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Resumo

Os agrupamentos de ferro-enxofre (Fe-S) sdo grupos prostéticos necessarios para a
manuten¢do da vida, pois estdo envolvidos em diversos processos incluindo a transferéncia
de elétrons, reacdes metabolicas, sinalizacdo e regulacdo da expressdo génica. As plantas
realizam fotossintese e respiragdo, dois processos que requerem proteinas Fe-S, sendo os
unicos organismos em que a sintese destas proteinas ¢ compartimentalizada. Diversos
fatores afetam o desenvolvimento das plantas, entre eles, a temperatura baixa, fator
limitante a produtividade e a distribui¢do geografica das plantas, incluindo Eucalyptus
grandis, uma espécie com grande importancia econdmica. Neste trabalho foi realizada uma
analise transcricional dos genes NFS1, ISA1 e ISUI de E. grandis ap6s diferentes estimlos
por meio de PCR quantitativa (QRT-PCR) e microarranjos. Apds o tratamento de plantulas
de E. grandis com frio, foram realizados experimentos de qRT-PCR. Os resultados foram
normalizados com os genes constitutivos codificadores da histona H2B e da
ribonucleoproteina L23A. Considerando tal normalizag¢do, /SUI aumentou sua expressao
em 0,6 e 1,7 vezes, NFSI apresentou um aumento de 6 e 8 vezes, enquanto ISA/
apresentou um aumento de 69 a 114 vezes em relacdo a condi¢do controle. Utilizando-se a
técnica de microarranjos, foi analisada a diferenga de expressdo entre folhas e xilema de
arvores maduras de E. grandis. O gene NFSI apresentou maior expressdo nas folhas do
que em xilema, porém os genes ISA/ e ISUl apresentaram um padrdo de expressao
equivalente entre os dois tipos de tecidos. Esses resultados sugerem que (i) os genes NFSI
e ISA1 podem estar relacionados a resposta celular ao estresse causado por frio; e que (ii)
os aumentos na expressao devem-se, provavelmente, ao metabolismo de enxofre e a
inducdo de enzimas antioxidantes. Foi também realizado um experimento de curva de
tempo com a submissdo de plantulas de E. grandis ao resfriamento, objetivando-se
verificar em que momento esses genes comecam a ter suas expressoes aumentadas. O gene
ISUI apresentou maior expressdo génica nas primeiras duas horas de tratamento, caindo
drasticamente logo apos este periodo. O gene IS4/, que havia apresentado a maior
expressdo relativa no experimento anterior, ndo apresentou diferenca significativa no
padrdo de expressdo durante as 16 horas de resfriamento, assim como o gene NFSI. Esses
resultados indicam que as proteinas Fe-S, frente ao resfriamento, estdo possivelmente
envolvidas na recuperacdo das plantas apos tal estresse.
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Abstract

Iron-sulfur (Fe-S) clusters are prosthetic groups required for the maintenance of life
because they are involved in various vital processes, including electron transfers, metabolic
reactions, signaling and regulation of gene expression. Plants perform photosynthesis and
respiration, two processes that require Fe-S proteins, and are the only organisms in which
the synthesis of these proteins is compartmentalized. Several factors and stresses affect the
development of plants including low temperature, which is a productivity-limiting factor
and restricts plants to certain geographical distributions, including Eucalyptus grandis, a
species with significant economic importance. The aim of this study is to perform an
analysis of E. grandis NFSI and ISA1 gene expressions after different stimuli through
quantitative PCR (qRT-PCR) and microarrays. qRT-PCR experiment were conducted on
plants submitted to a cold treatment. The results were normalized with the housekeeping
genes encoding histone H2B and ribonucleoprotein L[23A. Considering such
normalizations, ISU! increased the expression 0.6 and 1-fold, NF'S1 showed a 6 and 8-fold
increase in comparison with the control condition, while IS4/ gene increased 69 and 114-
fold. Using microarrays, the difference in expression between leaves and xylem of E.
grandis was analyzed. The NFSI gene showed higher expression in leaves than in xylem,
but the IS4/and ISUI showed equivalent pattern of expression in both types of tissues.
These results suggest that (1) NF'SI and ISA1 genes are related to the cellular response to
the stress caused by chilling, and that (ii) the increased expression should be probably due
to the metabolism of sulfur and to the induction of antioxidative enzymes. A time-course
experiment was also conducted during the cold stress of E. grandis plants to look at which
moment these genes begin to increase their expressions. The ISUI gene showed higher
expression in the first 2 hours of treatment, and than decreased severally after this period.
The ISAI gene, which had shown the highest expression in the previous experiment, did
not show significant differences in the pattern of expression during the 16 hours of chilling
treatment, as well as the NFS1 gene. These results indicate that Fe-S proteins, in response
to low temperature, are possibly involved in the recovery of the plants after this stress.
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Capitulo | REFERENCIAL TEORICO

1.1 Projeto Genolyptus

Lancado oficialmente em 2002 pelo Ministério de Ciéncia e Tecnologia, com
recursos do Fundo Setorial “Verde-Amarelo” e de empresas de celulose e papel, o Projeto
Genolyptus conta com a participagdo de 14 empresas e dez centros de pesquisa. O
principal objetivo do projeto ¢ a descoberta, seqiienciamento, mapeamento e determinacao
de genes de interesse econOmico para diversas espécies de FEucalyptus, visando a
incorporacdo de tecnologias de gendmica em programas de melhoramento genético e
producdo florestal, buscando plantas mais resistentes a moléstias e a estresses bidticos e
abioticos.

O projeto possui oito subprojetos que englobam programas experimentais a campo,
implementagdo de tecnologias para avaliacdo da qualidade da madeira, constru¢do de
mapas genéticos e fisicos para o mapeamento de QTLs, investigagdes de base genética e
identificacdo de genes que conferem resisténcia a doengas e pragas, caracteristicas de
madeira e qualidades silviculturais diversas

No subprojeto “Seqiienciamento do Transcriptoma de Eucalyptus” foram obtidas
96.493 marcas ou seqiiéncias de genes expressos (do inglés, “Expressed Sequence Tags”
ou ESTs) validas, incluindo 21.905 seqiiéncias génicas Unicas que foram depositadas nas
centrais de bioinformatica do Projeto Genolyptus (Bastolla, 2007).

Em janeiro de 2005, teve inicio o projeto WoodGenes, ou “Génese de Madeira em
Eucalyptus: Genes, Fungdes, Regulagdo e Expressdo Transgénica”, o qual tem como
objetivo explorar os clones de cDNA gerados no projeto Genolyptus, avaliar a fungdo
génica das seqiiéncias isoladas e o potencial destas em proporcionar caracteristicas de
interesse econdmico por meio da expressdao transgénica. Para isso, foram planejados e
estdo sendo analisados experimentos de microarranjos de DNA (Bastolla, 2007).

No ano de 2007, foi aprovado junto ao Joint Genome Institute (JGI) do
Departamento de Defesa dos Estados Unidos da América o projeto do seqiienciamento do
genoma do Eucalyptus na integra. Esse projeto foi organizado por pesquisadores dos
Estados Unidos, Brasil ¢ Africa do Sul, contando também com a participagio de
pesquisadores da Australia, Portugal, Franca e Suécia. A analise computacional, a anotacao

e a montagem do genoma serdo realizadas nos Estados Unidos e os dados ficarao
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disponiveis em banco de dados publico. A espécie selecionada para o estudo foi E.
grandis, o eucalipto tropical, pelas diversas vantagens e qualidades descritas na secao
posterior.

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 nesse estudo seqiiéncias
unicas (singlets) de ESTs ou grupos de seqiiéncias (clusters) potencialmente codificadores
de proteinas de Eucalyptus relacionadas a biossintese dos agrupamentos [Fe-S]. Apos a
reunido de todas estas seqiliéncias disponiveis no banco de dados do GENOLYPTUS,
foram selecionados clones de cDNA potencialmente completos, isto €, caracterizados pela
presenga do codon 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 terminacdo da tradugdo. Finalmente, os clones representantes de
NFS1, ISAI e ISUI foram investigados em maior profundidade. Os resultados destas
analises constituem o foco principal da presente Dissertagao, descritos nos Capitulos II e

I1I.

1.1.1 Eucalyptus

O género Eucalyptus, pertencente a familia Myrtaceae e ¢ conhecido por sua ampla
variedade genética, englobando mais de 670 espécies descritas. E originario da Australia,
de clima temperado e sub-tropical, mas de facil adaptagdo em outras diversas condigdes
climaticas. A diversidade de espécies decorre, entre outros, devido ao seu habito aldégamo,
da resposta a pressdo de sele¢do causada pelas alteragdes do meio ambiente e do proprio
processo de deriva e especiacdo. Possui fibras delgadas, curtas, rigidas e de granulacdo
reduzida. O numero de fibras por grama ¢ alto e as microfibrilas apresentam uma pequena
angulagdo em torno do eixo da fibra. Todas essas caracteristicas proporcionam uma
estrutura adequada para a producdo de papel de alta qualidade e alta opacidade, o que ¢ de

grande interesse comercial. Esse género possui um genoma de aproximadamente 630 Mb e
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a andlise cariotipica de 108 espécies indica que 95 apresentam um numero basico de
cromossomos 2n=22, da mesma forma que a maioria dos géneros da familia Myrtaceae
(Santos, 2005; Eldridge ef al. , 1994).

O plantio de florestas de eucalipto constitui uma das melhores alternativas para
atender as diversas demandas da sociedade no que diz respeito ao consumo de produtos de
base florestal, seja na area de papel, celulose e derivados, como na area de siderurgia.
Entretanto, esse consumo vem atrelado as exigéncias de sustentabilidade da producdo de
biomassa florestal (Santos, 2005). O eucalipto ¢ plantado, atualmente, na maioria das
regides de clima tropical e subtropical do mundo, entre as latitudes 40°N e 45°S (Gonzales,
2002). O mosaico formado pela distribuicdo das espécies reflete diferentes adaptacdes a
uma grande variacao de clima e solo. Sdo centenas de espécies com propriedades fisicas e
quimicas e caracteristicas mecénicas e estéticas tdo diversas que fazem com que os
eucaliptos sejam utilizados para as mais distintas finalidades, dispensando o uso de
espécies latifoliadas nativas (Pereira et al., 2000). Devido ao seu rapido crescimento e a
qualidade de suas fibras, o Eucalyptus € a arvore mais comumente plantada no mundo, em
particular para a fabricagdo de papel. Entretanto, apesar de amplamente distribuida, sua
extensdo ¢ restrita a algumas areas por apresentar sensibilidade ao congelamento (Kayal et
al., 2006).

Os exemplares mais antigos de eucalipto encontrados no Brasil foram plantados
pelo Imperador Dom Pedro I no Jardim Botinico do Rio de Janeiro em 1825. Seu cultivo
em escala econdmica deu-se a partir de 1904, com o trabalho do agronomo silvicultor
Edmundo Navarro de Andrade, para atender a demanda da Companhia Paulista de Estradas
de Ferro (Revista da Madeira, n. 107, 2007). No Brasil, os programas de melhoramento
genético comecaram a surgir na década de 1970, com o objetivo de encontrar espécies
mais adaptadas as condi¢gdes ambientais e propiciar o aumento do conjunto genético e da
qualidade das plantas (Brune & Zobel, 1981).

O plantio de Eucalyptus no Brasil ja ocupa mais de 3,5 milhdes de hectares e
continua crescendo. Em 1966, a area plantada era de cerca de 600 a 700 mil hectares. Apds
a implementacdo da Lei 5.106, que define programas de incentivos fiscais ao
reflorestamento, a area plantada de eucalipto aumentou em mais de trés vezes até 1992
(Lima, 1993). Um dos motivos dessa expansao foi a elevada produtividade das florestas,

resultado do esfor¢o de equipes de pesquisa e operacionais de empresas, bem como de
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universidades e institutos de pesquisa ao longo dos ultimos 35 anos. No entanto, a
compreensao cientifica dos processos fisicos e bioldgicos que governam esse crescimento
permanece pouco caracterizada e essa falta de conhecimento limita a simulacdo de cenarios
em escalas espaciais e temporais maiores as usualmente utilizadas nos experimentos
empiricos tradicionais (IPEF, 2007).

