specific to either EgrSAMDCI or
EgrSAMDC?2, in order to differentiate each contribution in the apparently constitutive

expression observed in the Northern blot analysis.

Acknowledgements
Authors would like to thank M.Sc Norton Borges Jr., Jodo Bauer and colleagues

(Aracruz Celulose e Papel S.A.) for the donation of E. grandis seeds and for their help in
collecting plant material from field grown trees; Dr. Arthur G. Fett Neto and M.Sc. Joséli

64



Schwambach (UFRGS) for culture room facilities and for yielding E. grandis in vitro grown
plants; M.Sc. Felipe Fenselau de Felippes (UFRGS) for his help with Southern and Northern
blot experiments; This work was supported by The Brazilian Ministério da Ciéncia e
Tecnologia (MCT), Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico
(CNPg/MCT) and Coordenagdao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES/MEC) which granted a M.Sc. schollarship to A.P. Korbes. Finally, we are most
grateful to all researchers from private and public institutions that are part of the

GENOLYPTUS Project.

References

Altschul, S.F., Madden, T.L., Schaffer, A.A., Zhang, J., Zhang, Z., Miller, W., Lipman, D.J.,

1997. Gapped-Blast and Psi-Blast: a new generation of protein database search programs.

Nucleic Acids Res. 25, 3389-3402.

Bolle, C., Herrmann, R.G., Oelmiiller, R., 1995. A spinach ¢cDNA with homology to S-
adenosylmethionine decarboxylase. Plant Physiol. 107, 1461-1462.

Bouchereau, A., Aziz, A., Larher, F., Martin-Tanguy, J., 1999. Polyamines and environmental

challenges: recent development. Plant Sci. 140, 103-125.

Capell, T., Bassie, L., Christou, P., 2004. Modulation of the polyamine biosynthetic pathway
in transgenic rice confers tolerance to drought stress. PNAS 101, 9909-9914.

Cohen S.S., 1998. A guide to the polyamines. Oxford University Press, New York, pp 1-595.

Doyle, J., Doyle, L., 1987. A rapid DNA isolation procedure for small quantities of fresh leaf
tissue. Phytochem. Bull. 19, 11-15.

65



Evans, P.T., Malmberg, R.L., 1989. Do polyamines have roles in plant development? Annu.
Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 40, 235-269.

Ewing, B., Green, P., 1998. Base-calling of automated sequencer traces using phred, II: Error

probabilities. Genome Res. 8, 186-194.

Ewing, B., Hillier, L., Wendl, M.C., Green, P., 1998. Base-calling of automated sequencer

traces using phred, I: Accuracy assessment. Genome Res. 8, 175-185.

Franceschetti, M., Hanfrey, C., Scaramagli, S., Torrigiani, P., Bagni, N., Burtin, D., Michael,
AJ., 2001. Characterization of monocot and dicot plant S-adenosyl-l-methionine
decarboxylase gene families including identification in the mRNA of a highly conserved

pair of upstream overlapping open reading frames. Biochem. J. 353, 403-409.

Hanfrey, C., Franceschetti, M., Mayer, M.J., Illingworth, C., Michael, A.J., 2002. Abrogation
of upstream open reading frame-mediated translational control of a plant S-
adenosylmethionine decarboxylase results in polyamine disruption and growth

perturbations. J. Biol. Chem. 277, 44131-44139.

Hao, Y.-J., Zhang, Z., Kitashiba, H., Honda, C., Ubi, B., Kita, M., Moriguchi, T., 2005.
Molecular cloning and functional characterization of two apple S-adenosylmethionine
decarboxylase genes and their different expression in fruit development, cell growth and

stress responses. Gene 350, 41-50.

Higgins, D., Thompson, J., Gibson, T., Thompson, J.D., Higgins, D.G., Gibson, T.J., 1994.
CLUSTAL W: improving the sensitivity of progressive multiple sequence alignment
through sequence weighting, position-specific gap penalties and weight matrix choice.

Nucleic Acids Res. 22, 4673-4680.

66



Hu, W.-W., Gong, H., Pua, E.C., 2005a. The pivotal roles of plant S-adenosylmethionine
decarboxylase 5" untranslated leader sequence in regulation of gene expression at the

transcriptional and post-transcriptional levels. Plant Physiol. 138, 276-286.

Hu, W.-W., Gong, H., Pua, E.C., 2005b. Molecular cloning and characterization of S-
adenosylmethionine decarboxylase genes from mustard (Brassica juncea). Physiol. Plant.

124, 25-40.

Kakkar, R.K., Sawhney, V.K., 2002. Polyamine research in plants - a changing perspective.
Physiol. Plant. 116, 281-292.

Kashiwagi, K., Taneja, S.K., Liu, T.Y., Tabor, C.W., Tabor, H., 1990. Spermidine
biosynthesis in Saccharomyces cerevisiae. Biosynthesis and processing of a proenzyme

form of S-adenosylmethionine decarboxylase. J. Biol. Chem. 265, 22321-22328.

Konstantinos, A., Paschalidis and Kalliopi, A., Roubelakis-Angelakis, 2005. Spatial and
temporal distribution of polyamine levels and polyamine anabolism in different
organs/tissues of the tobacco plant. Correlations with age, cell division/expansion, and

differentiation. Plant Physiol. 138, 142-152.

Kumar, S., Tamura, K., Nei, M., 2004. MEGA3: Integrated Software for Molecular
Evolutionary Genetics Analysis and Sequence Alignment Briefings in Bioinformatics 5,

150-163.

Lee, M.M., Lee, S.H., Park, K.Y., 1997a. Characterization and expression of two members of
the S-adenosylmethionine decarboxylase gene family in carnation flower. Plant Mol. Biol.

34,371-382.

67



Lee, T., Liul, J.-J., Pua, E.-C., 1997b. Molecular cloning of two cDNAs (accession nos.
X95729 and U80916) encoding S-adenosyl-L-methionine decarboxylase in mustard
(Brassica juncea fL.1 Czern & Coss). Plant Physiol. 115, 1287.

Li, Z.-Y., Chen, S.-Y., 2000. Differential accumulation of the S-adenosylmethionine
decarboxylase transcript in rice seedlings in response to salt and drought stresses. Theor.

Appl. Genet. 100, 782-788.

Livak, K.J., Schmittgen, T.D., 2001. Analysis of relative expression data using real-time

quantitative PCR and the 2"**““ method. Methods 25, 402-408.

Mad Arif, S.A., Taylor, M.A., George, L.A., Butler, A.R., Burch, L.R., Davies, H.V., Stark,
M.J., Kumar, A., 1994. Characterisation of the S-adenosylmethionine decarboxylase

(SAMDC) gene in potato. Plant Mol. Biol. 26, 327-338.

Marco, F., Carrasco, P., 2002. Expression of the pea S-adenosylmethionine decarboxylase is

involved in developmental and environmental responses. Planta 214, 641-647.

Martin-Tanguy, J., 2001. Metabolism and function of polyamines in plants: recent

development (new approaches). Plant Growth Reg. 34, 135-148.
Mize, G.J., Ruan, H., Low, J.J., Morris, D.R., 1998. The inhibitory upstream open reading
frame from mammalian S-adenosylmethionine decarboxylase mRNA has a strict sequence

specificity in critical positions. J. Biol. Chem. 273, 32500-32505.

Nicholas, K.B., Nicholas, H.B., Deerfield, D.W., 1997. GeneDoc: Analysis and visualization
of genetic variation. EMBNEW.NEWS 4, 14.

68



Pajunen, A., Crozat, A., Jane, O.A., Thalainen, P.H., Stanley, B., Madhubala, R., Pegg, A.E.,
1988. Structure and regulation of mammalian S-adenosylmethionine decarboxylase. J.

Biol. Chem. 263, 17040-17049.

Pillai, M.A., Akiyama, T., 2004. Differential expression of an S-adenosyl-L-methionine
decarboxylase gene involved in polyamine biosynthesis under low temperature stress in

Japonica and indica rice genotypes. Mol. Gen. Genomics 271, 141-149.

Rogers, S., Wells, R., Rechsteiner, M., 1986. Amino acid sequences common to rapid

degraded proteins: the PEST hypothesis. Science 234, 364-368.

Roy, M., Wu, R., 2002. Overexpression of S-adenosylmethionine decarboxylase gene in rice
increase polyamine level and enhances sodium chloride-stress tolerance. Plant Sci. 163,

987-992.

Ruan, H., Shantz, L.M., Pegg, A.E., Morris, D.R., 1996. The upstream open reading frame of
the mRNA encoding S-adenosylmethionine decarboxylase is a polyamine-responsive

translational control element. J. Biol. Chem. 271, 29576-29582.

Schroder, G., Schroder, J., 1995. ¢cDNAs for S-adenosyl-Lmethionine decarboxylase from
Catharanthus roseus, heterologous expression, identification of the proenzyme-processing
site, evidence for the presence of both subunits in the active enzyme, and a conserved

region in the 5° mRNA leader. Eur. J. Biochem. 228, 74-78.
Tian, A.-G., Zhao, J.-Y., Zhang, J.-S., Gai, J.-Y., Chen, S.-Y., 2004. Genomic characterization
of the S-adenosylmethionine decarboxylase genes from soybean. Theor. Appl. Genet. 108,

842-850.

Tiburcio, A.F., Altabella, T., Borrel, A., Masgrau, C., 1997. Polyamine metabolism and its
regulation. Physiol. Plant. 100, 664-674.

69



Waie, B., Rajam, M.V., 2003. Effect of increased polyamine biosynthesis on stress responses
in transgenic tobacco by introduction of human S-adenosylmethionine gene. Plant Sci.

164, 727-734.

Xiong, H., Stanley, B.A., Tekwani, B.L., Pegg, A.E., 1997. Processing of mammalian and
plant S-adenosylmethionine decarboxylase pro-enzymes. J. Biol. Chem. 272, 28342-
28348.

Zhu, J.-K., 2002. Salt and drought stress signal transduction in plants. Annu. Rev. Plant. Biol.
53,247-273.

Ziosi, V., Scaramagli, S., Bregoli, A.M., Biondi, S., Torrigiani, P., 2003. Peach (Prunus
persica L.) fruit growth and ripening: transcript levels and activity of polyamine

biosynthetic enzymes in the mesocarp. J. Plant Physiol. 160, 1109-1115.

70



Fig. 1. Alignment of the deduced amino acid sequences of EgrSAMDCI and EgrSAMDC?2 and
those of 4. thaliana (GenBank accession no. U63633), Nicotiana tabacum (U91924), Malus
sp. (AB077442 and AB077441), Oryza sativa (Y07766), Solanum tuberosum (Z11680), Pisum
sativum (U60592) and Zea mays (Y07767). Black-shaded residues are identical while light
gray-shaded residues are similar in all proteins. The highly conserved sequence LSESSM and
the PEST motif are marked by triangle and underlined, respectively. Filled circles indicate the
aspartic residues necessary for the stimulation of processing in the human enzyme by

putrescine.
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Fig. 2. (A) Alignment of the predicted amino acid sequences of small ORFs of EgrSAMDC1
and EgrSAMDC?2 and those of A. thaliana, N. tabacum (AF033100), Malus sp., O. sativa and
Z. mays. GenBank accession numbers were indicated in the legend of Fig. 1. Black-shaded
residues are identical while light gray-shaded residues are similar in all proteins. (B) Tiny and

small uORFs identified in the 5’-end of the EgrSAMDC1 and EgrSAMDC2 cDNAs.
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Fig. 3. Phylogenetic tree showing the relatedness among plant SAMDC main ORFs. The tree
was constructed using the ClustalW alignment of the deduced amino acid sequences of
different plant and non-plant organisms, including EgrSAMDC1 and EgrSAMDC?2. The
sequences used (and GenBank accession numbers) are from Solanum tuberosum (StuSAMDC,
711680); Datura stramonium (DstSAMDC, Y07768); Nicotiana tabacum (NtaSAMDC,
U91924); Catharanthus roseus (CroSAMDC, U12573); Spinacia oleracea (SolSAMDC,
X81414); Dianthus caryophyllus (DcaSAMDCI1 and DcaSAMDC?2, U38526; U38527); Pisum
sativum (PsaSAMDC, U60592); Glycine max (GmaSAMDC, AF488307); Vitis vinifera
(VViISAMDC, AJ567368); Malus x domestica (MdoSAMDC1 and MdoSAMDC2, AB077441
and ABO077442); Ipomoea batatas (IbaSAMDC, AFI188998); Arabidopsis thaliana
(AthSAMDCI1 and AthSAMDC2, U63633 and AJ251915); Brassica juncea (BjuSAMDCI
and BjuSAMDC2, U80916 and U95729); Dendrobium crumenatum (DcrSAMDC,
AF420239); Narcissus  pseudonarcissus (NpsSAMDC, AY232672); Oryza sativa
(OsaSAMDCI1 and OsaSAMDC?2, Y07766 and AJ251899); Triticum aestivum (TaeSAMDC,
AF117660); Hordeum chilense x durum (HvuSAMDC, X83881); Zea mays (ZmaSAMDC,
Y07767); Sacharomices cereviseae (SceSAMDC, M38434); Xenopus laevis (XlaSAMDC,
S82621); Homo sapiens (HsaSAMDC, M21154). Filled circles indicate branches with

bootstrap values of 100.
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Fig. 4. DNA hybridization analysis of SAMDC-like genes in E. grandis. Ten micrograms of
genomic DNA isolated from E. grandis seedlings were digested with EcoRI EcoRV, HindlIlI,
BamH1, Sall or Pstl, fractionated on a 0.8% agarose gel and, after electrophoresis, transferred
to a nylon membrane and hybridized with a EgrSAMDC2 cDNA fragment (1,033 bp) probe.

Relative DNA fragment lengths in kb are indicated in the left.
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Fig. 5. Northern blot analysis of the E. grandis SAMDC gene expression. (A) Northern blot
hybridization of the EgrSAMDC2 cDNA fragment with total RNA extracted from young
stems, young leaves, vascular tissues (VT) of adult tree trunks and opened flowers of E.
grandis. (B) EgrSAMDC mRNA expression pattern in seedlings submitted to different stimuli:
distilled water (W); kinetin (Kin); 1-naphthaleneacetic acid (NAA); abscisic acid (ABA); yeast
extract (EL, elicitor); ultraviolet light (UV); mechanical wounding (MW); sodium chloride (salt)
and drought. Auto radiographic films showing the hybridization signals are represented in the
upper panels. Photographs of 1.2% agarose gels containing equal amounts of total RNA

employed in the Northern analysis are indicated in the lower panels.
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Fig. 6. Quantitative reverse transcription PCR analysis of EgrSAMDC?2 relative expression
from total RNA isolated from E. grandis treated seedlings and amplified using a specific
primer pair. Results are expressed as the relative quantification of EgrSAMDC?2 amplification
products against the independent internal controls Histone H2B (His) or ribonucleoprotein
L23A (Rib). Treatments of seedlings included distilled water (W); ultraviolet light (UV);
mechanical wounding (MW); abscisic acid (ABA); yeast extract (EL, elicitor); 1-
naphthaleneacetic acid (NAA); kinetin (Kin); sodium chloride (salt); cold and drought.
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Abstract

Mitogen-activated protein kinase (MAPK) cascades play important roles in signal
transduction of extracellular stimuli to intracellular targets in all eukariotic organisms. In
plants, there is evidence that MAPKs are involved in the signalling of abiotic stresses,
pathogens, plant hormones, and cell cycle cues. Many plant MAPKSs have been characterized
up to now. However, as most efforts are focused on model plants, nothing is known about
these genes in economically important tree species. In this study, a full-length cDNA
(EgrMAPK?2) from Eucalyptus grandis that showed homology to plant stress-responsive
MAPKs was isolated and characterized. The EgrMAPK2 cDNA sequence contained a
complete coding region for the peptide but was interrupted by two introns with conserved
splicing sites, revealing that the isolated cDNA was derived from an immature mRNA
sequence or from an alternative splicing product. According to our phylogenetic analysis with
the deduced protein of this single copy gene, EgrMAPK?2 belongs to subgroup A2 of plant
MAPKSs, which is frequently associated with various biotic and abiotic stress responses.
EgrMAPK? transcripts were significantly induced in seedlings exposed to kinetin and high
salinity, but also weekly induced with ABA. UV treatment drastically reduced EgrMAPK?2
gene expression. These results suggest that Egr;MMAPK2 might be related to signaling of both

cell division and stress responses.

Keywords: Eucalyptus grandis, MAPK cascades, gene expression, stress tolerance, gene

copy number
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1. Introduction

Plants are frequently exposed to unfavorable environmental stresses such as drought,
extreme temperature, wounding and pathogen infection. To withstand these different stimuli,
plants must sense the signals and respond to them, which influence their growth and
development. Progress in understanding signal transduction showed that protein
phosphorylation plays a pivotal role in response to extracellular signals, as a surprisingly large
number of genes encoding mitogen-activated protein kinase (MAPK) pathway components
have been described from plant genomes (Nakagami et al., 2005). Plant MAPK cascades are
associated with defense responses to pathogens, cellular responses to hormones, regulation of
the cell cycle, and responses to abiotic stresses (for review, Jonak et al., 2002).

MAPKs are a family of conserved serine/threonine protein kinases that have been
adapted throughout evolution to form parts of diverse signal transduction pathways in all
eukaryotes (Kiiltz and Burg, 1998). In general, each MAPK cascade consists of at least three
protein kinases, which mediate sequential phosphorylation reactions, as follows: a MAPK
kinase kinase (MAPKKK) phosphorylates and activates a MAPK kinase (MAPKK) which, in
turn, activates a MAPK by phosphorylation of both tyrosine and threonine residues in the
TXY motif (Widmann et al., 1999; Chen et al., 2001).

MAPKs are promiscuous serine/threonine kinases that phosphorylate a variety of
substrates, including transcription factors, protein kinases and cytoskeletal proteins. The
specificity of MAPK cascades functioning within the same cell is generated through the
presence of docking domains that are found in various components of the MAPK modules and
also through scaffold proteins (Tanoue et al., 2000; Biondi and Nebreda, 2003). The biological
processes in which MAPKs are involved are best understood in yeast and mammals and,
therefore, these organisms can be viewed as models for understanding the role of MAPK
cascades in plant systems (Pearson et al., 2001; Roux and Blenis, 2004). For example, in
mammalian cells, Extracellular-signal-regulated Kinases (ERKs) have been shown to be
involved in signaling hormones, neurotransmitters and signals for differentiation (Marshall,
1994), while JNK1 and p38 MAPKSs are activated in response to environmental stresses

(Kyriakis et al., 1994; Ono and Han, 2000). Research on many plant MAPKs suggests that
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MAPK cascades have a wider variety of roles in plants than those in animals and yeast
(Mizoguchi et al., 1997).

In plants, a variety of genes encoding MAPKs have been identified. More than 20
cDNAS encoding putative MAPKs have been cloned from different species such as
Arabidopsis (Mizoguchi et al., 1993), tobacco (Wilson et al., 1993), alfalfa (Duerr et al.,
1993), pea (Stafstrom et al., 1993) and petunia (Decroocq-Ferrant et al., 1995). However, the
complete information available about the Arabidopsis genome makes this species a blueprint
for assessing the complexity of other plant genomes. In a recent analysis, 20 MAPKs, 10
MAPKKs and 60 MAPKKKs were identified in the Arabidopsis genome, and a unified
nomenclature for Arabidopsis MAPKs and MAPKKs has been proposed (Ichimura et al.,
2002). It is not possible to unequivocally define homologues across species, and therefore the
Arabidopsis nomenclature cannot be adapted to other species. Nevertheless, the comparative
sequence similarity of Arabidopsis and other plant MAPKs indicates that there are four
distinct subfamilies (A-D, Ichimura et al., 2002), which can be used as a reference to relate
plant MAPK components across species. Subfamilies A-C have a TEY phosphorylation motif
in their active site, whereas subfamily D have a TDY motif at the corresponding position.
Moreover, it is suggested that MAPKs from group A are involved in environmental and
hormonal responses, while group B, although less studied, is involved in both environmental
stress responses and cell division. Information on group C and D is limited, but has been
related to circadian-rhythm and fungus and wounding induction, respectively (for review,
Ichimura et al., 2002).

Despite the large number of MAPKSs isolated from plants, there have been no reports for
any MAPK gene isolated from tree species. In this study, we isolated and characterized an
immature (intron-containing) cDNA from Eucalyptus grandis potentially encoding a full-
length and active MAPK, and named EgrMAPK?2. In order to contribute to the knowledge of
MAPK genes in trees, we characterized the genomic organization and the expression pattern

of EgrMAPK?2 in E. grandis seedlings challenged by different treatments.

2. Material and Methods:
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2.1 cDNA Library construction and sequencing

Seeds of E. grandis (supplied by Aracruz Cellulose S.A., Guaiba, RS, Brazil) were
surface sterilized by sequentially soaking in 70% ethanol for 2 min, 1% (v/v) active chlorine
solution for 15 min and five times in sterilized water. Seeds were then placed in culture flasks
(5 cm in diameter, 8 cm high) containing the Murashige & Skoog (MS, Invitrogen) complete
medium solidified by 0.7% (w/v) Phytoagar (Duchefa) and left to germinate in the dark for
two days at 26+/-2 °C. After germination, flasks were transferred to a culture room with a 16 h
photoperiod at the same temperature. Total RNA was extracted from 60-days old E. grandis
seedlings using Concert Plant RNA Purification Reagent (Invitrogen) according to the
manufacturer’s instructions for multi RNA minipreps. Messenger RNA was extracted by the
employment of the Oligotex mRNA Purification System (Qiagen). A total amount of 5 ug
mRNA was finally used for cDNA library construction by the Superscript Plasmid System
with Gateway Technology for cDNA Synthesis and Cloning Kit (Invitrogen).