As cadeias produtivas relacionadas com florestas respondem, pelo menos, por 4%
do Produto Interno Bruto do Brasil, assim como por 6,5 milhdes de empregos e por mais
de 7% das exportagdes brasileiras. Por outro lado, as plantagdes florestais cumprem um
papel importante para a conservacao das florestas naturais, pois as plantagcdes diminuem a
pressao de exploragdo nas florestas naturais, especialmente de produtos de menor valor in
natura como toras para celulose, carvao e energia. Também o setor de florestas plantadas
tem um dos melhores desempenhos do setor de cultivo em geral, na manutencdo e
recuperagio de Areas de Preservacio Permanente ¢ Reserva Legal. Sdo mais de 1,5
milhdes de hectares de florestas naturais conservadas nas areas de plantio florestal no
Brasil (Revista da Madeira, n. 108, 2007).

Apesar disso, mesmo diante das diversas possibilidades de aproveitamento do
eucalipto, poucas espécies tém sido plantadas em escala comercial. Isso se deve a
necessidade de producdo de madeira de alta qualidade e, para tanto, duas estratégias sao
empregadas. A primeira e mais utilizada consiste em melhorar geneticamente a madeira
das espécies mais plantadas e, a segunda, consiste na identificacdo de espécies produtoras
de madeira com caracteristicas satisfatorias para o uso que se pretende, com programas
posteriores destinados a aumentar a produtividade (Santos, 2005).

Em fun¢do do rdpido crescimento das plantagdes de eucalipto que atingem
produtividade cerca de dez vezes maiores que a dos paises lideres desse mercado, o Brasil
vem ganhando posi¢des de destaque no mercado. Para se ter idéia, o crescimento das
florestas na Finlandia, pais tradicionalmente florestal, alcanga em média rendimentos de 5
m3/ha.ano, Portugal, 10, Estados Unidos, 15, Africa do Sul, 18, e Brasil, 35, porém
podendo alcangar de 60 a 70 m3/ha.ano (Revista da Madeira, n. 107, 2007).

O Brasil ¢ um pais de dimensdo continental e de condigdes de clima e solo
altamente favoraveis para a implantacdo de florestas. O desenvolvimento das espécies
exoticas utilizadas, principalmente o Pinus e o eucalipto, demonstram resultados

espetaculares, com ciclos silviculturais entre seis e sete anos, bem diferentes dos paises de
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grande tradicdo florestal como Suécia, Canadd e Australia, cujos ciclos nunca sao
inferiores aos 60 e 80 anos. No caso especifico do Brasil, o eucalipto possui um carater
estratégico, uma vez que a sua madeira ¢ responsavel pelo abastecimento da maior parte do
setor industrial de base florestal. Atualmente, produzem-se 6,4 milhdes de toneladas de
celulose por ano a partir da madeira de eucalipto, representando mais de 70% da produgao
nacional. Um niimero também impressionante ¢ o do setor de carvao vegetal, com uma
producdo anual de 18,8 milhdes de metros cubicos, representando mais de 70% da
produg¢do nacional; outro setor importante ¢ o de chapa de fibra, com uma produ¢ao anual
de 558 mil metros cubicos, representando 100% da produgdo nacional; e, finalmente, o
setor de chapas de fibra aglomerada produz 500 mil metros ctbicos, representando quase
30% da producdo nacional (Revista da Madeira, n. 92, 2005).

A expansdo dos plantios nos ultimos anos tem suprido a crescente demanda de
matéria-prima para a producdo de celulose e papel, carvao vegetal, 6leos essenciais,
madeira solida para serraria, postes de eletricidade, entre outras. Mais recentemente, o
setor privado demonstrou interesse pelo uso das florestas de eucalipto para a fixacdo de
carbono, visando diminuir a concentragdo de dioxido de carbono (CO;) na atmosfera

(Alfenas et al. , 2004).

1.1.1.1 Eucalyptus grandis

Entre as espécies de Fucalyptus mais exploradas em paises tropicais e subtropicais
estd E. grandis. Sua éarea de ocorréncia natural estende-se em forma descontinua e
fragmentada por uma longa faixa costeira ao longo da Australia, desde Newcastle até
Atherton. O clima nesta regido varia de temperado quente a subtropical moderado, com
invernos suaves e chuvas abundantes e bem distribuidas (Eldridge et al. , 1994).

A madeira de E. grandis ¢ leve e facil de ser trabalhada, sendo utilizada
intensivamente na Australia e na Africa do Sul como madeira de construgdo, quando
oriunda de plantagdes de ciclo longo. A madeira produzida em ciclos curtos ¢ utilizada
para fabricacdo de caixas. Plantagdes convenientemente manejadas podem produzir

madeira de excelente qualidade para serraria e laminagdo (Santos, 2005).
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E. grandis apresenta um bom desenvolvimento em regides de clima tropical e
subtropical, além de conter um o6timo teor de celulose (em torno de 48%) e possuir um
bom crescimento volumétrico. E a principal fonte de matéria-prima para celulose e papel
no Estado de Sao Paulo (Santos, 2005). A maior restricdo encontrada pelas industrias esta
nos elevados indices de ligninas em sua madeira, cerca de 24% de lignina total (Colodette
et al. ,2004). Essa espécie ¢ susceptivel ao cancro do eucalipto (Cryphonectria cubensis) €
¢ a espécie mais plantada fora da Austrdlia (Santos, 2005). Em virtude de suas
caracteristicas silviculturais e a qualidade de sua madeira, E. grandis ¢ a espécie mais

explorada no Brasil para a geragdo de hibridos de alta produtividade.

1.2 Percepgdo e Respostas Vegetais aos Estresses Bioticos e Abioticos

O estresse, em termos fisicos, ¢ definido como a forca mecanica aplicada por
unidade de area em um objeto. Em resposta ao estresse, um objeto sofre uma alteracdo na
sua dimensdao. Como plantas sdo sésseis, ¢ dificil medir tal forca (= estresse) e, portanto,
dificil definir o significado de estresse em termos bioldgicos. Uma condigdo bioldgica que
se constitui em estresse para uma planta pode ser uma condi¢do 6tima para outra. A
defini¢do mais pratica para estresse biologico ¢ a de uma forca ou condi¢do adversa que
inibe o funcionamento normal de um sistema biologico, como as plantas (Jones & Jones,
1989).

Diversos estresses abidticos resultam em efeitos gerais e especificos no crescimento
e no desenvolvimento da planta (Zhu, 2002). O sinal de estresse ¢ primeiramente percebido
na membrana plasmatica por receptores e, posteriormente, transmitido para o interior da
célula, o que resulta na ativacdo de varios genes estresse-responsivos para prover
tolerancia ao estresse (Vashisht & Tuteja, 2006). Tolerancia ou suscetibilidade a estresses
abioticos sdo fendmenos complexos, em parte porque o estresse pode ocorrer em multiplos
estadios do desenvolvimento da planta e, freqiientemente, mais de um tipo de estresse afeta
a planta simultaneamente (Chinnusamy et al., 2004).

A seca, a salinidade e as temperaturas extremas caracterizam-se por promover a
deficiéncia hidrica em plantas. Por estarem geralmente inter-relacionadas, essas condigdes
podem levar a danos celulares semelhantes como, por exemplo, ao estresse oxidativo e a
perturbagdo do equilibrio osmotico e i6nico das células (Wang et al., 2003). Essas formas

de estresse induzem a ativacdo de genes das vias de sinalizacdo celular (Shinozaki &
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Yamaguchi-Shinozaki, 2000; Zhu, 2001) e de respostas celulares semelhantes como a
producdo de proteinas de estresse, a superexpressdo de substincias antioxidantes e o
acimulo de solutos compativeis capazes de minimizar os danos celulares (Cushman &
Bonert, 2000).

Na ultima década, muitas investigagdes tiveram como foco principal a identificagdo
e a caracterizacdo de genes regulados pelo estresse com o objetivo de melhor entender o
funcionamento dos mecanismos de tolerancia ao estresse, e prover a base de estratégias
eficientes para os programas de melhoramento genético de plantas (Thomashow, 2001).
Antes de discuti-los, no entanto, serd necessario melhor caracterizar os principais estresses

responsaveis pela deficiéncia hidrica e as respostas vegetais aos mesmos.

1.2.1 Resfriamento

As baixas temperaturas induzem um grande niimero de alteracdes nos componentes
celulares, incluindo variagdes sobre taxas de 4cidos graxos insaturados (Cossins, 1994),
composi¢ao de glicerol-lipideos (Lynch & Thompson, 1982), mudancas na composi¢ao de
proteinas e carboidratos e ativacdo de canais de ions (Knight ef al., 1996). As temperaturas
de resfriamento caracterizadas como estresse sdo aquelas demasiadamente baixas para o
crescimento vegetal normal, mas ndo suficientes para a formagdo de gelo. Como
conseqiiéncia direta do resfriamento podem ocorrer danos que se caracterizam por
descoloragao ou lesdes nas folhas. Com o resfriamento de raizes, a planta reduz sua
capacidade de captagdo de agua e pode murchar (Taiz & Zeiger, 2004).

Trés caracteristicas importantes das lesdes causadas pelo resfriamento incluem (i) o
fato de serem distintas daquelas causadas por congelamento; (ii) as lesdes se expandem
ainda mais quando os tecidos danificados sdo transferidos para temperaturas de nao
resfriamento; e (ii1) o reconhecimento de que existe uma temperatura critica (geralmente de
10 a 12°C), abaixo da qual os danos se tornam realmente significativos (Sonoike, 1998).

O fechamento estomdtico reduz a concentragdo de didéxido de carbono (CO,) no
espaco intracelular, enquanto a deterioracdo dos cloroplastos aumenta. A reducdo desse
espaco foi observada em plantas sensiveis ao resfriamento (Sonoike, 1998). O dano a
funcdo dos cloroplastos pode ser induzido por baixas temperaturas at¢ mesmo no escuro.
Esta inativagdo da fotossintese em baixas temperaturas e na auséncia de luz ¢ reversivel:

demonstrou-se que a incubagao de folhas previamente refrigeradas a temperatura ambiente
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com luz moderada ap6és 30 minutos permitiu as folhas restaurarem suas atividades
fotossintetizantes conforme medido pela evolugao de oxigénio (Terashima et al., 1989).

As membranas das células vegetais sdo constituidas de uma bicamada lipidica
entremeada com proteinas e esterdis. As propriedades fisicas dos lipideos tém grande
influéncia sobre as atividades das proteinas integrais de membrana como, por exemplo, H'-
ATPase, transportadores e proteinas formadoras de canais que regulam o transporte de ions
e outros solutos, assim como o transporte de enzimas das quais depende o metabolismo.
Como as membranas se tornam menos fluidicas com o resfriamento, seus compostos
protéicos podem nao funcionar normalmente (Taiz & Zeiger, 2004).

A sensibilidade das células vegetais ao resfriamento tem sido atribuida a transi¢ao
de fases das membranas lipidicas (Wu ef al., 1997), ao bloqueio das funcdes de traducdo, a
modificacdo nos plastideos (Tokuhisa et al., 1998) e ao desbalanco metabolico (Levitt,
1980). Proteinas de choque térmico (do inglés, heat shock proteins ou HSPs) sdo
sintetizadas em resposta ao frio, bem como a desidratacao. Estas proteinas atuam como
chaperonas protegendo as proteinas associadas durante os processos de desidratacdo e re-
hidratagdo, mantendo suas estruturas tercidrias ¢ minimizando a agregacdo e degradacao
das proteinas (Feder & Hofmann, 1999). Estudos realizados por Anderson et al. (1994)
mostraram que o gene Asp70 de espinafre contribui significativamente para a tolerancia ao
congelamento por meio da estabiliza¢do de proteinas, contra a desnaturagdo induzida pelo
frio.

O melhoramento genético visando aumentar a insaturacdo de acidos graxos das
membranas celulares vegetais mostrou incrementar a tolerancia ao resfriamento em
algumas plantas (Ishizaki-Nishizawa et al., 1996; Ishitani et al., 1997). Em plantas
naturalmente resistentes a refrigeragdo como, por exemplo, Arabidopsis thaliana, a
expressao gé€nica induzida por baixas temperaturas € critica para a tolerancia adquirida ao
congelamento (Gong et al., 2002).

Em plantas sensiveis ao resfriamento, a fun¢do cloroplastidica parece ser a mais
afetada. Diversos tipos de danos tém sido descritos para diferentes condi¢des de
resfriamento (Sonoike, 1998).

A resposta das plantas ao resfriamento sdo multigénicas e os mecanismos
moleculares da sensibilidade ou da tolerancia ndo sdo bem compreendidos (Tokuhisa &

Browse, 1999). Sabe-se, no entanto, que as folhas danificadas por resfriamento apresentam



20

inibicdo da fotossintese, taxas respiratérias baixas, lenta translocacdo de carboidratos,
inibicao da sintese de proteinas e degradacao de proteinas existentes. Todas essas respostas
parecem depender de um mecanismo primdrio comum, envolvendo a perda de fun¢do das

membranas celulares durante o resfriamento (Taiz & Zeiger, 2004).