Plasmid DNA preparation was carried out in 96-well microplates using standard methods
based on alkaline lysis and filtration in Millipore filter plates. Plasmid samples were
sequenced using the automatic sequencer ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer armed with 50
cm capillaries and POP6 polymer (Applied Biosystems). DNA templates (30 to 45 ng) were
labeled with 3.2 pmol of primer GlyptsRevl (5~ ATAGGGAAAGCTGGTACGC-3’) or M13
-40 forward (5’-GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTA-3’, Amersham Biosciences) and 2 uL
of BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing RR-100 (Applied Biosystems) in a final volume
of 10 uL. Labeling reactions were performed in a GeneAmp PCR System 9700 (Applied
Biosystems) termocycler with a initial denaturing step of 96 °C for 3 min followed by 25
cycles of 96 °C for 10 sec, 55 °C for 5 sec and 60 °C for 4 min. Labeled samples were purified
by isopropanol precipitation followed by 70% ethanol rinsing. Precipitated products were
suspended in 10 pL formamide, denatured at 95 °C for 5 min, ice-cooled for 5 min and
electroinjected in the automatic sequencer. Sequencing data were collected using the software
Data Collection v1.0.1 (Applied Biosystems) Data generated were processed by a suite of

programs available at the Universidade Catdlica de Brasilia (http://www.ucb.br/genolyptus)
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prior to assembly with the PHRED (Ewing and Green 1998; Ewing et al. 1998) and PHRAP
(http://phrap.org/) algorithms. Accepted ESTs were selected based on a minimal length of 250
bp with every base having a quality of PHRED higher than 20.

Multiple fragments of the EgrMAPK2 cDNA cloned into pSportl (Invitrogen) were
generated using internal restriction enzymes and subcloned into SK"™ pBluescript (Stratagene)
to allow full sequencing. Internal primers were also designed (Glfor, 5'-
CACGAGGGATTTGCTCAATT-3"; Glrev, 5-AGTGACCTGCATGAACCTCC -3'; G2for,
5-GGGATTGGGACATGAAATTG-3"; G2rev, 5-AAAAGAGCAGCCAAGGATCA-3';
G3rev, 5-CTGACAAAACGCTGCAAGAA-3") and, along with universal SK' primers,

employed to complete sequencing of the insert.

2.2 Southern blot hybridization analysis

Genomic DNA was extracted from young E. grandis leaves by the
cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) procedure described by Doyle and Doyle (1987).
Twenty pg of genomic DNA were digested with EcoRl, EcoRV, Hindlll, BamHI, Sall and
Pstl and fractionated by electrophoresis on a 0.8% agarose gel.

DNA fragments were transferred to Hybond N membranes (Amersham Biosciences).
Transfer, hybridization and detection were performed using the Gene Images Random Prime
Labelling and Gene Images CDP-Star Detection Modules (Amersham Biosciences) following
the manufacturer’s instructions. The 1,555 bp Xbal/ HindIIl fragment of the EgrSAMDC2
cDNA was used as probe.

2.3 Plant material and treatments for quantitative reverse transcription PCR analysis

Culture flasks containg 3 to 4 E. grandis seedlings grown in vitro for 4 months as
described above were submitted to several treatments in duplicate. Treatments consisted of 3
identical sprays into the flasks of the following: distilled water (control); 0.2 mg/l kinetin; 2
mg/l 1-naphthaleneacetic acid; 0.5 mM abscisic acid; 1.5% yeast extract dissolved in water; 3

min exposure to direct ultraviolet light (254 nm, 2 to 5 cm distance) followed by water sprays;
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and 0.5 M sodium chloride. Drought treatment consisted in leaving the flasks opened
overnight in the culture room. Mechanical wounding was performed by clenching leaves and
stems with a flat forceps followed by water sprays and overnight incubation. Cold treatment
consisted in leaving flasks during 3 days at 4 °C followed by water spray and overnight at the
culture room. After the simultaneous overnight incubations, all seedlings were harvested and
immediately frozen and stored in liquid nitrogen.

Total RNA from in vitro grown E. grandis seedlings was isolated after the described
treatments using the Concert Plant RNA Purification Reagent (Invitrogen) according to the

manufacturer’s instructions for multi RNA minipreps.

2.4 Quantitative reverse transcription PCR

Total RNA isolated from E. grandis seedlings was treated with DNAse I at 37 °C for 30
min prior to use. One pg of total RNA was added to each cDNA synthesis reaction using the
Superscript I RT pre-amplification system (Invitrogen). Reactions were performed at 42 °C
for 1 h using the primer 3 Smart CDS ITA (5°-
AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACT;VN-3’). PCR amplification was carried out
using specific primer pairs designed with the employment of the GenScript Corporation’s
Real-Time PCR Primer Design tool (www.genscript.com/ssl-bin/app/primer). Primers were
synthesized by Integrated DNA Technologies Inc.

Quantitative reverse transcription PCR (qRT-PCR) was carried out in an Applied
Biosystem 7500 real-time cycler. Reaction settings were composed of an initial denaturation
step of 5 min at 94 °C followed by 45 cycles of 10 s at 94 °C, 15 s at 63 °C, and 15 s at 72 °C;
samples were kept for 2 min at 40 °C for reannealing and then heated from 55 to 99 °C with a
ramp of 0.1 °C/s to acquire data to produce the denaturing curve of the amplified products.
gRT-PCRs were performed in 20 ul final volume composed of 10 ul of each reverse
transcription sample diluted 50 times in 2 pl Platinum Taq 10x PCR buffer (Invitrogen), 1.2 ul
MgCl, 50 mM, 0.4 ul dNTPs 5 mM, 0.4 pl primer pairs at 10 uM, 4.95 ul ultra pure water, 1.0
ul SYBR green (1:100,000, Molecular Probes), and 0.05 pul Platinum Taq DNA polymerase (5

U/ul, Invitrogen). The melting temperatures of all primers were adjusted to 60 °C. qRT-PCR
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EgrMAPK?2 primers were 5’- GATAACAAGATCGACGCGAA-3’ (MAPK-RT-for) and 5’-
TCTGTGGCGGTGGAATAATA-3’ (MAPK-RT-rev, product size of 106 bp). Histone H2B
and ribonucleoprotein L23A gene sequences were used as internal controls to normalize the

amount of mRNA present in each sample. qRT-PCR primers of the control genes employed

were 5’-GAGCGTGGAGACGTACAAGA-3’ (HistoneH2B-RT-for), 5’-
GGCGAGTTTCTCGAAGATGT-3" (HistoneH2B-RT-rev, product size of 127 bp), 5’-
AAGGACCCTGAAGAAGGACA-3’ (RibPtnL23 A-RT-for), 5’-

CCTCAATCTTCTTCATCGCA-3’ (RibPtnL23A-RT-rev, product size of 128 bp).
All results were expressed as a relative quantification of the specific MAPK gene
amplification products and the Histone H2B or the ribonucleoprotein L23A internal control

-AACt
2 C

genes using the method described by Livak and Schmittgen (2001). Three internal

replications per experiment were performed.

2.6 Bioinformatic analysis

Clustered DNA sequences of the GENOLYPTUS project database, derived from
expressed sequence tags (ESTs) obtained from cDNAs generated from different tissues,
organs or growth conditions, were the primary data source for this work. A putative full-length
MAPK c¢DNA was identified and BLASTp and BLASTn programs (Altschul et al., 1997),
available at The National Center for Biotechnology Information (NCBI) homepage
(http://www.ncbi.nih.gov), were used to confirm the identity of the EST in the gene and
protein databases. DNA and protein sequence alignments were carried using ClustalW
(Higgins et al., 1994) with default parameters and edited using GeneDoc program Version
2.6.002 (Nicholas et al., 1997; http://www.psc.edu/biomed/genedoc). Phylogenetic analysis
was performed with the Molecular Evolutionary Genetic Analysis (MEGA) package Version
3.1 (Kumar et al., 2004), according to the parameter of p-distance, pairwise deletion and with
the Neighbor-Joining method. Confidence of tree topology was calculated by bootstrap after
2000 replications.
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3. Results

3.1 Isolation and characterization of a E. grandis MAPK complete cDNA

As part of the GENOLYPTUS Project: The Brazilian Research Network on the
Eucalyptus Genome (www.ucb.br/genolyptus), our group screened for expressed sequence
tags (ESTs) related to MAPK among 120,000 ESTs available. A total number of 3 clusters and
12 singlets with deduced protein homology to MAPKs were identified in the GENOLYPTUS
database, all derived from E. grandis. Among these ESTs, one putative full-length clone was
identified due to the presence of the ATG translational start codon aligned to other known
plant MAPK sequences (result not shown; see next, Fig. 1) and due to the homology with
stress related MAPKs. This cDNA sequence was named EgrMAPK2 and submitted to the
GenBank under the accession number (to be defined).

The selected clone, EgrMAPK?2, presents a total of 4,975 bp in length. The entire
sequencing of the cDNA and comparisons with available plant homologue sequences revealed
the presence of two introns interrupting the open reading frames (ORFs), starting at the
positions 922 and 1410 of the complete sequence. The two introns are 307 and 3,215 bp in
length, respectively. The canonical 5’- and 3’-splice sites could be found in the border
junctions of introns and coding sequences (not shown; Sun and Chasin, 2000; Fu, 2004). The
sequence also presented an untranslated 5° region of 75 bp and a 3’ region of 118 bp,
including a poly(A)-tail. Due to all these features, the selected clone represents a full-encoding
cDNA, but produced from either an immature mRNA form or an alternatively spliced mRNA.

The presence of the characteristic splicing sites allowed us to join the three presumed
exons of 846 bp, 181 bp and 173 bp, in this order. The fusion of these sequences established a
complete ORF of 1,2 kb, which encodes a full peptide of 399 amino acids. As shown in Fig. 1,
the deduced amino acid sequence contains 11 subdomains that are conserved among all
MAPK families and possesses a dual phosphorylation activation motif (TEY) located between
subdomains VII and VIII (Hirt, 1997). Therefore, EgrMAPK?2 potentially encodes an active
MAPK.
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The EgrMAPK2 protein shares high amino acid identities to other plant MAPK
sequences including those described for Glycine max (GmMAPK2, 91% identity, GenBank
accession number AF329506), Medicago sativa (MsMSK7, 89%, X66469), Capsicum
annuum (CaMK2, 89%, AF247136), Nicotiana tabacum (NtSIPK, 88%, U94192) and
Arabidopsis thaliana (AtMPK6, 87% identity, D21842). Phylogenetic analysis based on the
alignment of MAPKs deduced amino acid sequences of representative members of each
subgroup of the plant MAPK family proposed by Ichimura et al. (2002) suggests that
EgrMAPK?2 belongs to the A2 subgroup (Fig. 2). Previous studies indicated that members of
the A1 and A2 subgroups are frequently activated by various biotic and abiotic stresses (Zhang

and Klessig, 2001).

3.2 Gene-copy number of Eucalyptus MAPK2

To estimate the number of EgrMAPK?2-like genes into the E. grandis genome, Southern
blot analysis was carried out. Genomic DNA was digested with EcoRI, HindIll EcoRV,
BamHI, Sall and Pstl restriction enzymes, which did not cut the EgrMAPK2 cDNA in the
probe homologue region. As shown in Fig. 3, a strong hybridization signal was observed in all
lanes when the 1.5 kb fragment of the EgrMAPK2 cDNA was used as probe. As the probe
sequence comprises part of both introns and the exon between them, this pattern indicates that
there is probably one single gene of EgrMAPK? into the E. grandis genome, which is
consistent with the results from other reported studies (Fu et al., 2002; Xiong and Yang,
2003).

3.3 EgrMAPK?2 gene expression in E. grandis seedlings treated by different stimuli

To determine the pattern of Egr;iMAPK2 mRNA accumulation under different E. grandis
growth conditions, specific primers for EgrMAPK2 were designed and used in qRT-PCR
analysis. Total RNA was isolated from 4-months old in vitro seedlings subjected to various
environmental stresses and plant growth regulators. The expression of the EgrMAPK2 gene

was normalized against the expression of the putative genes encoding histone H2B and the
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ribonucleoprotein L23A. As shown in Fig. 4, expression of EgrMAPK2 was drastically
reduced only after UV treatment of the seedlings. Kinetin and salt significantly induced
EgrMAPK? expression, while ABA only weekly induced the transcription. All other
treatments did not significantly affect the expression of the EgrMAPK2 gene. These results
suggest that EgrMAPK?2 might be related to signaling of both cell division and stress response

to salinity.

4. Discussion

In the present study we have identified and characterized a full-length cDNA,
EgrMAPK?2, among 20 MAPK-homologue sequences available at the GENOLYPTUS
transcriptome project database. Considering that cDNA first strands were synthesized by the
employment of a primer complementary to mRNA poly(A)-tails, most of the generated
products might keep the 3’-terminal region of the genes. The surprisingly large size of the
clone, almost 5 kb in length, was proven to be due to the presence of two intronic sequences.
The borders of these presumed introns are flanked by canonical structures previously
described (Sun and Chasin, 2001; Fu, 2004). As affirmed by Sun and Chasin (2001), an exon
is immediately preceded by the AG dinucleotide and immediately followed by the GU
dinucleotide. These authors also pointed out that real exons are recognized and spliced
cotranscriptionally, with a half-time of about 5 min in vivo, and that the pseudosites are
efficiently ignored during this process. It is well-known that alternative splicing of
heterogeneous nuclear RNA is an important mechanism of gene expression and regulation
(Lopez, 1998). This mechanism is not a novelty for MAPKs and are best characterized in
human and mouse (Krupa and Srinivasan, 2002; Caenepeel, 2004). More recent analysis
identified in the human genome about 500 genes encoding members of the kinase family, and
although many of them were well known genes, a larger number of genes coded for unknown
proteins identified as kinase only after computational studies (Milanesi et al., 2005). After a
systematic in silico analysis, Milanesi et al (2005) identified only 5 genes and 1 pseudogene,

indicating that a large number of kinase DNA sequences may code for alternately spliced
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forms or were incorrectly annotated. Although less detailed, alternative splicing has also been
described for some plant MAPKs such as the MAPKKK gene ANP/ (Nishihama et al., 1997).
Xiong and Yang (2003) isolated two cDNAs from Oryza sativa named OsMAPKS, one
enconding a complete MAPK protein and another lacking the subdomains III to VI, which
determines the lost of its kinase activity. The authors did not explore the significance of this
inactive isoform. Whether the finding of the incompletely spliced MAPK form described here
is related to alternative splicing or to a translational regulation mechanism remains to be
explained. Despite of that, it is reasonable to admit that the isolated EgrMAPK?2 potentially
encodes a full-length and functional protein due to the presence of the canonical splicing sites,
the presence of all functionally important features in the deduced protein and its high
homology to other plant MAPKSs from the related subgroup. Functional analysis may confirm
this hypothesis.

Considering the importance of MAPKs in various aspects of plant growth and
development, as well as defense/stress responses, and the increasing number of identified
MAPKSs from plants, a systematic nomenclature for Arabidopsis MAPKs was proposed mainly
on the basis of their structural features (Ichimura et al., 2002). Since the idea was that this
simplified nomenclature could serve as a basis for standard annotations of MAPKSs in other
plant species, one can assume the putative function(s) of uncharacterized MAPKs. Our
phylogenetic analysis grouped the EgrMAPK?2 deduced protein along with other MAPKs from
subgroup A2. Most known members of the MAPK family belong to subgroups A and B
(Ichimura et al., 2002). It is suggested that MAPKs from group A are frequently involved in
environmental and hormonal responses. Expression pattern studies with some members of this
subgroup, such as those from 4. thaliana MPK3 and MPK®6, tobacco SIPK and rice MAPK5a,
supported such assumption (Zhang and Klessig, 2001; Xiong and Yang, 2003).

In order to better understand the function of EgrMAPK?2 in response to different stimuli,
4-months old in vitro seedlings were exposed to biotic and abiotic-like stresses, as well as
hormone-like signals. Preliminary qRT-PCR experiments demonstrated that EgriMMAPK2 might
be related to signaling of both cell division and stress responses. This result is expected, as
EgrMAPK? is an A2 MAPK homologue. Nevertheless, before taking these results as definitive

conclusions, it will be important to repeat qRT-PCR experiments in more detail, with
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biological duplicates and time-courses, since only one assay was performed and in one time
lapse (16 h) after treatments.

Although there is much progress in the knowledge of plant MAPKSs, many questions
remain to de answered. The complexity of MAPK signaling in plants involves the redundancy
of signaling components, antagonism among distinct pathways and both positive and negative
regulatory mechanisms (Tena et al., 2001). Consequently, a thorough understanding of each
plant MAPK signaling cascade will require further systematic analysis of new plant genes and
the employment of diverse functional and genetic analysis methods. In this work, we
described a member of the MAPK family in Eucalyptus, the EgrMAPK?2, the first reported
MAPK-encoding sequence from a tree species as far as we are acknowledged. In order to
further help understanding the function of such genes in plants, we generated EgrMAPK?2

transgenic tobacco plants that are currently under evaluation.
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Fig. 1. Alignment of deduced amino acid sequences of EgrMAPK?2 with those of three closely
related MAPKs from Glycine max (GmMAPK?2, accession number AF329506), Capsicum
annuum (CaMK2, AF247136), and Arabidopsis thaliana (AtMPK6, D21842). The 11
subdomains are indicated above the sequence with Roman numerals and the dual

phosphorylation activation motif (TEY) is indicated by arrow.

102



EgrMAPKZ
CrMAPEZ
CaMEZ
ALMPES

EgrMAPKZ
CrMAPEZ
CaMEZ
AtMPEG

EgrMAPKZ
CrMAPEZ
CaMEZ
ALMPES

EgrMAPEZ
GuMAPEZ
CaMEZ
ALMPEG

EgrMAPKZ
CrMAPEZ
CaMEZ
AtMPEG

EgrMAPEZ
CrMAPEZ
CaMEZ
AtMPEG

MDGG-APQPADTVMIEAAPAQOOOOOQOORPOOAQPOGIENI PATLEHGGREFIQYNIFGNIFEVTARYERPP
MEGGGAAPPADTVMEDAAPP-————————— POOAMAMGIENI PATLEHGGRFIQYNIFGHNIFEVTARYEEPP
MDG--PAQQTDTVMAEAAARAQOPAP-———BE0PVA-GIDNIPATLSHGGREFIQYNIFGNVEEVTARYEEPP
MDGGIGQPAADTEMTEA- PG PAAA-——PEPOMP-GIENIPATLSHGGREFIQYNIFGNIFEVTAEYERPE

IMPIGEGAY GIVCSALNSETNEHVATERTANAFDNEI DARRTLEETELLEHMDHENVWVATIRDIT PPPORE
IMPIGEGAY GIVCSALNSETNEHVATERTANAFDNEI DARRTLEETELLEHMDHENVWVATIRDIWVEPPPORE
IMPIGEGAY GIVCSALNSETNEHVATERTANAFDNEI DARRTLEETELLEHMDHENIWVATIRDIT PPPORE
IMPIGEGAY GIVCEAMNSETNE SWVATERTANAFDNEI DARRTLEETELLEHMDHENIWVATIRDI T PPPLEN

VENDWVY TAYELMDTDLHOITRESNQALSEEHCOYF LY QI LRGLEY IHSANVLHRDLEPSNLLLNANCDLET
IFNDVY TAYELMDTDLHQITRENQGLEEEHCOYF LY QI LRGLEY THSANVLHRDLEPSNLLLNANCDLET
AFNDVY TAYELMDTDLHOITRESNQGLEEEHCOYF LY QI LRGLEY IHSANVLHRDLEPENLLLNANCDLET
AFNDVYTAYEILMDTDLHQITRENQALSEEHCOYFLYQILRGLEYTHEANVLHRDLEPSNLLILNANCDLET

CDFGLARVIT SETDFMTEYVVIRWYRAPELLLN S SDY TAATDVIISWVGCIFMELMDERPLE PGRDHVOQOLRL
CDFGLARVI SETDFMTEYVVIRWYRAPELLLN S SDY TAATDVIISWVGCIFMELMDERPLE PGRDHVHOLREL
CDFGLARVI SETDFMTEYVVIRWYRPPELLLN S SDY TAATDVIISWVGCIFMELMDERPLE PGRDHVOQOLRL
CDFGLARVISESDFMTEYVVIRWYRAPELLLN S DY TAATDVIISWVGCIFMELMDERPLE PGRDHVHOLREL

LMELIGTPSEAELGEL-NENARKEY IROLEPLYRROSFTEEF PHVHPLATDLYVERMLTFDPRELRLTVEEALA
LMELIGTPSEADLGEL-NENAKRY IRQLEPLYRROSFOQEEF PHVHPEATDLYVERMLTFDPRERITVEDALA
LMELIGTPSEAEMEFL-NENAKRY IRQLELYRROSFVEEF PHVNPAATDLYVERMLTFDPRRRLTVEDALA
LMELIGTPSEEELEFL-NENAKRY IRQLEPY PROSITDEF PTWHPLATIDLIERMLTFDPRRRITVLDALA