1.2.2 Estresse hidrico

O estresse hidrico pode ser resultado de duas condigdes diferentes, o excesso de
dgua ou o déficit hidrico. Inundacdes caracterizam um exemplo de excesso de dgua que,
primariamente, resulta em reducdo no fornecimento de oxigénio para as raizes, levando ao
mau funcionamento de fungdes criticas tais como a respiragdo e a absor¢ao de nutrientes.
O estresse hidrico mais comum, no entanto, ¢ a deficiéncia de 4gua, comumente chamada
de seca (Mahajan & Tuteja, 2005).

A primeira resposta das plantas quando estao sob condi¢des de déficit hidrico ¢ o
fechamento dos estdmatos para diminuir a perda de dgua por transpiracao (Mansfield et al.,
1990). Outro efeito fisiologico da seca nas plantas ¢ a redugdo do crescimento vegetativo,
em particular da parte aérea. A redugdo da atividade de proteinas reguladoras do ciclo
celular como as ciclinas dependentes de quinases resultam em divisdo celular mais lenta e
inibicdo do crescimento sob condi¢des de déficit hidrico (Schuppler et al., 1998). O
crescimento foliar ¢ mais sensivel a seca que o crescimento radicular. A redugdo da
expansdo foliar ¢ benéfica em plantas sob déficit hidrico, pois uma menor area foliar
exposta resulta em diminui¢do na transpira¢do. Por outro lado, o crescimento relativo das
raizes aumenta, facilitando a extragdo de agua dos solos mais profundos (Mahajan &
Tuteja, 2005).

Como conseqiiéncia do déficit hidrico, diversas mudangas ocorrem nas células,
incluindo o nivel de expressdao dos genes codificadores de proteinas de abundancia tardia
na embriogénese (do inglés, “late embryogenesis abundant” ou LEAs) e a sintese de
chaperonas que protegem as proteinas associadas da degradacdo e da acdo de proteinases
que, por sua vez, removem as proteinas desnaturadas e danificadas (Mahajan & Tuteja,
2005). Esse tipo de estresse também leva a ativacao de proteinas envolvidas na produgao e

na remogao de espécies reativas de oxigénio (EROs) (Zhu, 2002). As EROs atuam como
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mensageiros secundarios na transdu¢do do sinal redox e mediam eventos hormonais (Foyer
& Noctor, 2003).

Além do dano a membrana, proteinas citosolicas e organelares podem exibir
redu¢do de atividade ou desnaturarem quando desidratadas. A alta concentra¢do de
eletrolitos celulares, devido a desidratagdo do protoplasma, pode também causar
interferéncias no metabolismo celular (Mahajan & Tuteja, 2005).

Outro grupo de moléculas relacionadas ao estresse hidrico ¢ o das poliaminas, que
sdo polications de baixa massa molecular. Em plantas, elas estdo envolvidas em uma série
de processos bioldgicos tais como crescimento, desenvolvimento e resposta a estresses
abioticos. As principais formas de poliaminas acumuladas em vegetais sdo putrescina,
espermidina e espermina (Watson et al., 1998; Racz et al., 2008).

Existem quatro mecanismos bdsicos de resposta vegetal ao estresse hidrico: (i)
eliminacdo de radicais livres formados pelo desequilibrio fisiologico da célula; (ii)
protecao de estruturas celulares contra danos provocados pelo estresse; (iil) manutengao da
integridade das proteinas celulares; e (iv) regulagdo osmotica da célula (Ramanjulu &
Bartels, 2002). Porém, a expressao dos genes induzidos pelo déficit hidrico ndo garante
que um produto génico promova a habilidade da planta em sobreviver ao estresse (Bray,
1993).

A regulagdo da resposta ao estresse hidrico ocorre basicamente por intermédio dos
sistemas dependentes de 4cido abscisico, ABA-dependentes e ABA-independentes
(Shinozaki & Yamaguchi-Shinozaki, 2000). Para o processo de fechamento estomatico,
conhecido como fechamento hidroativo, sdo necessarios ions e metabolitos, e este parece
ser regulado via ABA. Muitos dos genes responsivos a seca estudados até hoje sdo
induzidos por fatores de transcricdo que respondem ao acumulo de ABA, evidenciando o
papel vital deste sinalizador (Xiong et al., 2002). O fechamento estomatico leva a
diminui¢do da taxa fotossintética (Mahajan & Tuteja, 2005). As condigdes ambientais que
aumentam a taxa de transpiragdo resultam em aumento do pH foliar, o que pode promover

o acumulo de ABA e a reduc¢do da condutancia nos estdmatos (Wilkinson & Davies, 2002).

1.2.3 Salinidade
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Diante da escassez global dos recursos aquaticos € do aumento da salinidade do
solo e da agua, o estresse abiotico ¢ o maior fator limitante para o crescimento das plantas,
tornando-se em breve cada vez mais severo em decorréncia da desertificagdo que se
apresenta de forma crescente no territorio terrestre mundial (Vinocur & Altmam, 2005). A
seca ¢ a salinidade ja existem em diversas regides do mundo e deverdo causar sérias
salinizacdes em mais de 50% das terras aridas por volta do ano de 2050 (Ashraf, 1994). A
salinidade do solo existe antes mesmo dos humanos e da agricultura, porém esse problema
tem se agravado pelas praticas agricolas como, por exemplo, a irrigagao (Zhu, 2001b).

As raizes das plantas constantemente deparam-se com varios estimulos ambientais
no solo como, por exemplo, obstaculos fisicos e desbalancos da distribuicao de dgua e/ou
nutrientes. Devido a estes estimulos, as células vegetais desenvolveram mecanismos
regulatdrios adaptativos para perceber e responder tanto aos sinais internos como aos
externos (Sun et al., 2008).

A regulacao celular da homeostase de ions durante o estresse salino ¢ critico para a
tolerancia ao sal. Uma das respostas das células ao estresse salino ¢ a geracdo de ions
calcio divalentes (Ca*") de forma transitoria no citosol e a subseqliente ativacdo da
expressdo e/ou atividade de proteinas sensoras de Ca>" (Chinnusamy et al., 2004).

Até recentemente, pouco se sabia sobre os alvos da via de sinalizagdo do estresse
salino in vivo em organismos vegetais. Entretanto, a identifica¢do da via SOS (do inglés,
“Salt-Overley-Sensitive”) em Arabidopsis revelou alguns componentes € mecanismos
envolvidos na resposta das plantas ao estresse idnico. Andlises moleculares de mutantes
sos de Arabidopsis levaram a identificacdo de componentes (proteinas SOS1, SOS2 e
SOS3) da rota que transduz o sinal Ca®” induzido pelo estresse salino para o
restabelecimento da homeostase celular idnica (Zhu, 2002).

Altas concentragdes de sal causam desequilibrio i0nico e estresse hiperosmotico em
plantas. Como conseqiiéncia desses efeitos primarios, estresses secundarios ocorrem como,
por exemplo, danos oxidativos. A integridade das membranas celulares, a atividade de
diversas enzimas, a aquisicao de nutrientes e o funcionamento do aparato fotossintético sdo
suscetiveis aos efeitos toxicos do estresse salino. Como discutido anteriormente, uma
importante causa de danos secundarios as células vegetais pode ser a geracdo de EROs

pelo estresse por sal.
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Existem trés aspectos da tolerancia ao sal em plantas, sdo eles: (i) homeostase; (ii)
detoxificagdo; e (iii) controle do crescimento (Zhu, 2001b). A habilidade das plantas
tolerarem o excesso salino ¢ determinada por multiplas rotas bioquimicas que facilitam a
retengdo e/ou a aquisicdo de agua, que protegem a funcdo plastidica e que mantém a
homeostase i0nica. As rotas essenciais sdo as que levam a sintese de metabdlitos
osmoticamente ativos, proteinas especificas e enzimas que detoxificam radicais livres.
Diversas espécies de plantas tolerantes ao excesso de sal acumulam metabolitos metilados,
0s quais possuem importante papel como osmoprotetores e detoxificadores de radicais. A

sintese desses metabolitos estd relacionada com o estresse induzido pelo aumento na taxa

da fotorrespiragao (Parida & Das, 2005).

1.3 Sinalizacéo por Fitormonios

O crescimento e a resposta das plantas a condi¢des de estresse sao controlados por
hormdnios. Fitormonios como 4acido salicilico, acido jasmonico, etileno e ABA sdo
moléculas enddgenas de baixo peso molecular que primariamente regulam as respostas de
defesa das plantas contra os estresses bidticos e abidticos via agdes sinérgicas e
antagdnicas, comumente conhecidas como sinalizagdao cruzada (Bostock, 2005). Os
hormoénios, em particular o ABA, juntamente com citoquininas estdo envolvidos na
sinalizacdo entre a parte aérea e as raizes. Esta longa distancia de sinalizacdo pode ser

mediada particularmente via ABA, bem como por EROs (Lake ef al., 2002).

1.3.1 Sinalizago por Acido abscisico (ABA)

O ABA pertence a uma classe de metabolitos conhecidos como isoprendides,
também chamados de terpenoides. Eles derivam de um precursor comum de cinco
carbonos, o isopentenil (IDP) (Nambara & Marion-Poll, 2005). Até alguns anos atras,
pensava-se que todos os isoprendides eram sintetizados a partir do acido mevaldnico
(MVA). Entretanto, uma rota alternativa para a sintese de IDP foi recentemente descoberta,
a rota 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato (MEP) (Dietz ef al., 2000). Em plantas superiores,
ambas as rotas, MVA e MEP, coexistem. Em contraste, em diversas eubactérias e algas,

somente a rota MEP esta presente (Nambara & Marion-Poll, 2005). Apesar de o ABA ser
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formado por 15 4tomos de carbono, em plantas ele ndo ¢ diretamente derivado de um
precursor sesquiterpénico, o farnesildifosfato (FDP). O ABA ¢ preferivelmente formado
pela clivagem de um carotendide Cy originado pela rota MEP (Kasahara et al., 2004).

Os genes que codificam diversas enzimas envolvidas em etapas cruciais da
biossintese de ABA ja foram identificados em Arabidopsis e diversas outras plantas
(Figura 1). Entre eles, podemos citar a zeaxantina-epoxidase (ZEO), a 9-cis-
epoxicarotendide-dioxigenase (NCED) e a 4cido abscisico-aldeido-oxidase (AAQO3)
(Nambara & Marion-Poll, 2005). Em Arabidopsis, a enzima aldeido-oxidase AAQO3
citosolica dependente de molibdénio (Mo) e cobalto (Co) catalisa o ultimo passo na
biossintese de ABA (Seo, 2004). Além disto, o cofator sulfurado MoCo e as aldeido-
oxidases contém dois agrupamentos [2Fe-2S]. Portanto, a atividade das aldeido-oxidases ¢
direta e indiretamente (por meio da biossintese de MoCo) dependente da maquinaria
mitocondrial de montagem de agrupamentos [Fe-S] (Frazzon et al., 2007).

A oxidacao do abscisico aldeido a acido carboxilico ¢ a ultima etapa da biossintese
de ABA, e ¢ catalisada pela enzima aldeido abscisico-oxidase (AAQO). O mutante de
Arabidopsis aao3-1, que contém a mutacdo localizada em um dos sitios de splicing de um
de seus introns, apresentou um fen6tipo de murcha e uma pequena redugao na dorméncia
das sementes em comparagdo com os mutantes aba de Arabidopsis. Acredita-se que o
fenotipo brando das sementes dos mutantes aao3-1 deva ser atribuido a redundancia
génica, sendo postulado que outras aldeido-oxidases devem estar envolvidas na biossintese
de ABA (Seo et al., 2000). Entretanto, mutantes nulos aao3 exibiram fenotipos de
significante deficiéncia de ABA, indicando que a AAO3 ¢ provavelmente a tnica aldeido-
oxidase envolvida na sintese de ABA (Seo ef al., 2004). Como referido anteriormente, as
aldeido-oxidases requerem um cofator MoCo para suas atividades cataliticas.
Interessantemente, mutagdes nos genes de sintese dos cofatores MoCo também levam a

deficiéncia de ABA (Sagi et al., 2002).
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Figura 1: Rota de biossintese do ABA. A sintese da violaxantina é catalizada pela zeaxantina epoxidase
(ZEP). A reagdo inversa que ocorre nos cloroplastos sob condi¢des de luz intensa ¢ catalizada pela enzima
violaxantina de-epoxidase (VDE). A formacdo de isomeros-cis de violaxantina e neoxantina pode requerer
duas enzimas, a neoxantina sintase (NSY) e uma isomerase. A clivagem das cis-xantofilas é catalizada por
uma familia de 9-cis-epoxicarotendides dioxigenases (NCED). A xantonina ¢ convertida pela enzima ABA2
em abscisico-aldeido, que ¢ oxidada a ABA por uma abscisico-aldeido oxidase (AAO3). (Adaptado de
Nambara & Marion-Poll, 2005).