HEYLNELHDISDEPTCMNPENFDFEQHALTEEQMEELTIYREALAFNPEYLO- @ 399
HEYLTSLHDISDEPVCMT PENFDFEQHALTEEQMEELTIYREALAFNPEY Q- @ 391
HEYLTSLHDISDEPVCTTPE SFDFEQHALTEEQMEELTIYREGLAFNPEYOHM : 394
HEYLNELHDISDEPECTI PENFDFENHALSEEQMEELIYREALAFNPEY Q- @ 395

69

63
65

139
131
133
135

209
201
203
205

279
271
273
275

348
340
342
344

103



Fig. 2. Phylogenetic relationship of EgrMAPK2 deduced protein with other plant MAPKs.
The dendrogram was constructed using MEGA 3.1 software (p-distance with pairwise
deletion; Neighbor-Joining method with bootstrap of 2000 replications) based on alignment of
the deduced amino acid sequences of representative plant MAPKs from each subgroup of the
MAPK family (proposed by Ichimura et al., 2002), including EgrMAPK2. The sequences used
(and GenBank accession numbers) are from A. thaliana (D14713, D21839, D21840, D21841,
D21842, D21843, AB038693, NM 100662, NM 126206, NM 104229, NM 129849), C.
annuum (AF247136), G. max (AF329506), Nicotiana tabacum (D61377, U94192), Oryza
sativa (AJ251330, AF479883), Pisum sativum (AF154329) and Zea mays (AB016802).
MAPK-family subgroups are indicated by capital letters at the right. Bootstraps higher that

80% are indicated.
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Fig. 3. DNA hybridization analysis of MAPK2-like genes in E. grandis. Ten micrograms of
genomic DNA isolated from E. grandis seedlings were digested with EcoRI, EcoRV, Hindlll,
BamH1, Sall or Pstl, fractionated on a 0.8% agarose gel and, after electrophoresis, transferred
to a nylon membrane and hybridized with a EgrMAPK2 cDNA fragment (1.5 kb) probe.
Relative DNA fragment lengths in kb are indicated in the left.
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Fig. 4. Quantitative reverse transcription PCR analysis of EgrMAPK? relative expression from
total RNA isolated from E. grandis treated seedlings and amplified using a specific primer
pair. Results are expressed as the relative quantification of Egr;MAPK2 amplification products
against the independent internal controls Histone H2B (His) or ribonucleoprotein L23A (Rib).
Treatments of seedlings included distilled water (W); ultraviolet light (UV); mechanical
wounding (MW); abscisic acid (ABA); yeast extract (EL, elicitor); 1-naphthaleneacetic acid
(NAA); kinetin (Kin); sodium chloride (salt); cold and drought.
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V- DISCUSSAO GERAL

A importancia do setor agricola na economia de paises como o Brasil demanda
constantes inovagdes para a superacgao de fatores limitantes de produtividade. Neste contexto,
a tecnologia de transformacdo de plantas tem contribuido significativamente com ganhos e
facilidades na produgdo e, conseqiientemente, nos lucros de agricultores e empresas de paises
que exploram plenamente tais tecnologias, como Estados Unidos da América, México,
Argentina e China. Entretanto, fatores como seca e salinidade ainda representam consideraveis
obstaculos a expansao das fronteiras agricolas, além de determinar grandes perdas em regides
produtoras ja estabelecidas, devido aos freqiientes periodos de estiagem. A geracao de plantas
transgénicas mais tolerantes as adversidades ambientais ainda depende da disponibilidade de
genes que possam ser utilizados para esta finalidade.

O seqiienciamento completo do genoma de Arabidopsis abriu muitos caminhos para
importantes descobertas sobre o funcionamento de genes envolvidos em véarias fungdes
fisiologicas das células. Com estas descobertas, alguns genes-chave de rotas de resposta a
estresses bidticos e abiodticos ja foram patenteados e estdo sendo utilizados para gerar plantas
transgénicas com esta finalidade. Entre os varios trabalhos que estdo sendo realizados com
diferentes genes, como apresentado no Capitulo 2, poucos produtos ja foram encaminhados
para testes a campo. Assim, a descrigdo de genes que possam ser utilizados no
desenvolvimento de cultivares de plantas economicamente importantes, como a soja, ainda ¢
muito importante.

Projetos que exploram o transcriptoma de diferentes espécies vegetais como o
GENOLYPTUS, para diferentes espécies de FEucalyptus, aumentam as possibilidades de

exploracdo de genes ja descritos e que também podem ser patenteados e utilizados para
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experimentos de transgenia, gerando produtos biotecnologicos de propriedade nacional. O
LBMV/CBiot/UFRGS, por fazer parte do projeto GENOLYPTUS, possui amplo acesso a base
de dados de ESTs gerados a partir do seqiienciamento de bibliotecas de cDNA, construidas a
partir de RNA de diferentes tecidos e o6rgdos de plantas adultas de eucalipto e, também, de
plantulas cultivadas in vitro e submetidas a diferentes condigdes de crescimento. Desta forma,
a exploragdo destes dados, visando genes especificos, ¢ bastante facilitada, ja que milhares de
seqiiéncias génicas e seus respectivos clones estdo disponiveis aos grupos participantes do
Projeto.

No presente trabalho, uma ampla revisdo bibliografica foi apresentada no Capitulo 2,
visando direcionar a busca por genes candidatos em eucalipto que apresentassem potencial em
conferir tolerancia a seca. Apds o extenso levantamento, alguns genes mais freqlientemente
testados em plantas transgénicas para conferéncia de fendtipos mais tolerantes a diferentes
estresses foram escolhidos, e suas disponibilidades verificadas no banco de dados do Projeto
GENOLYPTUS. Alguns clones de cada tipo foram selecionados e comparados as seqiiéncias
disponiveis no NCBI para a avaliacdo da integridade dos mesmos, sendo entdo classificados
como potencialmente completos, como resumido no Anexo 1. Devido a este critério e a
imediata disponibilidade das seqiiéncias, alguns clones foram resgatados e re-seqiienciados em
ambas as direcdes. Destes, dois foram estudados mais detalhadamente, como relatado nos
Capitulos 3 e 4.

Os estudos de ambos os conjuntos de cDNAs basearam-se em abordagens semelhantes,
iniciando pela obtengdo das seqiiéncias completas. Enquanto o clone de EgrSAMDC?2
apresentou em torno de 1,7 kb, o clone de EgrMAPK?2 selecionado foi surpreendentemente
maior, com cerca de 5 kb. Por esta razdo, o seqiienciamento completo deste Gltimo consumiu
mais tempo e exigiu a geragdo de varios subfragmentos, que foram subclonados em um vetor
de clonagem simples, o SK" pBluescript (Stratagene), com seqiiéncias para oligonucleotideos
universais. A partir das seqiiéncias completas, as principais conclusdes que puderam ser
deduzidas, em linhas gerais, foram:

I-  aseqiiéncia de aminoacidos codificada por cada um dos genes;
II-  as caracteristicas de cada proteina e sua relacdo com as fungdes esperadas;

III- o numero de copias gendmicas relacionadas com cada gene;
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IV- o padrao de expressdao em diferentes tecidos e 6rgdos e/ou em diferentes

condi¢des de crescimento.

No Capitulo 3, foram descritos os resultados obtidos a partir da identificagdo de dois
cDNAs com alta homologia a SAMDC, EgrSAMDCI e EgrSAMDC?2, que codificam uma
enzima-chave da sintese de poliaminas. Para o seqlienciamento completo do cDNA de
EgrSAMDC?2, além dos oligonucleotideos universais necessarios para o seqiienciamento a
partir das extremidades e de um fragmento subclonado, foi utilizado um oligonucleotideo
interno especificamente desenhado para SAMDC. Os fragmentos seqiienciados, utilizados na
montagem final de EgrSAMDC2, encontram-se esquematicamente representados no Anexo 2.
A seqiiéncia completa de EgrSAMDC] foi obtida a partir da seqliéncia consenso de vérios
clones da biblioteca, embora um clone potencialmente completo tenha sido identificado e
deverd ser posteriormente seqiienciado integralmente. A partir da seqiiéncia completa de
ambos, que se encontram nos Anexos 3 e 4, foi possivel identificar a presenca de duas regides
codificadoras, cujas seqiiéncias de aminoacidos deduzidas apresentaram varias regides
conservadas em relacdo a outras SAMDCs. Em SAMDC, a seqiiéncia codificadora principal
(ORF) inicialmente representa uma proenzima, que ¢ clivada em regides especificas para
constituir as subunidades funcionais a e P (Schroder e Schroder, 1995). Tanto em
EgrSAMDCI como em EgrSAMDC?2 foi identificado o dominio LSESSLF, relacionado com
este processamento da proenzima (Xiong et al., 1997). Além disso, o dominio
TIHVTPEDGFSYASFE, denominado de PEST, também foi localizado. Este dominio, que
geralmente determina meias-vidas menores que 2 h, esta associado com a rapida degradagdo
da proteina (Rogers et al., 1986; Cohen, 1998). Como outras SAMDCs, EgrSAMDCI e
EgrSAMDC?2 também apresentaram uma longa regido 5’ nao-traduzida, na qual estdo contidas
duas outras seqiiéncias codificadoras, denominadas tiny e small uORFs. Estudos sugerem que
essas pequenas uORFs estdo associadas com a regulacdo pds-transcricional, atuando na
repressao da traducdao quando os niveis celulares de poliaminas estdo elevados (Franceschetti
et al., 2001, Hanfrey et al., 2002). Este sistema estaria baseado na sobreposi¢ao das seqiiéncias
das duas uORFs, onde o ultimo nucleotideo do cddon de parada (TAA) da tiny uORF também