A regulacao do metabolismo de ABA tem sido estudada principalmente em nivel
transcricional. Este processo ¢ diferencialmente regulado por sinais externos e internos as
células. Em particular, as expressdes dos genes NCED3, AAO3, ABA3 e ZEP sao induzidas
pela desidratacdo em Arabidopsis. As expressdes de ABA2, ZEP e AAO3, mas nao de
NCED23, sao induzidas pela aplicacao de glicose as plantas o que leva ao acumulo de ABA

(Cheng et al., 2002).
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Analises genéticas do mutante de Arabidopsis sadl (super sensivel a ABA e seca)
indicam que a sintese de ABA ¢ regulada também pelo nivel de estabilidade do mRNA. O
locus SAD1 codifica uma proteina multifuncional semelhante ao peptideo Sm-like snRNP,
requerido para o processamento do RNA. O mutante sad/ apresenta reduzidos niveis de
ABA e de acido faséico (do inglés, “phaseic acid’ou PA ) e, andlises de expressiao
demonstraram que SAD1 ¢ um regulador positivo de AAO3 ¢ AtABA3 (Nambara &
Marion-Poll, 2005). Por meios de analise do gene-reporter codificado pela proteina de
fluorescéncia verde GFP (do inglés, “green fluorescent protein”), os genes NCED2 e
NCED3 em fusao com gfp foram expressos em células-guarda de folhas senescentes e
cotilédones respectivamente. Além disto, a enzima AAQO3 foi induzida em células-guarda
sob estresse, sendo também encontrada nas células-guarda em estudos de imuno-
fluorescéncia e de expressdo, utilizando a proteina fusionada ao gene-reporter gfp (Koiwai
et al., 2004). A expressao de dois genes, A403 e ABA3 foi aumentada sob estresse
osmotico (Xiong et al., 2001).

A principal funcdo do ABA parece ser a regulacdo do balanco hidrico e da
tolerancia ao estresse osmotico nas plantas (Koornneef et al., 1998). Entretanto, nenhum
receptor potencial que perceba o aumento do acimulo de ABA foi identificado. Até hoje,
foram descritas trés proteinas ligadoras de ABA, sendo elas (i) uma proteina nuclear
ligadora de RNA, a FCA (do inglés, “Flowering Time Control I Locus A”); (i1) uma
proteina cloroplastidica denominada subunidade magnésio-protoporfirina-IX da quetalase
H (do inglés, “Magnesium Protoporphyrin-I1X Chetalase H subunit); e (iii) uma proteina G
associada a membrana denominada receptor 2 proteina-acoplada (do inglés,“Protein
Coupled Receptor 2”) (Verslues & Zhu, 2007).

O ABA apresenta um importante papel na regulacao das respostas das plantas aos
estresses abioticos, no controle da germinacdo de sementes, no crescimento € na abertura
estomatica. Experimentos com diversas espécies de plantas indicaram que o acimulo de
ABA um pouco acima dos niveis basais em tecidos de plantas ndo estressadas ¢ requerido
para a promogao de tolerancia a estresses abioticos (Nambara & Marion-Poll, 2005). Este
acimulo de ABA deve ser seguido pela sua percepcdo e subseqiiente sinalizagdo para
ativar as respostas ao estresse reguladas por ABA. Recentemente, foram identificadas duas
proteina-fosfatases envolvidas na via de sinalizacdo do ABA, a ABA-insensitiva 1 (do

inglés, “Abscisic Acid Insensitive I” ou ABI1) e a ABI2 (Verslues, 2007). Particularmente
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e interessante ¢ a recente observagao de que a ABI2 interage diretamente com a glutationa-
peroxidase 3, e esta interacdo afeta o status redox e a atividade de fosfatase de ABI2,
provendo uma liga¢do direta entre a sinalizacdo de ABA e o status redox; e a ABI1
interage com o acido fosfatidico para regular o controle estomatico (Miao et al., 2006;
Mishra et al., 2006).

Os niveis de ABA ativo sao negativamente regulados pelas rotas de degradacao e
de conjugacdo de ABA com acgucares. Na degradacdo, o ABA ¢ primeiramente hidroxilado
no C-8” produzindo predominantemente 8’-hidroxil-ABA, o qual ¢ subseqiientemente
convertido a acido faséico (Kushiro et al., 2004). Embora seja evidente que a biossintese
de ABA ¢ responsiva a condi¢des de estresse, torna-se evidente que o catabolismo do ABA
¢ necessario para determinar o nivel de resposta as condi¢des ambientais. Os niveis de PA
e, ocasionalmente, de acido diidrofaséico (DPA) aumentam assim como os niveis de ABA
(Nambara & Marion-Poll, 2005). Além disso, foi observado em Arabidopsis que os niveis
de PA continuam a aumentar mesmo quando os niveis de ABA atingem o platd maximo.
Entretanto, quando a planta ¢ desidratada e subseqiientemente re-hidratada, os niveis de
ABA diminuem e, concomitantemente, aumentam os niveis de PA (Kushiro et al., 2004).
Em contraste com PA e DPA, os niveis de ABA conjugado a aglicares nem sempre variam
em paralelo com a mudanca nos niveis de ABA, sugerindo que a conjugacao ¢ regulada
por tecidos e condigdes particulares (Zeevaart, 1999). Assim, a regulacdo génica
transcricional e pds-transcricional apresenta papel crucial no acimulo de ABA em resposta

ao estresse osmotico (Nambara & Marion-Poll, 2005).

1.3.2 Sinalizacéo por Quinetina (kin)

As citoquininas foram descobertas na década de 1950 como substancias que
induzem a divisdo celular em células vegetais. Elas sdo uma classe de hormdnios vegetais
que desempenha diversos papéis no desenvolvimento das plantas, incluindo a dominancia
apical, a ativacdo e a formac¢do do meristema vegetativo, a senescéncia foliar, a
mobilizagdo de nutrientes, a germinagdo de sementes, o crescimento de raizes e a resposta
a estresses (Barciszewski et al., 2007). Entre as citoquininas mais estudadas, a quinetina

(ou cinetina, do inglés, “kinetin” ou kin) retarda a senescéncia em plantas, o
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envelhecimento em células humanas em cultura e o desenvolvimento de insetos,
prolongando sua expectativa de vida (Sharma et al., 1997). A kin também estimula a
cromatina nuclear de culturas in vitro de fibroblastos humanos.

A kin foi identificada em uma solu¢do de DNA de arenque apds autoclavagem por
Skooge e colaboradores da Universidade de Winsconsin (Estados Unidos), e foi
demonstrado se tratar de um derivado de adenina 6-furfurilaminopurina.

A kin ¢ um antioxidante tanto in vitro como in vivo (Barciszewski et al., 2007).
Entre seus efeitos mais significativos e importantes em células vegetais, foi descrito que a
aplicacao exogena de kin afeta a transcri¢do do rRNA catalisada pela RNA-polimerase [
(Pol I) de forma promotor-dependente em Arabidopsis. Ela estimula a transcrigdo em
células em franca multiplicacio e regula negativamente a transcrigdo em células
quiescentes, presumivelmente refletindo a demanda por ribossomos e sintese protéica. A
kin estimula a produ¢do de rRNA apos 1 hora de tratamento das células vegetais, sendo a
Pol I responsavel por 34% da transcricdo nuclear total em plantas ndo tratadas e cerca de
60% da transcri¢ao apds o tratamento com kin. A resposta especifica da Pol I sugere que as
citoquininas podem atuar como reguladoras da capacidade de sintese protéica e do status
de crescimento em células vegetais (Gaudino & Pikaard, 1997). Neste sentido, sabe-se que
a kin ndo afeta a atividade enzimatica da anidrase carbonica (CA) e da glicose-6-fosfato-

desidrogenase (G6PD) (Ciftci et al., 2003).

1.4 Agrupamentos [Fe-S]

Cofatores bioldgicos de ferro e enxofre [Fe-S] foram identificados e caracterizados
por espectroscopia e métodos de quimica analitica ha mais de 40 anos como grupos
prostéticos acido-resistentes contidos em uma classe de proteinas carreadoras de elétrons
denominadas ferredoxinas (Beinert et al., 1997). Os agrupamentos [Fe-S] estdo entre os
mais versateis e antigos cofatores encontrados na natureza. As células tém explorado as
propriedades eletronicas e estruturais desses agrupamentos inorginicos para uma ampla
variedade de atividades incluindo a transferéncia de elétrons, a catalise e a ativacdo de
substratos. Como resultado, as rotas basicas de energia do metabolismo e os sistemas

necessarios para o crescimento € o desenvolvimento, a assimilagdo de nutrientes e a
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resposta aos estresses dependem fundamentalmente de proteinas constituidas de
agrupamentos [Fe-S] (Frazzon et al., 2007).

A principal fung¢do das proteinas Fe-S ¢ a transferéncia de elétrons por meio de
estados oxidados do ferro, Fe*" ou Fe’*. Diferencas nos ligantes ou no ambiente protéico
dos agrupamentos [Fe-S] permitem uma ampla faixa de potencial redox, isto ¢, de —600 a
+400 mV (Beinert, 2000). Os agrupamentos [Fe-S] também servem como sitios ativos de
enzimas cataliticas como, por exemplo, a aconitase que isomeriza citrato a isocitrato. Outro
exemplo inclui o grupo de enzimas que possui o radical SAM (do inglés, “S-adenosyl-L-
methionine”), o qual utiliza o agrupamento [4Fe-4S] para a doagdo de elétrons, iniciando
uma reacao radical-dependente, ¢ um agrupamento [2Fe-2S] para a doacao de enxofre
(Marsh et al., 2004). Além disso, esses agrupamentos podem participar de mecanismos
regulatorios, embora esse tipo de funcdo ainda ndo tenha sido descrito para proteinas Fe-S
em plantas (Balk & Lobréaux, 2005). Em bactérias, por outro lado, os agrupamentos [Fe-
S] agem como sensores de estresse oxidativo ligados a fatores de transcrigao (Beinert &
Kiley, 1999).

As proteinas Fe-S mais proeminentes estdo presentes nos complexos I, II e III da
cadeia respiratoria de bactérias; no fotossistema I e na ferredoxina da fotossintese; na
nitrogenase de bactérias azotréficas; na aconitase e no ciclo de Krebs; na proteina
reguladora de ferro 1 (do inglés, “iron regulating protein 1” ou IRP1), envolvida na
regulacdo da absorcdo de ferro em mamiferos. Assim, as proteinas Fe-S sdo fundamentais
na transferéncia de elétrons no complexo respiratorio mitocondrial e no aparato
fotossintético dos cloroplastos. Além disso, esses agrupamentos sdo cofatores para as
enzimas nitrito- e sulfito-redutases envolvidas, respectivamente, na assimilacdo de
nitrogénio e enxofre, nos cloroplastos (Imsande, 1999). Esta diversidade funcional das
proteinas Fe-S certamente ¢ reflexo da versatilidade quimica desses agrupamentos, o que
sugere a importancia dos agrupamentos [Fe-S] no surgimento da vida pré-biotica na Terra
(Wichtershauser, 1992).

Embora os agrupamentos [Fe-S] possam ser formados espontaneamente in vitro, a
toxicidade do ferro e do enxofre exige mecanismos para a montagem dos agrupamentos ¢ a
inser¢do dos mesmos em apoproteinas. Esses mecanismos apresentam uma origem
evoluciondria ancestral e permanecem essenciais e altamente conservados em todas as

células vivas (Frazzon & Dean, 2003). Ao longo da evolucgdo, os agrupamentos [Fe-S]
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tornaram-se parte integral de diversos processos biologicos incluindo a conversao de

energia e a regulagdo da expressao génica (Yang et al., 2006).

1.4.1 Estrutura e sistemas de biossintese dos agrupamentos [Fe-S]

Os agrupamentos [Fe-S] mais simples sao os que possuem um centro roémbico [2Fe-
2S]. A duplicagdo deste centro forma agrupamentos [4Fe-4S] bastante comuns, 0s quais
possuem uma estrutura em forma de cubo com atomos de ferro e de enxofre em alternancia
nos cantos do cubo (Lill & Miihlenhoff, 2006). A ligagdo dos agrupamentos [Fe-S] a
cadeias polipeptidicas ocorre por meio da coordenagdao de ions de ferro, positivamente
carregados por doadores de elétrons fornecidos por diversas cadeias laterais de
aminodcidos. O exemplo mais tipico € o enxofre de residuos de cisteina. Existem algumas
excegOes que incluem as proteinas Rieske, em que os agrupamentos [2Fe-2S] se ligam a
duas cisteinas e a duas histidinas.

Existem proteinas Fe-S nas quais o agrupamento ndo contém somente ferro como
metal. A proteina nitrogenase MoFe contém um agrupamento chamado de cofator MoFe,
formado por [7Fe-9S-Mo] (Einsle et al., 2002). Esta proteina também serve de exemplo
para proteinas que utilizam mais de um tipo de agrupamento. Apesar da aparente
diversidade na estrutura global, reatividade e propriedades eletronicas dos agrupamentos
[Fe-S], os polinucleares partilham uma caracteristica estrutural comum: sdo construidos a
partir de [2Fe - 2S] (Frazzon & Dean, 2003).

Um grande nimero de proteinas estd envolvido na biogénese dos agrupamentos
[Fe-S], e esse processo pode ser dividido em trés etapas principais: (i) formacdo do enxofre
elementar, (ii) montagem do agrupamento [Fe-S], e (iii) insercdo do agrupamento em
apoproteinas (Balk & Lill, 2004). As bactérias desenvolveram pelo menos trés sistemas de
biossintese, altamente conservados, que estdo envolvidos na formacdo de proteinas Fe-S
(Lill & Miihlenhoft, 2006).

O sistema de fixagdo de nitrogénio, NIF (do inglés, “Nitrogen Fixation System”) foi
o primeiro a ser descoberto e refere-se a montagem de agrupamentos [Fe-S] da
nitrogenase. Esta enzima € responsavel pela conversdao de nitrogénio molecular (N;) em
amonia (NHj3) nas bactérias fixadoras de nitrogénio (Frazzon et al., 2002). A identificagao

inicial de proteinas envolvidas na montagem de agrupamentos [Fe-S] foi feita a partir de
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analises genéticas e bioquimicas de proteinas especificamente requeridas para a fixagdo de
nitrogénio em Azotobacter vinelandii (Frazzon & Dean, 2003).

A enzima nitrogenase ¢ composta por dois componentes protéicos, a MoFe
proteina, a qual contém o sitio de ligagdo e reducdo do substrato, e a Fe-proteina, a qual
serve como uma fonte especifica de elétrons requeridos para a reducdo do substrato. A
MoFe-proteina contém dois tipos de cofator, o cofator FeMoCo ¢ o cofator P [8Fe-7S], e a
Fe-proteina contém um Unico cofator [4Fe-4S]. Caracterizagdes bioquimicas de linhagens
mutantes de A. vinelandii inativadas individualmente para cada um dos dois genes
especificos da fixagdo de nitrogénio, designados genes nifU e nifS, mostraram que esses
mutantes apresentam significativa baixa de atividade tanto para a Fe-proteina como para a
MoFe-proteina (Jacobson et al., 1989). Essa caracteristica ¢ diferente do efeito de
mutagdes em outros genes da fixa¢do de nitrogénio, os quais tipicamente resultam em uma
alteracdo na atividade da Fe-proteina ou da MoFe-proteina. Devido a essa propriedade,
comum tanto a MoFe-proteina como a Fe-proteina, de conterem o cofator [Fe-S], foi
analisada a possibilidade de NifS e NifU terem fungdes complementares relacionados a
formagao do cofator [Fe-S].

Estudos posteriores demonstraram que a NifS ¢ uma enzima dependente de
piridoxal-fosfato que catalisa a desulfurizacdo da L-cisteina (Zheng et al., 1993).
Evidéncias bioquimicas disponibilizaram o mecanismo de ac¢do da enzima NifS que
inicialmente envolve a formacao do substrato cisteina/piridoxal-fostato. Subseqiientemente
ocorre um ataque nucleofilico no enxofre da cisteina pelo anion tiolato de um residuo de
cisteina do sitio ativo de NifS, o que resulta na formagao de uma ligacao persulfito. Esta
ligagdo da enzima ao persulfito € proposta por ser a forma ativa do enxofre que ¢ usado
para a associa¢do do cofator [Fe-S] (Zheng et al., 1994).

O aspecto atrativo desse mecanismo para a mobilizacdo do enxofre ¢ que ele
previne a formagao de sulfito livre, o qual ¢ um veneno metabdlico, durante o processo de
associagdo. A proteina NifS representa um membro de uma classe de enzimas que tém
atividade cisteina-desulfurase (Kaiser et al., 2000). Como a NifS foi identificada como a
provavel doadora de enxofre para a formagdo do cofator [Fe-S] da nitrogenase, NifU se
tornou um alvo potencial complementar que poderia servir como uma fonte de ferro e/ou
servir como o arcabougo para associa¢do do cofator [Fe-S]. Andlises da seqiiéncia primaria

da proteina NifU indicaram a possibilidade desta em associar o cofator [Fe-S], uma vez
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que esta apresenta 9 residuos de cisteinas conservadas. A purificagdo da enzima
demonstrou que NifU ¢ um homodimero que contém um cofator [Fe-S] com atividade
redox por subunidade em sua forma isolada. Inicialmente, esses cofatores foram
considerados como potenciais precursores do cofator [Fe-S] da nitrogenase. No entanto, a
impossibilidade de ser liberado pelo tratamento com agentes quelantes descartou esta
hipotese (Fu et al., 1994).

Experimentos subseqiientes demonstraram que um segundo cofator ¢ reunido em
NifU quando este é incubado com NifS, Fe*" e L-cisteina. Desta maneira, foi determinado
que o cofator isolado junto com a proteina estd permanentemente ligado a ela e que o
segundo cofator, designado cofator transiente, pode ser liberado da proteina. A regiao
central de NifU contém 4 residuos de cisteina onde est4 ligado o cofator permanente e, na
regido N-terminal, 3 residuos de cisteina sustentam a associacdo do cofator transiente
(Yuvaniyama et al., 2000; Agar et al., 2000). No entanto, cofatores [Fe-S] de alta
nuclearidade tém sido descritos e nem todos estdo associados a suas proteinas relacionados
pelas cisteinas ligantes. Na verdade, estas variagdes de espacamento, meio ambiente e tipo
de ligantes do cofator [Fe-S] encontrados em diferentes proteinas Fe-S sdo uma
significativa contribui¢do para a ampla taxa de propriedades quimicas e eletronicas dos
cofatores [Fe-S] associados (Einsle et al., 2002). Todavia, existe uma assinatura de
seqiiéncia polipeptidica que pode ser usada para predizer se uma proteina em particular
contera ou nao o cofator [Fe-S].

A proteina NifU em A. vinelandii funciona como arcabougo para a montagem de
agrupamentos [Fe-S] na nitrogenase. O dominio N-terminal de NifU apresenta
similaridade de seqiiéncia com a proteina IscU de bactérias e as proteinas Isul e Isu2 de
leveduras. O dominio C-terminal de NifU tem similaridade de seqiiéncia com Nful de
leveduras e com proteinas NFU de plantas (Balk & Lobréaux, 2005).

O segundo sistema designado ISC (do inglés, “Iron-Sulfur Cluster”), ¢ necessario
para a geragdo da maioria das proteinas Fe-S celulares e tem fung@o biossintética endogena
em bactérias (Zheng et al., 1998). Os componentes desta maquinaria sdo similares as
proteinas de montagem desses agrupamentos em bactérias e, aparentemente, essa
maquinaria foi herdada da mitocondria de um ancestral procaridtico. A maquinaria
mitocondrial ISC ¢ essencial para a montagem dos agrupamentos no citoplasma e nticleo

(Kispal et al., 1999).
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Os genes isc sao comumente encontrados em bactérias, e freqiientemente referidos
como genes endogenos para a montagem de agrupamentos [Fe-S]. As proteinas-arcabouco
funcionam como homodimeros e contém trés (IscU/ISU; IscA/ISA) ou dois (Nfu)
dominios conservados de cisteinas para a coordenacdao do agrupamento [Fe-S] transiente.
Além de doador de enxofre e proteinas-arcabougo, os genes isc codificam uma ferredoxina
e duas chaperonas, a Hsp70, HscA e sua co-chaperona HscB (Balk & Lobréaux, 2005). A
purificacdo de uma segunda enzima com atividade de desulfurase em A. vinelandii levou a
identificacdo do gene iscS que por sua vez ¢ parte do grupo de genes, iscSUA-hscBA-fdx
(Zheng et al., 1998).

Para a montagem das proteinas Fe-S fora da organela, a mitocondria desenvolveu
uma rota de exportagdo que utiliza transportadores ABC que parecem ser especificos para
eucariotos (Lill & Miihlenhoff, 2006). Os componentes da maquinaria CIA (do inglés,
“Cytosolic Iron-Sulfur Protein Assembly Machinery”) incluem duas P-loop NTPases e
proteinas Fe-S que apresentam similaridade com hidrogenases de bactérias e algas. Além
disso, a biossintese de proteinas Fe-S citosodlicas e nucleares dependem da maquinaria de
montagem mitocondrial ISC (Lill & Miihlenhoff, 2006). As organelas parecem exportar
um componente para o citoplasma que ¢ essencial para a maturagdo de proteinas Fe-S
extra-mitocondriais. O principal componente desta maquinaria ISC de exportacdo ¢ um
transportador mitocondrial de ligacdo de ATP, pertencente a familia ABC (Kispal et al.,
1999).

O terceiro sistema de montagem ¢ chamado de SUF (do inglés, “Sulfur
Mobilization™), e apresenta papel similar ao do sistema ISC, mas opera principalmente sob
condicdes de estresse, como, por exemplo, a limitacdo de ferro e o estresse oxidativo
(Takahashi & Tokumoto, 2002; Fontecave & Ollagnier-de-Choudens, 2005). Seqiiéncias
semelhantes as desse sistema sdo encontradas nos plastideos de plantas e algas, onde as
mesmas apresentam papel crucial na biossintese de proteinas Fe-S do aparato fotossintético
(Balk & Lobréaux, 2005). Esse sistema foi herdado de cianobactérias, os ancestrais dos
plastideos (Takahashi & Tokumoto, 2002).

Um conjunto de genes suf se encontra em cianobactérias e plantas, mas esta ausente
em fungos e metazoa (Loiseau et al., 2003). A delecao do grupo de genes isc ndo € letal em

Escherichia coli porque as suas fun¢des podem ser parcialmente complementadas pelo
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operon suf (inicialmente por estar envolvido na mobilizagdo de enxofre) que ¢ formado por
seis genes denominados sufA BCDSE (Takahashi & Tokumoto, 2002).

As ferredoxinas compdem o maior grupo de proteinas Fe-S para a transferéncia de
elétrons e contém uma grande variedade de agrupamentos [Fe-S]. Os agrupamentos [2Fe-
2S] sdo encontrados nos cloroplastos e as ferredoxinas atuam como doadoras de elétrons
para enzimas como, por exemplo, a nitrito-redutase e a glutamato-sintase (Knaff &
Hirasawa, 1991). Além disso, em diversos tecidos animais as ferredoxina atuam como

doadoras de elétrons para o citocromo P450 (Nemani et al., 1989).

1.4.2 Proteinas Fe-S em plantas

Aproximadamente 100 proteinas de plantas utilizam os agrupamentos [Fe-S] como
cofatores e foi estimado que 2% do enxofre de vegetais ¢, de fato, encontrado nos
agrupamentos [Fe-S] (Kessler & Papenbrock, 2005). Todas as rotas bdasicas de
metabolismo de energia em plantas dependem diretamente da fun¢do de proteinas Fe-S.
Nesta secdo serdo apresentados alguns exemplos de proteinas Fe-S fundamentais e
exclusivas de vegetais.

As proteinas Fe-S do cloroplasto estdo envolvidas em vias metabdlicas essenciais
tais como a fotossintese, a assimila¢do de nitrogénio e enxofre, a importacao de proteinas e
a transformacdo de clorofila (Ye et al., 2006). Uma grande concentragdo de ferro ¢
encontrada dentro dos cloroplastos, onde estdo presentes proteinas fotossintéticas heme e
nas proteinas Fe-S responsaveis pela cadeia de transporte de elétrons (Raven et al., 1999).

E provavel que a condi¢io redox nos cloroplastos seja particularmente dificil para a
sintese e manuten¢do das proteinas de montagem dos agrupamentos [Fe-S], visto que estes
agrupamentos sao muito sensiveis ao oxigénio, o qual é produto da fotossintese (Beinert et
al., 1997). Portanto, os cloroplastos devem possuir mecanismos Unicos para a montagem
dos agrupamentos sob condi¢des oxidantes e/ou mecanismos de substitui¢do ou reparagao
de agrupamentos danificados pela oxidag¢do (Murthy et al., 2007).