representa o primeiro nucleotideo do cdédon de inicio (ATG) da small uORF. Dessa forma, a
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small uORF ndo seria traduzida caso o ATG da tiny uORF fosse identificado primeiro pela
maquinaria de tradug¢do, conseqiientemente reprimindo a tradu¢do da ORF principal
(Franceschetti et al., 2001; Hanfrey et al., 2002). Tal estruturagdo, embora incomum a maioria
dos genes conhecidos, ¢ descrita para todas as SAMDCs conhecidas (Franceschetti et al.,
2001), sendo altamente conservada em nivel de aminodcidos, como pode ser observado nos
alinhamentos apresentados (Capitulo 3, Figura 2A). Assim, baseado no fato de que as
proteinas deduzidas a partir das seqiiéncias nucleotidicas apresentaram todas as caracteristicas
importantes para suas regulacdes e funcionamentos, acreditamos que os cDNAs selecionados
codificam proteinas funcionais. Entretanto, testes de complementagdo em leveduras mutantes,
a semelhanca do que realizaram Hao et al. (2005), poderiam ser realizados para comprovar a
funcionalidade dessas proteinas. Alternativamente, a expressdao em E. coli ou em plantas-
modelo como Arabidopsis ou tabaco, e testes enzimaticos das enzimas recombinates in vitro
poderiam, igualmente, comprovar a funcionalidade das proteinas codificadas pelos cDNAs.
Em relagdo a estrutura de MAPK de E. grandis, no Capitulo 4 foram descritas as
principais conclusdes e, entre elas, a explicagdo para o tamanho do cDNA. Como descrito
anteriormente, a obtencdo da seqiliéncia completa exigiu maiores esforcos de subclonagens e
seqiienciamento, além de diferentes oligonucleotideos especificos para EgrMAPK2. A
representagdo esquematica dos fragmentos seqiienciados constituem o Anexo 5. Este resultado
permitiu que a seqiiéncia nucleotidica fosse comparada a outras ORFs de MAPKs disponiveis
e, com isso, foi possivel detectar-se que apenas trés regides, ndo consecutivas e totalizando
apenas 1,2 kb, apresentavam homologia com MAPKs mais proximas. Em fun¢do disso,
suspeitou-se da presenga de introns entre essas seqiiéncias, indicando que o cDNA isolado
poderia ser um transcrito imaturo, ou seja, nao processado completamente, ou o produto de
splicing alternativo Esta hipotese foi comprovada quando as estruturas canonicas de sitios de
processamento de mRNAs foram localizadas nas jungdes intron/éxon, como pode ser
verificado no Anexo 6. Além disto, a unido dos supostos éxons determina uma ORF completa
que, quando traduzida, resulta em uma proteina deduzida que apresenta os 11 dominios
descritos para todas as familias de MAPKs e também o motivo de ativacdo por fosforilagao
(TEY), localizado entre os sub-dominios VII and VIII (Hirt, 1997). Comparando os tamanhos

dos éxons identificados, verificou-se que o tamanho do primeiro ¢ muito maior que o dos dois
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outros (846 bp, 181 bp e 173 bp, respectivamente). Como na literatura ¢ descrito que os
tamanhos dos éxons tipicamente variam de 100 a 300 bp (Fu, 2004), o primeiro “éxon”
provavelmente ja sofreu processamento e, neste caso, representaria a unido de dois ou mais
éxons. Por este motivo, os resultados permitem assumir que muito provavelmente ocorre o
completo e correto processamento do transcrito isolado, embora ndo seja possivel explicar o
porqué da existéncia de uma forma imatura na célula. O processamento (splicing) alternativo
em algum momento seria uma hipotese, ja que este mecanismo ¢ freqiientemente descrito em
MAPKSs (Milanesi et al., 2005). Em um trabalho em arroz, Xiong e Yang (2003) isolaram duas
isoformas de uma MAPKS codificadas por um unico gene, mas uma delas era inativa por
apresentar os subdominios de III a VI ausentes. Os autores atribuiram o fato ao processamento
alternativo, mas também nao exploraram o significado do transcrito defeituoso para a célula.
No presente estudo, o primeiro “éxon” codifica até o subdominio IX, o que significa que o
processamento inicial ja teria incluido todos os dominios importantes para a atividade de
cinase da enzima. Todas essas caracteristicas apéiam a hipotese de que este transcrito, embora
imaturo, pode ser processado completamente para formar a proteina completa. Talvez a
presenca desta forma imatura, isolada na construgdo das bibliotecas de cDNA do
GENOLYPTUS, possa representar algum mecanismo de controle de tradugdo deste transcrito
conforme o estado fisiologico da célula, mas ndo foram localizados na literatura relatos
referentes a isso durante a execugdo do presente trabalho. Durante este periodo foram, porém,
geradas plantas de tabaco e de soja transgénicas com EgrMAPK?2, que poderdo ser futuramente
analisadas para verificar se esses sistemas permitem o processamento completo e a tradugdo
de uma proteina completa e funcional.

A partir de analises de hibridizagdo com DNA gendmico e considerando a identificagao
de duas SAMDC s, concluiu-se que existem duas copias de SAMDC no genoma de E. grandis.
Resultados semelhantes foram descritos em outras espécies vegetais, como Dianthus
caryophyllus, Arabidopsis, tabaco, Brassica juncea, arroz € maga, para as quais mais de uma
seqiiéncia de SAMDC foi caracterizada (Lee et al., 1997a; Lee et al., 1997b; Franceschetti et
al.,2001; Pillai e Akiyama, 2004; Hao et al., 2005). Da mesma forma, a partir da bibliografia,

seria esperada apenas uma copia gendmica de MAPK, o que foi confirmado pela anélise de
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hibridizagdo com DNA gendmico com uma sonda derivada de EgrMAPK?2 (Fu et al., 2002;
Xiong e Yang, 2003).

Os resultados da andlise de expressdo de EgrSAMDC?2 indicaram que este transcrito €
mais abundante em flores do que nos demais orgdos/tecidos de E. grandis testados, embora
também estivesse presente em quantidades moderadas neles. Resultados semelhantes foram
encontrados em outros trabalhos como, por exemplo, em Franceschetti et al. (2001), que
descreveu maiores niveis de mRNAs AdoMetDC2 em flores e folhas de Arabidopsis e uma
distribuicdo mais abundante e ubiqua de AdoMetDCI; e em Lee et al. (1997a) que, de forma
semelhante, ja havia descrito a distribui¢do dos transcritos de CSDC9 e CSDCI16, as duas
SAMDCs de D. caryophyllus. Em maca, Hao et al. (2005) concluiram que as diferencas
encontradas no padrdo de expressao entre as duas SAMDCs em calos mantidos em cultura
foram devidas ao diferente envolvimento desses genes nos processos fisiologicos e de
desenvolvimento das células, onde um gene estaria mais envolvido no desenvolvimento floral
e no crescimento celular do que o outro. O fato de existirem duas SAMDCs em eucalipto
sugere essa diferenca funcional, mas, em fungdo das caracteristicas da sonda utilizada, que
provavelmente hibridizou com as duas SAMDCs, novos experimentos serdo necessarios para
diferenciar o padrdo exato de expressdo de cada gene. A expressdo observada em todos os
tecidos testados provavelmente deve-se a importancia das poliaminas para as células vegetais,
nas quais participam na estimulagdo de divisao celular, regulacdo de rizogénese,
embriogénese, senescéncia, desenvolvimento floral e amadurecimento de frutos, bem como
resposta a estresses (para revisao, Bouchereau et al., 1999; Kakkar e Sawhney, 2002).

Resultados preliminares de qRT-PCR com o uso de uma sonda especifica para
EgrSAMDC? indicaram que os tratamentos com ABA e alta salinidade foram capazes de
induzir a expressdo deste gene em plantulas de E. grandis, tomando-se por base o contetido
total ¢ momentaneo de mRNA para este gene. Por outro lado, UV e seca reduzem
drasticamente a expressdo do gene. Estes resultados indicam um possivel envolvimento deste
gene com respostas a salinidade, via sinaliza¢ao por ABA. Experimentos semelhantes de qRT-
PCR foram realizados com oligonucleotideos especificos para EgrMAPK?2. Neste caso, maior
inducdo do gene foi observada nos tratamentos com KIN e sal (NaCl). Novamente, o

tratamento com UV provocou reducdo na expressdo, mas a seca ndo provocou alteragao
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significativa. Como seca, salinidade e frio freqlientemente provocam efeitos de estresses
semelhantes, como revisado no Capitulo 2, os experimentos serdo repetidos com outras
amostras biologicas, que ja foram preparadas em condi¢des idénticas para excluir a
possibilidade de que os resultados tenham sido determinados por alguma anormalidade das
plantulas. Também estdo sendo projetados oligonucleotideos especificos para EgrSAMDCI,
para verificar o padrao de expressao deste gene em resposta aos diferentes estimulos.

Muitos dos trabalhos que descrevem estudos de expressao utilizam calos provenientes de
cultura in vitro ou disco foliares submergidos em substancias capazes de simular estresses
(Hao et al., 2005, Hu et al., 2005b), o que dificulta comparagdes diretas com os resultados de
expressao obtidos neste trabalho. Em outras publicacdes, ja foram utilizadas plantas inteiras de
arroz, mas existe a possibilidade de que as concentra¢des das substancias utilizadas nos nossos
tratamentos nao tenham sido suficientemente altas para induzir efetivamente estresses em
plantulas de eucalipto. Além disto, existe a possibilidade da existéncia de maior pico de
expressao em um tempo anterior ou posterior ao testado (16 h). Para esclarecer estas dividas,
a partir dos resultados definitivos de expressdo, os tratamentos que induzirem
significativamente a expressao dos genes deverdo ser repetidos em tempos diferentes e,
quando pertinente, em concentragdes diferentes.

Os resultados de expressdao dos genes descritos, embora preliminares, sugerem que
ambos os genes, além de um provavel envolvimento com fungdes celulares basicas,
apresentam um potencial envolvimento com respostas celulares a salinidade. Esse resultado ¢
interessante do ponto de vista biotecnologico, pois poderia ser futuramente utilizado para
geragdo de plantas transgénicas de interesse econOmico. Porém, antes desta etapa,
experimentos mais detalhados deverdo ser realizados para comprovar a funcionalidade dessas
proteinas. Além disso, plantas-modelo transgénicas poderdo ser utilizadas para bioensaios
preliminares, visto que espécies de interesse agrondmico, como a soja € o proprio eucalipto,
implicardo em tempos mais prolongados de cultura para obtencao de material para as analises.

Finalmente, o advento de técnicas sensiveis e de multiplas amostras, como as analises de
micro € macroarranjos, que apresentam elevado potencial de analise de uma grande
quantidade de dados simultaneamente, deverdo contribuir significativamente para a

identificagdo mais precisa de varios outros genes relacionados a seca dentro do genoma de E.
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grandis. Além disto, outras espécies de eucalipto, utilizadas no GENOLYPTUS, poderao ser

avaliadas e comparadas entre si na busca de genes mais especificos de resposta a seca.
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Anexo 1: Selecdo de clones de cDNA codificadores de proteinas potencialmente relacionadas a
tolerancia a seca a partir do banco de ESTs do Projeto GENOLYPTUS.

CLONE EST Proteina codificada Observacoes
EpeaPKRKT | GOS0 | P e e s il om e & 770
paapR2 | TSSO, | P e s il om oo 0020
EpeNPKl-c | gontont 0000 MAPKKK de tabaco | PAreiah com cerea de 30
EgrMAPKS5-h gzgi_;bgg } ]2 20 1_; p roteina;liii?éa;:riivada por potencialmente completa

parcial, com cerca de 465
EspSPSla gzi fég;{ : ]2 21 E_< sacarose-fosfato-sintase ?I?igi:)ngﬁi (;Z-(i;rc(?tes:frig

grande)
EgrSPDS-2 gg?_{; ig:&g‘%;{ espermidina-sintase parcial, isca parcial
EpeSPDS-1 ggg}f;f; : 8;3;{ espermidina-sintase parcial, com -45 aa
EurSPDS-4 ggglf:f;:g 20 1; espermidina-sintase parcial, com -70 aa
EgrSPDS-4b ?g?ﬁé g 2 : gg l 1_; espermidina-sintase pozi)r;rclligrrzn;z ClOZHellIa)tlzta’
mais

EgrSPDS-5b EUCR-PU-000- espermidina-sintase po;[zfc:)r;r?ilerrnczn;z CS%H;I;Z’[&

004-HO09-MG.R

mais

EgrSAMDC a-4

EUGR-TS-002-

S-adenosilmetionina-

potencialmente completa

010-FO05-CN.R descarboxilase
mpsoocs [ | S | e
EspADC gzi E)];g}li:glgl 1 E_< arginina-descarboxilase parcial, com -290 aa
EgrDREBI-I EUGR-SE-001- Slr;fégﬁod;;ﬁ)agizsg potencialmente completa,

075-E06-GO.S

desidratagao

com cerca de 30 aa

EgrDREB2A4-1a

EUGR-PU-000-
009-D12-MG.R

proteina de ligagdo ao
elemento responsivo a

potencialmente completa,
com cerca de 85 aaa

desidratagdo mais
EUUR-XY-000- Delta-1-pirrolina-5- parcial, com -300 aa (isca
EurP5CS1 091-F09-BA carboxilado-sintetase grande)
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Anexo 2: Fragmentos gerados e seqiienciados de EgrSAMCD?.

- EgrSAMDC2 —3»  pSPORT1

GlyptsRevl
M13-40
Reverse®
M13-40%
SAMDC-For

170 bp

* Fragmentos seqiienciados em pSK"
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Anexo 3: Seqiiéncia nucleotidica completa do cDNA EgrSAMDCI. Seqiiéncias sombreadas

representam as regides codificadoras; em negrito, a seqiiéncia da tiny uORF.

GT CCGCGACCATCCT CGCCT CCCCCAGACAGT CCCCAGAAAT CATCATCAGT TCCGECGGECCGT CAATCCCTACCC
TTCAATCGCCCGCCCECCCGECT CCCGCTCCGCCT CCCCTCCCCT CTTGCATCGATCTGT CCTGAAAAGACT CAATG
ATCTAATGGAGT CAAAAGGT GGCAAGAAGATGT CTAGT AGT AAACCT TCATTCTATGAAGCCCCTCTTGGT TACCG
CATTGAAGACGT CAGACCCAACGGT GECATCAAGAAGT TCCGAT CAGCT GCT TACT CCAACT GT GT GCGCAAACCA
TCCTGACATCCCCCATTTGCCATCTCGATTCT TGACCACT TGAGGTGGTCAATTTTCTGGTCTCGAAATAATTTCA
TTTTTTTCTCCTCCTCCAAGAAAAAGTCTTTCTGI TCCTCTCTCCCTCCTCTCTGCAACT TCAATCTCTCTGCAAG
CTGGGAATCCTTGT TACAGCAATGGATCT TGAAGT TTCTGCAATTGCCT TTGAAGGT TATGAAAAGAGGCTAGAAA
TATCATTTTACGAGCCTGGACT TTTTGGT GATCCAGAT GCGAGAGGT CTCCGGT CGCTCTCTAGGGECTCAGI TGGA
CGAGATTATAAAACCAGCT GAATGTACCATAGI CTCGT CGCTCTCTAATGACCATGTI CGAT TCCTATGI GCTGI CA
GAGTCTAGCCTCTTCGTCTACCCCTATAAGATTGT CAT TAAAACCT GT GGCACGACAAGGCTACTTAAGTCCATTC
CACCCATCTTGAATTTGGCAGGCTCTCTTTCCCT TACT GTAAGAT CTGCAAAGTACACTCGCGGT TGT TTTCTATG
CCCTGGAGCT CAGCCATACCCT CACCGTAACT TCAGCGAAGAAGT TTATGTCCTTGACCGT TATTTTGGAAATCT T
GGCTCAGGAAGAAAGGCCTATCTTT TGGGT GGAT CCAACAAAACCAAAAGAT GGCACGT GTATTCTGCTTCTGCAG
ATGAAGT CGAGT CTGI TTCCCCTGI TTACACTAT GGAGATAT GCATGACCGGT TTAAACAAGGAGI CGTCTTCTGT
GITCTTCAAATTCCAAT CCEGCAGT GCAGCT GCTATGACCATCAATTCTGGAAT CAGAAAGATTCTTCCCAATTCC
GAGATTTGIGCTTTTGGATTCGAACCT TGTGGT TATTCCATGAATGCTATTGAAGGCT CTGCAACGT CCACCATTC
ATGTCACCCCAGAAGACGGATTTAGCTATGCCAGCT TTGAGGCAGT GGGATAT GACCCAAAGGATATCAATTACAA
CCAGI TGAT TGGGAGEGTACT GECT TGI TTCCGACCAAAGGAGT TCTCCGT GGCAGT GCATGCCAATGT TGCAGCT
AAGTCACT TGAGCAAAACTGT TCTCTGAAT GT TAAGGEGGT ACT GCAGT GGAGAGCGGT GCCTTGAAGAGCT TGGAG
CAGGCGGT TCCATCATGT ACCAGAGGT TTGT GATGACT GGT CGCTCCGCGCGECCTACTATGT TGATTTCTAAAAT
CTGAACGCT GCT GGAGGGAGEGACGEEEEATGGT TCCTGT TCAATTTTACGT TTGCATTTCT TAGT CGAATAAAGT
CACTTCATACATGI CAATCCTACCGGATATGTCGATGT TGCTGTGT TGCTCATCATACTTCTCTTTCATTTGCTGG
AATATTATGGACAAAATTTAGCAATTTGGTATGI TGGT GTAGAAGGAAACGGAGATGCTATCTATCCTGI TGCCTC
CGGITTGACTTTTGAAACATGT GT TTGT CACGGGCCAAAAGGT TCCTGGECT GTGGAATGGTCAGT GT
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ANEXO IV

Anexo 4: Seqiiéncia nucleotidica completa do cDNA EgrSAMDC?2. Seqiiéncias sombreadas

representam as regides codificadoras; em negrito, a seqiiéncia da tiny uORF.
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CTCTACCGCGTCCCGTACGCGAGCCTCAATACAGATCTGAAAACTGAATGAACTAATGGAGTC
AAAAGGTGGGAAAAAGAAGTCTAGCAGTAGTAAATCCTTATTCTACGAAGCTCCCCTCGGTTA
CAGCATCGAAGACCTTCGTCCACACGGTGGCATCAAGAAGTTCAGATCGGCTGCTTACTCCAA
CTGCGCAAGAAAGCCATCCTGAGATTCCCCAAGCAGTGGCGTGATCCTTTAGATTCTGCAATT
TTGTTTCAAGTCATAATAGCTGTAGTTCTGCTGTCTCTGTTTCTTTTCAACTTCGATCATCCT
CTCGTTCTCTCTCGCAACTCGTTCTCAACTGCTCGCTCACTTTCTGAAAGTCGAGATGGCATT
GTCAGTTTCCCCCATCGGGTTTGAGGGTTACGAAAAGAGGCTCGAGCTCACATTCTATGAGCC
TGGAATTTTTGCTGATCCTGAAGGGATGGGTCTCCGCTCATTGTCCAAATCCCAGTTGGATGA
GTTTCTGAAATTAGCTGAGTGCACCATCGTTTCTTCGCTGTCAAATGAGTTCGTTGACTCTTA
CGTCCTTTCAGAGTCTAGCCTCTTTGTGTACCCCTACAAACTCATCATCAAGACTTGCGGGAC
TACAAAGTTACTTCTTTCCATTCCAGCCATCCTCAGATTGGCTGATTCCCTGTCCCTTTCTGT
CAAGTCTGTGAGGTACACTCGTGGGAGCTTTATATTCCCCGGTGCCCAGCATTTCCCGCATCG
GAACTTCTCAGAGGAAGTAGCTGTCCTCGATACCTACTTTGGTAATCTTGGCGCTGGCAGCAA
GGCGTATCTGATGGGCAGTCCGGAAAGGGCTCAGAAATGGCATGTTTATTCTGCTTCTGCTGA
GAAGACGAGCCTCTCAGATTCGGTTTTCACTCTCGAGATGTGTATGACTGGTCTTGGCAAGCA
AAGGGCATCCGTICTTCTTCAAAGAGAACTCGCCCTCAGCTGCAGCTATGACAGAGGAGTCTGG
CATTCGGAAGATTCTTCCAAAGTCTGATATCTGCGATTTTGATTTTGATCCCTGTGGCTACTC
CATGAATGCTATTGAAGGGAGTGGAATCTCAACCATCCATGTCACTCCAGAAGATGGTTTCAG
TTATGCCAGTTTCGAGGCTGTTGGCTATGATTTTAAGGCTGCGGATCTGTCCCAGCTGATCCA
GAGGGTGTTGGTCTGCTTCGAGCCAACCGAGTTCTCTGTGGCTCTCCATTCCGATTTAGCTGG
CGAGGATCTGGTGTCGAGGTTCCCTCTCGACCTGAAGGGGTACAGTGCTGGAGAAACGAGTTG
CGAGGCGCTTGGAAAAGGTGGTTCTATCATGTACATGAGCTTCGCCGGAACAGGAAGCTGTGG
ATCCCCAAGGTCCATCCTGAAGTGCTGTTGGAGCGAGGACGAGAAAGATGAGGAAGTCGAAGA
GAAATAGTGGTCAATTAATAAGTAGTATGAATAAGTAGAGCTTGTGGCCGTGTTGTCTTGGGA
GCACAACATTGAGCTCGAGTCTGTCATTGTCGTTTTATTTCTTGCTTCGTTTGTCATTGGGCG
TCGTAGTTGCTCTTCTTGTTGAGTCTCGCGGTCTGAGTCTGAGACAGTGTCATGGTGCGGATG
TGTTGCAGATATGAGATCATTCTGTGTTTTCGTCGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAARA
AAAAAAAAAAAAA
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ANEXO V

Anexo 5: Fragmentos gerados e seqlienciados de EgrMAPK?.
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—_ EgrMAPK2

3 pSPORT1

)

500 bp

* Fragmentos seqiienciados em pSK';
R — Reverse;

M - M13-40;

GlyptsRevl
M13-40
R*

M!

R, M*
R, M*
R, M*
R *

R*

M!

M*
Glfor
Glrev
G2for
G2rev
Girev

2 — fragmentos que foram seqiienciados mais de uma vez, com o(s) oligonucleotideo(s)

indicados;

? —fragmentos cujas seqiiéncias ndo puderam ser interpretadas.
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ANEXO VI

142



Anexo 6: Seqiiéncia nucleotidica completa do cDNA EgrMAPK?2. Seqiiéncias sombreadas
representam as regides codificadoras; em negrito, os sitios candnicos potenciais de

processamento (splicing) do transcrito primario.