O fotossistema I (PSI) apresenta trés proteinas que utilizam os agrupamentos [Fe-S]
e o fotossistema II (PSII) contém o complexo da citocromo b6/f que possui uma proteina
Fe-S associada. Vdrias outras proteinas [Fe-S] estdo associadas com a membrana do

envelope externo e interno dos cloroplastos e estudos realizados revelaram que a
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estabilidade e a atividade de PSI e PSII sdao dependentes de agrupamentos [Fe-S]. A
inativacdo do agrupamento [Fe-S] em PSI e PSII parece ser a primeira causa de
fotoinativacdo (Imsande, 1999; Suh et al., 2000). Esse fendmeno ¢ causado pelo excesso
de luz sobre o PSII e pelo estresse do PSI determinado por temperaturas baixas ou pela
seca (Rathinasabapathi et al., 1997). A transferéncia de elétrons do PSI pela
ferredoxina/tiorredoxina dos cloroplastos ¢ utilizada para regular a atividade de outras
proteinas por meio da redugdo das pontes dissulfido. Este sistema medeia a atividade de
trés enzimas do ciclo de Calvin e a inativagdo da primeira enzima da rota da pentose-
fosfato em resposta a luz (Imsande, 1999).

As enzimas glutamina fosforribosil-pirofosfato-amidotransferase (Kim et al., 1995),
acido dihidroxidesidratase (Flint & Emptage, 1998) e a aldeido-oxidase, envolvidas nos
ultimos passos da biossintese do acido 3-indolacético (IAA) e do ABA sdo todas
dependentes dos agrupamentos [Fe-S] (Sekimoto et al., 1997).

Estudos sugerem que a clorose das folhas causada por deficiéncia de nitrogénio,
ferro e enxofre pode estar associada a defeitos nos agrupamentos [Fe-S] nas enzimas
nitrato-redutase (citoplasmatica), nitrito-redutase (plastidica) e glutamato-sintetase,
responsaveis pela reducdo e assimilagdo do ion aménio (Imsande, 1999).

Os componentes da membrana externa do envelope plastidico, responsaveis pela
importacdo protéica, sdo designados complexo Toc; ja os componentes da membrana
interna sdo denominados complexo Tic. A proteina Tic55 possui um agrupamento tipo
Rieske (2Cys-Fe-2S-Fe-2His) e um sitio mononuclear para ligagdo ao ferro. Devido a
presenca desse agrupamento [2Fe-2S], a Tic55 pode ser considerada um regulador da
translocagdo do envelope interno (Caliebe et al., 1997).

O genoma de Arabidopsis possui genes que codificam duas cisteina-dessulfurases,
NFS1 e NFS2. A proteina recombinante purificada NFS2 (CpNifS- Cp do inglés,
“choloroplastidic”) catalisa a desulfuracdo de cisteina a alanina e ¢ piridoxal-5'-fosfato-
dependente e foi caracterizada como uma proteina plastidial (Kushnir et al., 2001). O
silenciamento de CpNifS impede o transporte de elétrons na fotossintese, a assimila¢do de
enxofre e nitrogénio e a fixagcdo de carbono (Murthy et al., 2007).

A atividade de cisteina-desulfurase de SufS de E. coli é reforgada até oito vezes na
presenca de SufE. Pesquisas em banco de dados revelaram a existéncia de um homodlogo

de sufE no genoma de Arabidopsis possivelmente localizado no genoma plastidial (Loiseau
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et al., 2003). Esses dados levaram a hipdtese de que um mecanismo SUF-like de
metabolismo Fe-S ¢ conservado em cloroplastos. Em E. coli, o operon sufABCDSE ¢
exigido sob condicdes ferro-limitantes e de estresse oxidativo, sugerindo que a maquinaria
SUF tem uma menor sensibilidade ao oxigénio (Nachin et al., 2001). Além da proteina
SufE, o genoma de Arabidopsis codifica outras duas proteinas com dominios SufE, a
SufE2 e a SufE3. Foi demonstrado que a proteina recombinante SufE2 purificada ativa a
atividade de cisteina-desulfurase de CpNifS em 40 vezes. A expressdao de SufE2 foi flor-
especifica e alta em polen. SufE3, também uma proteina plastidica, foi expressa em niveis
baixos em todos os principais 6rgdos vegetais. As plantas possuem trés ativadores de
mobilizacao de enxofre por CpNifS e se espera que alguns desses possam se complementar
mutuamente. Ainda assim, o fendtipo embrio-letal de mutantes de Arabidopsis knockouts
para SufEl e SufE3 indica que eles ndo podem se complementar. SufEl ndo pode
complementar SufE3 porque ndo tem atividade de quinolinato-sintase. SufE2 nao pode
complementar a perda de SufE1 nos tecidos vegetais porque € somente expresso no polen
(Murthy et al., 2007).

As proteinas SUF ndo representam todas as proteinas envolvidas no metabolismo
Fe-S em plastidios. Foram descritos em Arabidopsis cinco genes NFU, trés deles codificam
proteinas localizadas nos cloroplastos e duas em mitocondrias (Yabe ef al., 2004).

Uma das duas proteinas NifS codificadas no genoma nuclear de Arabidopsis esta
localizada na mitocondria. A presenca de um transportador ABC mitocondrial similar a
Atmlp de leveduras indica que as mitocondrias vegetais podem servir como fonte de
agrupamentos [Fe-S] para proteinas extra mitocondriais. O transportador STA1, que ¢ um
transportador ABC em plantas, tem a fun¢do de maturar as proteinas Fe-S do citosol
(Kushnir et al., 2001).

Existem provas suficientes para afirmar que ambos, plastidios e mitocondrias sdao
capazes de montar suas proprias proteinas Fe-S. Esta ¢ uma importante funcdo dessas
organelas que se tornou evidente a partir de recentes relatos sobre organismos "primitivos"
que tenham perdido a capacidade de fotossintese ou respiracio. A montagem de
agrupamentos [Fe-S] é uma fungdo endossimbidtica e essencial para as células eucarioticas

(Kispal et al., 2005).
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1.5 Objetivos

1.5.1 Objetivo Geral

Caracterizar genes envolvidos na formagdo dos cofatores [Fe-S] em Eucalyptus
grandis por meio da andlise de expressdo génica e observar a relagdo destes com a resposta

a estresse(s) abiotico(s) e outros sinais.

1.5.1.1 Objetivos especificos

e Determinar os genes envolvidos na sintese de cofatores [Fe-S] por meio da
homologia de seqiiéncias disponiveis de nucleotideos de bactérias, leveduras e

plantas, usando como modelo os 34 genes ja caracterizados em A. thaliana;

e Caracterizar os genes NFSI, ISUI e ISAI envolvidos na sintese do agrupamento
[Fe-S] segundo seu nivel de transcri¢ao pelo método de PCR em Tempo Real em

diferentes condigdes de estresses aplicados a plantulas de E. grandis.
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Transcriptional analysis of the Eucalyptus grandis NFS1, ISU1 and ISA1 genes under

stress
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Abstract

Iron-sulfur [Fe-S] clusters are prosthetic groups required to maintain life processes
including respiration, photosynthesis, metabolic reactions, sensing, signaling and, gene
regulation. In plants the biogenesis of Fe-S protein is compartmentalized and adapted to
specific needs of the eukaryotic and photosynthetic cell. Many environmental factors affect
plant development and limit the productivity and the geographical distribution. Among
them, Eucalyptus grandis is an important economical tree widely cultivate in subtropical
regions which suffers under low temperature stress. Here we describe a transcriptional
analysis of the E. grandis NFS1, ISUI and ISA1, three genes involved in the biogenesis of
[Fe-S] clusters. Microarrays analyses were carried out and leaves from E. grandis
demonstrated higher expression of these genes than xylem. EgriSUI had a constitutive
expression, but the expression pattern was higher than in E. globulus xylem. Differences
were observed in the relative gene expression profile when we compared the xylem of the
two Eucalyptus species, suggesting that these genes may be implicated in the contrasting
phenotypic characteristics of wood from E. globulus and E. grandis. The response of these
genes to a series of hormonal and stress signals over E. grandis seedlings was also
evaluated by gRT-PCR. After chilling treatment of seedlings, EgrNFSI and EgriSUI
showed 6 to 8-fold and 0.6 to 1.7-fold increase respectively; and EgriSAI exhibited a
drastic 69 to 114-fold increase. These results suggest that EgrNFSI and EgrISA1 are genes
related to the cellular responses against chilling stress, probably to increase sulfur

metabolism or to induce antioxidative enzymes.

Keywords: [Fe-S] clusters; Eucalyptus grandis; Eucalyptus globulus; abiotic stresses
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Introduction

Iron sulfur (Fe-S) clusters are versatile biological modules that can be found in
nearly all living organisms (Miihlenhoff and Lill, 2000). They are prosthetic groups
required to maintain fundamental life processes, where they are involved in numerous
enzymatic reactions including electron transfer during photosynthesis, respiration and
nitrogen fixation, metabolic reactions of the Calvin and Krebs cycles, but also in sensing,
signalling and regulation of gene expression. Plant cells carry, through photosynthesis and
respiration, two distinct processes that require significant amounts of Fe-S proteins. Plants
are unique in the way Fe-S protein biogenesis is compartmentalized and adapted to specific
needs of the eukaryotic and photosynthetic cell. The most prominent Fe-S proteins are
those of complexes I, II and IIl of bacterial and mitochondrial respiratory chains;
photosystem I and ferredoxin of photosynthesis; nitrogenase of azototrophic bacteria and
aconitase of the Krebs cycle (see reviews Balk and Lobréaux, 2005; Lill and Miihlenhof,
2005, 2008). Recent findings demonstrated that in yeast, mitochondria are the primary site
of [Fe-S] cluster formation, and mitochondria not only produce their own set of Fe-S
proteins but, importantly, are also required for the maturation of cytosolic Fe-S proteins
(Kushnir et al., 2001).

The primary function of mitochondria is cellular energy supply, but they also fulfill
a variety of other metabolic tasks such as the urea cycle and the biosynthesis of heme and
amino acids. A new biosynthetic function of mitochondria has been added to this list,
namely the maturation of extra-mitochondrial Fe—S proteins (Kushnir et al., 2001). As a
result, the basic energy metabolism pathways and systems required for growth and
development, the assimilation of nutrients, and the response to stress depend on Fe-S
proteins (Frazzon et al., 2007). For the synthesis of [Fe-S] clusters, mitochondria use a
complex protein toolbox which is termed “iron sulfur cluster (ISC) assembly machinery”
primarily described in Azotobacter vinelandii (Zheng et al., 1998). The machinery of [Fe—
S] cluster biogenesis is represented by at least three distinct, yet structurally and
functionally related systems, designated NIF, ISC and SUF (Johnson et al., 2005). While
the NIF system is required to nitrogen-fixing bacteria, the ISC system represents the
housekeeping system for Fe—S protein maturation in most living cells. The SUF system is

involved in sulfur mobilization, occurs in numerous bacteria, in archaea, and in plant
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chloroplasts, but is absent from fungi and metazoa (Loiseau et al., 2003). NFS and NifS-
like enzymes are present in almost all organisms and fulfill their main functions during
[Fe-S] cluster synthesis. Accordingly, they have a cysteine desulfurase activity that is
required for the mobilization of sulfur from L-cysteine by simultaneous release of L-
alanine (Zheng et al., 1993 Zheng and Dean, 1994). The ISC system also encodes ISU1
and ISA1 denominated as scaffold proteins and responsible for [Fe-S] cluster assembly and
delivery to target proteins. IscU (ISU1) is a truncated version of NifU, containing only the
N-terminal transient-cluster binding domain well-known in NifU. The sequential assembly
of [2Fe-2S] and [4Fe-4S] clusters was demonstrated to occurs in IscU scaffold protein.
Both, the [2Fe-2S]*" and [4Fe-4S]*" clusters in this protein are reductively labile and are
degraded (Agar et al., 2000; Yang ef al., 2006). IscA-type proteins provides an alternative
scaffold for cluster assembly or/and are involved in Fe binding. The existence of three
conserved cysteine residues in all IscA proteins propose that both cluster types are subunit
bridging. (Krebs et al., 2001; Unciuleac, M. et al., 2007).

Plant growth and productivity is adversely affected by nature’s wrath in the form of
various abiotic and biotic stresses. Various anthropogenic activities have accentuated such
existing stress factors. Abiotic stress in fact is the principal cause of crop failure worldwide,
dipping average yields for most major crops by more than 50% (Mahajan and Tuteja,
2005). The most crucial function of plant cell is to respond to stress by developing defense
mechanisms. These proteins may play a role in signal transduction, anti-oxidative defense,
anti-freezing, heat shock, metal binding, anti-pathogenesis or osmolyte synthesis (Qureshi
et al., 2007). To overcome these limitations and improve production efficiency in the face
of a burgeoning world population, more stress tolerant crops must be developed (Khush,
1999).

Cold, drought, and high salinity, which all cause dehydration damage to the plant
cell, are the most common environmental stresses that influence plant growth and
development, limiting productivity in cultivated areas worldwide (Kayal et al., 2006).
Plants have developed a range of defense mechanisms in response to environmental
stresses, among them a network of enzymes involved in the detoxification of excess
reactive oxygen species which accumulate during an imbalance of cellular homeostasis
(Amme et al., 2006). Among woody angiosperms, the most common strategy for surviving

freezing is deciduousness, accompanied by winter dormancy (Cavender-Bares, 2007). Due
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to its fast growth and fiber quality, Eucalyptus is the most commonly planted hardwood in
the world, in particular for paper making. However, although widely distributed, its
extension is mostly restricted to southern areas because of freezing sensitivity (Kayal et al.,
2006). Eucalyptus, as well as many other plant species, develops increased freezing
tolerance in response to low but nonfreezing temperatures. This adaptive response, known
as cold acclimation, takes place on the time scale of days or weeks as a result of a
combination of physiological and metabolic changes depending on transcriptome
modifications (Thomashow, 1999).

Previous studies have shown that cold-acclimation involves a series of
morphological and biochemical changes in leaves and other organs that increase freezing
tolerance of plants adapted to temperate climates (Ball et al., 2004). The root chilling of
Eucalyptus regnans changed the water potential gradient, indicating that root conductance
was reduced by only the increased viscosity of water during chilling (Brodribb and Hill,
2000). Cold-responsive genes encoding molecular chaperones including a spinach Asp70
gene and a Brassica napus hsp90 gene (Krishna et al.; 1995) may contribute to freezing
tolerance by stabilizing proteins against freeze-induced denaturation. /n vivo and in
organellar experiments indicate that the hsp70 Ssql and the J-protein Jacl function
together to assist in the biogenesis of (Fe-S) centers in the mitochondrial matrix
(Dutkiewicz et al., 2003).

The aim of the present study was to determine the transcriptional regulation of the
E. grandis NFSI, ISUI and ISA1 genes, three key genes involved in the biogenesis of [Fe-

S] clusters under stress condition.

Results

Phylogenetic analysis of NFS1, ISU1 and ISA1

A comparative amino acid analysis of three Fe-S cluster genes showed that
conserved sequence varied from 47 to 97% among the different species of plants, animals
and bacterial encoding sequences. ISU1 presented a higher degree of conserved amino acid
residues than ISA1, independently of the pairwise comparison had been made between

monocot and dicots , animal and plants or plants and bacteria.
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Phylogenetic analyses were made with each Fe-S cluster protein in separate. In
NFS1 phylogenetic analysis, bacteria, Vertebrata and Viridiplantae produced three
independent clusters, supported by high bootstrap values. The analysis showed that
EgrNFS1 clustered within the group of dicot sequences formed by Arabidopsis and Vitis
(Figure 1A). ISA1 phylogenetic tree present two main clusters, corresponding to mammals
and Viridiplantae proteins, with gram-negative bacteria placed in a basal position. ISA1
from Viridiplantae formed a main cluster, where Chlorophyta has a basal position in
respect to the Tracheophyta branch, where monocots and dicots form two separated
clusters, but without distinction among the dicot members (Figure 1B). ISU1 phylogenetic
tree, as observed for NFSI1, has three distinct branches corresponding to gram-negative
bacteria, mammals and Viridiplantae. As expected EgrISUI clustered with Viridiplantae

group, where dicot and monocot sequences were not effectively discriminated (Figure 1C).

Microarray analysis of [Fe-S] cluster assembly genes in Eucalyptus

In order to gain a better understanding of the genes coding for [Fe-S] cluster
assembly proteins in E. grandis, total RNA was extracted from mature leaves and xylem
tissues of field-grown trees. Total RNA was converted into cDNA and submitted to
microarray analysis with 50-mer oligonucleotide chips containing 21,442 unique sequences
from Eucalyptus. Our microarray results allowed us to observe that leaves from E. grandis
exhibited higher expression of NFSI, ISAI and Suf4 than xylem from the same species,
and these differences in expression pattern were significant (Figure 2). As shown in Figure
3, EgriSUI demonstrated a more or less constitutive pattern of expression in both tissues.
The expression of Suf4, a plastidic gene, showed a differential expression between leaves
and xylem of E. grandis. As expected, due to higher activity of chloroplasts in leaf tissues,
expression of Suf4 was higher in leaves than in xylem.

Another set of microarray analysis was conducted to evaluate differences between
xylems from E. grandis and E. globulus, one of the Eucalyptus species with the best
standards of wood for cellulose pulping. For EgrNFSI gene, the expression was higher in
E. globulus xylem than in the same tissue from E. grandis (Figure 3). Otherwise, Suf4,
EgriSUI and EgrISAI genes, exhibited a slight increase in expression in xylem tissues

from E. grandis.
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Quantitative reverse transcription-PCR

Considering the importance of the role of Fe-S protein in so many physiological
responses and processes in plant cells, we evaluated the pattern of mRNA accumulation in
E. grandis seedlings after a series of treatments including hormonal and abiotic signals. A
quantitative approach based on real-time RT-PCR was employed to estimate the mRNA
levels for E. grandis NFSI, ISUI and ISAI in comparison with two generally-assumed
constitutive genes: histone H2B (Hays and Skinner, 2001; Sterky et al., 2004) and
ribonucleoprotein L23A (Mrusek et al., 2005). Considering the normalization of EgrNFS1,
EgriSUI and EgrISAI expression against the constitutive genes His and Rib separately
when 4-month-old. E. grandis seedlings were exposed to the chilling stress; EgrNFSI
showed an expression increase of 7 and 9 fold, respectively, and EgriSA1 a drastic increase
of 69 and 114 fold, respectively (Figure 4). EgrISUI, in contrast, exhibited a much milder
increase in expression when compared to the control plants, with a 1.2-fold higher
expression. Hormone-like signals changed the expression level of EgriSAI and EgrNFSI.
Treatment with ABA increased the expression of EgriSA1 and EgrNFSI genes in 79-fold
and 4-fold respectively when normalized with ribonucleoprotein L23A and 76-fold and 2-
fold when normalized with histone H2B. The kin also increased the expression of these
genes in 26-fold (EgriSA1) and 2-fold (EgrNFSI) when normalized with ribonucleoprotein
(Figure 4). All the other treatments tested including NAA, NaCl and drought did not affect
the expression of E. grandis NFSI, ISUI and ISAI genes in such a remarkable way as
chilling.

Discussion

The present results suggest that the EgrNFSI and EgriSA1 genes may be related to
the E. grandis cellular response to chilling stress, probably due to increases in the sulfur
metabolism and to the induction of antioxidative enzymes. Sulfur-containing defense
compounds (SDCs) are crucial for the survival of plants under biotic and abiotic stress
(Rausch, 2005). It has been shown that sulfur metabolism mediate the modulation of plant

response to various abiotic stress factors (Biswal et al., 2008). Moreover, oxidative,
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pathogen infection and heavy metal stresses appear to increase the sulfur demand, as these
stresses enhance the expression of sulfate transporters and enzymes of the assimilatory
pathway (Hawkesford and Kok, 2006). All together about 100 plant proteins contain [Fe-S]
clusters and it was estimated that about 2% of the bound sulfur can be found in [Fe-S]
clusters (Kessler and Papenbrock, 2005). Observations of several plant species have led to
the addition of elemental sulfur, S°, to the list of SDCs (Williams and Cooper, 2004).
Possibly the supply of this compound is regulated by the catalytic activity of EgrNFSI.

Abscisic acid (ABA) is known to be closely related to stresses and normal
physiological conditions in plants where water deficiency or dehydration occurs like
drought, freezing, chilling, salinity and fruit/seed maturation (Zhu, 2002; Nambara and
Marion-Pool, 2005). Therefore, our first assumption about the induction of IS4/ and NFS1
genes in E. grandis seedlings after ABA treatment was that such hormone is signaling
plants to respond to water deficiency in order to alter or adapt their metabolisms. Also to
the initial processes of ABA signal transduction, it promotes changes in gene expression. It
has been demonstrated that ABA regulates the expression of many genes under certain
stress conditions, including genes that encode proteases, chaperones, enzymes in the
metabolism of sugars or other solutes (Taiz and Zeiger, 2004).

It has been documented that signaling of ABA can result in the increased
generation of active oxygen species, which in turn induce the expression of antioxidant
genes encoding superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT), and enhance the
activities of antioxidant enzymes such as SOD, CAT, ascorbate peroxidase (APX) and
glutathione reductase (GR) (Unyayar and Cekig, 2005). The activity of antioxidative
enzymes like CAT, APX, SOD and GR have also been shown to be increased after chilling
stress (Kuk et al., 2003). Thus, the expression of EgriSAI and EgrNFSI may be increased
for the assembly of clusters for antioxidative enzymes.

While we cannot prove that the observed higher accumulation of the mRNAs was
entirely due to increases in the respective gene transcriptions, the up-regulation of the
EgriSAI and EgrNFSI genes could be directly correlated to increases in [Fe-S] cluster
biosynthesis and, hence, many other Fe-S proteins possibly related to the chilling stress
response or to plant recovery including the synthesis of antioxidative-repair enzymes. The
expression of the A. thaliana NFS1 gene was shown to be required for the activity of

aldehyde oxidase (AO) enzymes that depend on two [2Fe—2S] clusters, FAD and MoCo. A
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link between AfNFS1 and phytohormone biosynthesis was shown through the strongly
diminished activities of AOs in antisense NFS1 lines of Arabidopsis (Frazzon et al., 2007).

Clearly, the primary metabolisms of carbon, nitrogen and sulfur have to be
modulated to establish a new homeostasis under chilling stress, as reviewed by
Thomashow (2001). Many enzymes related to such primary metabolisms were shown to be
induced by abiotic stresses like chilling. For instance, cysteine synthase 1 is the enzyme
responsible for the final step in cysteine biosynthesis, which is a key limiting step in the
production of glutathione, a thiol implicated in resistance to biotic and abiotic stresses
(May, 1998). S-adenosylmethionine synthetase 2 catalyzes the biosynthesis of S-adenosyl-
L-methionine (SAM), a precursor of ethylene and polyamines (Yan, 2005). It has also been
reported that there is a close correlation between chilling tolerance and polyamine
accumulation level in rice under chilling stress. The energy metabolism in plant cells is
also altered under chilling stress, as reviewed by Lee et al. (1995) and Thomashow (2001).
The ATP synthase a and B chains are for instance degraded in rice under chilling stress,
which unavoidably resulted in decreased ATP production through photophosphorylation
and thus affecting the Calvin cycle in photosynthesis (Yan et al., 2005). The phenotypes
(thinner stems and an overall smaller size, a slow growth rate, very early onset of bolting,
and an altered rosette pattern relative to wild type or an accelerated growth rate, disrupted
rosette formation, and altered leaf shape relative to wild type) of Arabidopsis plants in
which some mitochondrial genes involved in the biosynthesis of Fe-S proteins were down-
regulated indicated that 4/NFS1 and two A¢lscU proteins contributed to the maturation of
Fe—S proteins essential for normal plant growth and development (Frazzon et al., 2007).

In addition to a sulfur donor and scaffold proteins, the isc gene cluster encodes a
ferredoxin and two chaperones, the Hsp70-like HscA and its co-chaperone HscB. HscA
and HscB proteins are likely to serve as molecular chaperones that specifically assist in the
maturation of Fe/S proteins and these genes were shown to be crucial for [Fe-S] cluster
biosynthesis in Escherichia coli (Tapley and Vickery, 2004). The expression of EgriSAI
and EgrNFSI could be modulated by ABA signaling indicating that the expression of these
genes are essential for building up [Fe-S] clusters that are part of chaperone-like proteins in
E. grandis. It seems consistent that the induction of both gene expressions after ABA
treatment would help to prevent plants from a possible damage due to water deficiency

through a chaperone-like repair mechanism. Nevertheless, it is still necessary to
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unequivocally prove that such chaperone-like repair mechanism is limited or strictly
dependent on the expression of [Fe-S] cluster-assembling proteins like ISA1 or NFSI.