GTAACGGAATCGCGACCCCCAAATCCTAGGGCTTTCTTTCTCTCTCTATTTCTACCACCACCATCACCACCACCGATGGACGGCGGGGCTCCTC
AGCCGGCGGATACCGTCATGTCGGAGGCGGCGCCGGCGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCCGCAGCAGGCGCAGCCGCAGGGGATCGA
GAACATCCCGGCGACGCTCAGCCACGGGGGCCGCTTCATCCAGTACAACATCTTCGGCAACATCTTCGAGGTCACCGCCAAGTACAAGCCCCCC
ATCATGCCCATCGGCAAGGGCGCCTACGGCATCGTCTGCTCGGCTTTGAATTCGGAGACGAACGAGCACGTGGCCATAAAGAAGATTGCCAATG
CTTTCGATAACAAGATCGACGCGAAGAGGACCCTCCGTGAGATCAAGCTCCTCCGGCACATGGACCATGAAAACGTTGTGGCAATTAGGGATAT
TATTCCACCGCCACAGAGAGAGGTGTTCAATGATGTTTATATTGCATATGAGCTTATGGACACTGATCTGCATCAAATTATTCGTTCCAACCAA
GCATTGTCTGAGGAGCATTGTCAGTATTTTCTATATCAGATCTTGCGAGGATTAAAATACATACATTCTGCAAATGTTCTGCATAGAGACTTGA
AGCCCAGCAATCTTCTCCTAAATGCAAATTGCGATTTGAAAATATGTGATTTTGGTCTAGCTCGTGTCACTTCTGAAACTGATTTTATGACAGA
ATATGTTGTCACAAGATGGTACCGTGCACCAGAGCTATTGTTAAATTCTTCAGACTATACGGCAGCAATAGATGTATGGTCTGTAGGCTGTATC
TTTATGGAACTAATGGATCGGAAACCCTTGTTTCCTGGCAGAGACCATGTGCAACAGCTGCGTTTGTTGATGGAGGTAACTTTTATGAAGTTGA
TCAGTTGTTGAACAGTCCTCTTTGGAGAATAGTTTCTTTCCATGTTGCTCGCTTGTATTTTTTGTTTTCTCGCAAATTTTGCCCTTGGGAGCTC
TTTTTCTTCTTGTATTTGCTAATCTAAACCAAAAAAACTGCCACCTAAGATCGTTCTAGATAGGCATTCTCTAATTTACACTCTTTCTTCTTGC
ACCATTAACTATTATTGTGTCTTCACTGGAGACGGATTTGATCTAGCTCTGTAGAATTTATGATGTGACATCTGGTAGTTATGCTTGTGTGACC
TCGCAGCTGATTGGCACCCCATCAGAGGCAGAGTTGGGGTTCTTAAATGAAAATGCTAAGAAGTATATCAGACAGCTTCCTCTGTACCGTCGGC
AATCTTTCACTGAAAAGTTTCCCCATGTCCACCCGCTTGCAATCGATCTCGTTGAGAAGATGTTAACGTTCGATCCCAGGCTGAGGCTCACAGG
TGCGAAAATGTTCTCTGATACTTTCCTGTAAGCCATTTCTGCATGGGCTCTAATTGCTTTCCTAATCTATCACGAGTCTCGTGTAAATTGACTG
GGTCGGTTGCTGATGCAACTGTCATTGATATTGAAGAGGTAGATATTTGCACGAGGGATTTGCTCAATTCCTCGTTTGGACTGTGTATGTTCTT
CCATACCTGCATCTGCTTGCTTCATTTTCTGTGTGGTATTCATTTGTTTTGAAGTTGGTAATGCTTTTAGGCTGTAATAATCTTCTGTGTGGTA
TTCATTTGTTTTGAAGTTGGTAATGCTTTTAGGCTGTAATAATCTTCTGTCTATCTCAGGGATCAGGTTATGCTAAGGTGCTAGGATGTATGCA
AAAATAGTGGCTTGTTATGTGAGCATCCGATAATGATCTGGTTATAGTTTGAGAACTCTTTTGTCGGTTAAAAGATGAGTCGGGAGTTATTTCC
TACTTAACTTTTCGTCTTTTGTACGGTGCTATGAAGTTATTTTACTTATGTTTATCAATTTGTCTCGGTGATAATTACTTAGGGGTCCTATCAT
TTCAGAAGAAGTGAACTTCTGAAAGATGTCATTGCTCCTGCCCCGTCAGGTTAGTGCTTGGCATGTGATTTGCCCAAGTGGCCGAACCAGACTG
CCCCCTATTTAGTTCCCTGAACTCTGGCAATGAACAATAAATGATGAGTAGAGAAACAGGGTTCAAAATGGAGGTTCATGCAGGTCACTTTATC
TCAATTGTCTTCTAACTGGTAGAATGCTTGAGAGAGATTTTCATTTTAAAAAAAAAAAGCGAGACAACCACATTTGCATTCATATTTAATATGG
AAACCGCATCTTCTCTAGTCTTATTGGGTCATGTGCAAGAACAAGAGAGAATCCATGCTGATGGCTTTGCCAAGTCACTTCTGGGGTATGATTG
GGGAGGTGACTTGTCTCTGTGCTCATCCTTTGGCCAGTTTCTTGTCATTAAATATGTTCTCAAGTTAGAATTGATTTTATTCTGCTGAAAGTGC
AGAACGTTAAGGGCTCTATGTCAGACATGGAACCTAGGACCGGGATTGGGACATGAAATTGCAAAGAACCATAATTCTTAGTTCCAATTACCCA
CAAAAAATGTTAATCCAAAACTTTTGTCCTCTTACATTTGAAGATCAATATTCATGGAACTTGACAATTATATAAAAGAGTATAACTCCAAAGA
ATGTCAAGCTTCTATTATGCAATCGGATACCAATCTTGTTGATATGGATTGCAGTCGGTGTTCAAAGCACTGTGAATGTGTCAGTCTAACAGCA
GTGTAAGCAGTCTATCAACCTAATATAGACATGTGGGGTTGGACATTCCAAAATAACATAAATATAGACATCACTATAGTGAATTTTATGCTAC
AGAATGCATAAGTTAGATTAGTCATTTATTGATAGTCACTAGCGTAGTAAACACTACAGAATGCATAAGTTAATTCATATGCCTGAGAGAATGT
CATGTTGCAACTCATATGTGCTATGCTACAAGAGGTAGAGAAATACCGCCTCCAATCCACAACTTGAGTCATCTTCTTTCATTTTGAAATAGGA
GCACGAAAGCATAGTATTCACTTGATCTGTCCAAAATAAAGCATGATTTATATTGCCACCAAAAAATCAAATTAGAAATTTTAATTTTAATTGC
TTTTAACTTCCTATGCTTCTCTAAACTTTTGGTATAAGCTTGTTCCATCTTAAGACCACACCGTCAGAACTCCAGGAGCAGGAGCCAGGAGCCT
GGAGCTGTCTCCACGAATTTTAACTTCACCCATCTTAGTCTCATCAAAAGCAAAACTAGTAGCCACCATTTGCAGACATAGATGGTCAAAATCT
TAGTGAAGAGATAATGATCTTGTATGCCTCTACAGCTGGTCTGTTTCTGTTTTGGATGGCCAGTGAGTGCAAGAACTCATCGACTGGCTGGAAG
AGATTGTTCTGAAAAGTTGTGCAATTACTACATCATGTGGAACATGTGTATTGAAAAAGGAAAGATAATCCCTGATTTATCTACATTTCATACA
CCTGTTTAGGACTGAACTTTCATTTAAGTCTCGGCTCAGCTTTTCTGAAGCTTTATGGCTGAATCCACAAAAGTTTCTTTTTCTTCGGAGTCCT
TCAGTGCACTTTCTGTGAGCTTGGATTGTACTCCTTCCGACAGCAAGCTCTATTGTTGAAAAAAGATAGAAAGATACTGAAATATGATGATGAC
TTAGATCCTATCATCATAAATTTGCAAGGTCTGTCATCCTATACTGGAAAGTTTGTAGTCTGGAAGATTCTGTGTTGATTTAGAGACTGAGCTG
AAGGCAGCTCATGCTGAAACTACTTCGGTGATCCTATTTTCCATTTTTCTTTTTTCCCTTTGATGGAGATTGGAATTTGAAGTTAAGCTCTAAT
CTAGTCAGTGGGGTATAAGAAAGAGTTTCTTGCAGCGTTTTGTCAGGGTTGATGTATCCATCCTTAGTAAAGGAGAAGCCAATTTTGTTGACCA
TCTGTCTGCTGTACATTGTTCTGCTATGAGGGAAGCTATTGAACTTGTTAATATCACCATCGAGCTGTGCTGGGGGTTCTTTTCTGATTAAGAA
AACCGATGCTTGAACCGCAGAAATAAAGGAGGAGAAGTTACCTGATGTTTGGACTTTTGTTCATATGGTAATTGTTGGTACTAGGTTCCCCAAG
TTTGCAAATAAAATGATTGGTATTTGGTAATTGGCCTTGTTATATGCTGAAAATAAAAAAAAACCACTTGGCTTTTGCTAACACATGGGAGATG
TGATGAGCATTTAAATATGCTTTTAAGCATGAGTCATGATTCACAGCCTTTCTGAGAACATGTAAAATTATGCGTGAGTTTCACGAAGCTGAAT
CAGCTATCTCATGATGTAATCAGGCTCGATTAGGGAATGGTCCTGCATATATGTTCTGCTCATTCACTGATTGTGGCGTTTATGCTTTTGTCAT
TGGCCAAGGTAATGTGATCCTTGGCTGCTCTTTTATACAGGGCCATTGTAGATTATAGATTGCTTCTGGTGATAGGACAAAGGGATCTCGTAAA
TTTCCTTCCTATGTTTCCCAATAAATTCACTTAGTGGTGCTTGTCTCGTGACGGGAGACATTCCTGTTTCAATGAGATTTATATCTCTTAACAT
TTAGTTTCTTTGGTACAGTTGAAGAGGCATTGGCTCATCCCTACCTAAACTCACTGCACGACATCAGCGATGAGCCGACTTGCATGAATCCATT
CAACTTCGACTTTGAGCAGCATGCACTCACGGAGGAACAGATGAGGGAGTTAATTTATAGGGAAGCGCTTGCATTTAATCCCGAGTATCTACAG
TAATGGAAGTCATGCTGTTAGTATTTGGTGGCTGTTCTTGAGTGTGATGCCCGCGCTTTAACATGGCGATGATTTATTTCTTCATGTACATATG
GTTTATCCTATTGTTGGATGGCTCTGCTATTGAATTCTTTTCATGACTTCGAGAACCATAAGAATTTTCAAAAAAAAAAAAAAAAAA
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