One possible explanation for such higher expression of EgrNFSI in leaves is its
possible importance in yielding sulfur for both, the photosynthesis apparatus and plant
defence, since leaves are much more exposed to stresses than the internal, vascular tissues
of the trunk. Many plant anti-pathogen compounds are sulfur containing and known to
accumulate in higher concentrations in leaves, including thionins (Thomma et al., 2002),
alliins (Jones et al., 2004) and glucosinolates (Griffiths et al., 1998). The biosynthetic
pathway for elemental sulfur production could therefore involve EgrNFSI. Thus this
family of proteins (NifS/NFS/IscS/SufS) appears to play a broader role in the mobilization
of sulfur (and selenium) within cells (Frazzon et al., 2007).

The higher expression of Suf4 was expected, due to higher activity of chloroplasts
in leaf tissues, expression of Suf4 was higher in leaves than in xylem. Accumulated
evidence indicates that genomic homology and locus ordering between E. grandis and E.
globulus 1s very high (Marques et al., 2002). Nevertheless, regulatory regions could be
responsible for the differential patterns of gene expression which would result in
phenotypic variation (Grattapaglia, 2004). Transcript levels measured by our microarrays
could account for genetic sources of variation associated with dominance and epistasis as
well as for nongenetic sources of variation, such as developmental and environmental
variation (Kirst et al., 2005). Differences were observed in the relative expression profiles
of all four genes encoding [Fe-S] cluster assembly proteins when comparing the xylems
from two FEucalyptus species, suggesting that these genes may be involved in the
contrasting phenotypic characteristics of the woods (differentiating xylems) from E.

globulus and E. grandis.
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Material and methods

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 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 32 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
puL. 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
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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 Catoélica de Brasilia
(http://www.ucb.br/genolyptus) prior to assembly with the PHRED (Ewing, 1998a; Ewing,
1998b) 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.

Plant material and treatments

Three to four E. grandis surface-sterilized seeds were grown in vitro for 4 months
at 25 °C under a photoperiod of 16 h. Later, samples were subjected to different treatments
with three sprays (300 ul each) in flasks composed as follows: 0.2 mg/L kinetin (kin); 2
mg/L. 1-naphthaleneacetic acid (NAA); 0.5 mM abscisic acid (ABA) and 0.5 M sodium
chloride (NaCl). Drought treatment consisted in leaving the flasks opened overnight in the
culture room followed by water spray and kept overnight at the culture room. Chilling
treatment consisted in leaving flasks during 3 days at 4 °C followed also by water spray
and overnight incubation at the culture room. Control plants were not sprayed at all or
treated similarly with three sprays of pure water and 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. All the analyses were

performed in biological duplicates.

Bioinformatics 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 IS4/, ISUI and
NFS1 cDNA were identified and BLASTx and BLASTn programs available at The
National Center for Biotechnology Information (NCBI) homepage were used to confirm

the identity of the ESTs. Proteins from other species were extracted from the NCBI RefSeq
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database. The species and their respective access numbers are as follows (NFS1, ISUI and
ISA1 respectively): Oryza sativa japonica (NP_001062914/ NP_001043783/ BAD44876),
Populus  trichocarpa  (estExt Genewisel v1.C LG VII0255/  eugene3.00150565/
estExt Genewisel v1.C_ LG X3413), Vitis  vinifera (CAO22685/ CA066090/
CAO15918), Arabidopsis thaliana (At5g65720/ At4g22220/ At2gl16710), Mus musculus
(CAA10916/ NP_079802/ NP_081197), Gallus gallus (NP_001026018 XP 417318/-/-),
Ostreococcus tauri (CALS52881/-/ CALS55019), Physcomitrella patens (XP_001773635/
XP_001785718/-), Pongo pygmaeus (QSRDE7/-/-), Homo sapiens (NP_066923/ Q9H1K1/
AAGS59854), Escherichia coli (ACB18360/ NP 289086/ YP 541841), Azotobacter
vinelandii (AAC24472/ 7P 00418131/ ZP 00418130), Canis Ilupus familiaris (-
/XP_534722/-), Picea sitchensis (-/ABK21226/-), Equus caballus (XP_001501842/-/-) and
Chlamydomonas reinhardtii (-/-/XP_001697636). Protein sequence alignments were
carried out using ClustalW with default parameters and edited using the GeneDoc
Program. Phylogenetic analysis was performed with the Molecular Evolutionary Genetic
Analysis (MEGA) Package Version 4.0 (Tamura ef al., 2007) with the Neighbour-Joining
method. All gap and missing data in the alignments were analyzed using a pairwise
deletion. The molecular distances of the aligned sequence were calculated with MEGA 4.0
according to the p-distance parameter and complete deletion. The bootstrap test was
performed with 1000 replications. The parsimony analysis were implemented in the
PAUP* 4.0 software package (Swofford, 1993). Maximum-parsimony trees were obtained
by 100 random addition heuristic search replicates and the tree bisection-reconnection

(TBR) branch-swapping option.

Microarray Analysis

In order to have an evaluation of gene expression patterns in leaf and vascular
tissues of two different Eucalyptus species, E. grandis and E. globulus, microarray analysis
including all unique EST sequences was carried out. Twenty microgram of each RNA
sample were dried down and sent to NimbleGen Systems Inc. Nine 50-mer probes were
designed and synthesized in duplicates from the 21.442 ESTs of the Genolyptus Project at
NimbleGen. Synthesis of Cy3-labeled cDNAs, hybridizations, washings, scanning and

preliminary analyses were carried out by NimbleGen, following a standard expression
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design. Normalized gene expression values for each feature were yielded taken into
account the hybridization values for all 9 probes per gene, in duplicates. The final analyses
were performed using MultiExperiment Viewer (MEV), developed at The Institute for
Genomic Research (TIGR). Data normalization was performed using the 2-AACt method.
ANOVA, Duncan analysis and ¢-test were performed using SSPS15. Relative expression of
the genes in leaves and xylem was calibrated with EgrNFSI xylem fluorescence values,
and relative expression between xylems was calibrated with E. grandis fluorescence

values.

Quantitative reverse transcription-PCR

Total RNA was extract with Pure Link Plant RNA Purification (Invitrogen)
according to the manufacturer’s instructions for multi RNA minipreps. About one pg of
total RNA was added to each cDNA synthesis using M-MLV reverse transcriptase
(Promega). PCR amplification was carried out using specific primer pairs designed with
the employment of the GenScript Corporation’s Real-Time PCR Primer Design tool.

Quantitative reverse transcription-PCR (¢gRT-PCR) was carried out in an Applied
Biosystem 7500 Real-time Cycler. Histone H2B and ribonucleoprotein L23A gene
sequences were used as internal controls to normalize the amount of mRNA present in
each sample, using the 2-AACt method described by Livak and Schmittgen (2001). Three
internal replications per experiment were performed. ANOVA and Duncan analysis were

performed using SSPS15.
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LEGENDS TO FIGURES

Figure 1: Phylogenetic trees constructed for evaluating the relation among [Fe-S] cluster
proteins. Trees were constructed using the ClustalW alignment tool of the deduced amino

acid sequences of different organisms. (A) NFSI, (B) ISA1 and (C) ISU1.

Figure 2: In silico analysis of microarray results comparing the relative gene expression
profiles of E. grandis leaves and xylem. Expression observed for each [Fe-S] encoding

genes was calibrated with NF'S7 xylem fluorescence value.

Figure 3: In silico analysis of microarray results comparing the relative gene expression
profiles in xylem of E. grandis and E. globulus. Expression observed for each [Fe-S]

encoding genes was calibrated with E. grandis fluorescence values.

Figure 4: Quantitative RT-PCR analysis of IS41, ISUI and NFSI gene expressions from
total RNA isolated from E. grandis treated seedlings. Results are expressed as the relative
quantification of amplification products using two independent internal controls, histone
H2B (His) and ribonucleoprotein L23A (Rib). Treatments of seedlings included abscisic
acid (ABA); I-naphthaleneacetic acid (NAA); kinetin (Kin); sodium chloride (salt);
chilling and drought. Control plants were treated with water and immediately frozen in

liquid nitrogen prior to total RNA extraction. (A) EgriSUI, (B) EgriSA1 and (C) EgrNFSI.
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Figure 2

Relative expression of the genes involved on the biogenesis of [Fe-S]
cluster in leaves and xylem
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Relative expression of the genes involved on the biogenesis of [Fe-S] cluster in
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Capitulo 111

Avaliacdo da expressdo de genes codificadores de proteinas de montagem de

agrupamentos [Fe-S] em resposta ao Resfriamento: Experimento de “Time-course”

3.1 Materiais e métodos

3.1.1 Material Vegetal

3.1.1.1 Germinacéo de sementes

Sementes de E. grandis (fornecidas pela empresa Aracruz Celulose S.A, Guaiba, RS,
Brasil) foram esterilizadas superficialmente utilizando-se sequencialmente etanol 70% por
2 minutos, hipoclorito de sddio 2% por 15 minutos e 5 lavagens com agua destilada estéril.
As sementes foram colocadas em frascos de cultura (5 cm de diametro, 8 cm de altura)
contendo o meio de cultura Murashige & Skoog (MS, Invitrogen) solidificado com 0,7%
de fitoagar (Duchefa). Os frascos foram mantidos por 72 horas no escuro a 25°C para
germinacdo. Apds a germinacao, os frascos foram submetidos a fotoperiodo de 16 horas na

mesma temperatura.

3.1.1.2 Cinética de incubacao

ApoOs trés meses da germinagao das sementes, as plantulas mantidas in vitro foram
submetidas ao regime de uma semana sob luz continua, sendo posteriormente submetidas a
temperatura de 4°C durante 0, 1, 2, 4, 8 e 16 horas na mesma incubadora e sob luz
continua. Cada frasco continha 4 plantulas que foram colhidas e imediatamente estocadas

em nitrogénio liquido (Anexo A). O experimento foi realizado com triplicatas biologicas.

3.1.1.3 Extracao de RNA

O RNA total das plantulas de E. grandis (parte aérea e raizes), crescidas in vitro e
tratadas, foi isolado utilizando-se o kit PureLink Plant RNA Purification Reagent

(Invitrogen) de acordo com o protocolo do produto “Small Scale RNA Isolation”,
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fornecido pelo fabricante. A qualidade e quantificagdo das amostras foram verificadas por
eletroforese em gel de agarose 1,2%, tampdao TAE 1X (Tris 4mM, é4cido borico 2mM e
EDTA 0,1mM) e por espectrofotometria (leitura de absorbancias a 260nm e a 280nm).

A partir do RNA total, foi isolado o RNA mensageiro, utilizando-se o kit Oligotex
mRNA Purification System (Quiagen), conforme o protocolo Oligotex mRNA Spin-

Column que acompanha o kit.

3.1.1.4 Sintese de cDNA

A reagdo de sintese dos cDNAs foi realizada com 300 ng de mRNAs utilizando
oligo-dT30w) (SMART CDS II A, RW Genes — Clonetech). Utilizou-se por rea¢do 1 pl da
enzima M-MLV Reverse transcriptase da Invitrogen (200U/ul), o respectivo tampao de
reacdo (20 mM Tris-HCI pH 7,5; 100 mM Nacl; 0,1 mM EDTA; 1 mM DTT; 0,01 % v/v
NP-40; 50% glicerol v/v), 5SmM de desoxirribonucleosideos trifosfatados (dNTPs), 10
pmol de oligo-dT. A sintese foi realizada com uma temperatura inicial de 65°C durante 5
minutos e apds as amostras permaneceram no gelo por 2 minutos, 37°C por 50 minutos € a
inativacao da reacdo se deu por 15 minutos a 70°C. Para cada amostra uma Unica reagao de

sintese de cDNA foi executada.

3.1.1.5 RT-PCR quantitativa em tempo real

Os cDNAs das amostras foram diluidos 10 vezes em dgua MilliQ autoclavada. Em
todos os experimentos de qRT-PCR foram utilizadas as mesmas aliquotas, triplicatas
bioldgicas e realizadas quadruplicatas experimentais. As reagdes foram efetuadas no
equipamento ABI Prism 7500 Detection System (Applied Biosystems) utilizando-se os
seguintes parametros de amplificacdo: 5 minutos a 94°C, 40 ciclos de 94°C por 15
segundos, 60°C por 10 segundos, 72°C por 15 segundos ¢ 60°C por 35 segundos. As
reacdes foram realizadas em um volume final de 20 ul contendo 0,2uM dos primers gene-
especificos, 0,1 mM de dNTPs, 1,5 uM de MgCl,, 0,25 U da enzima DNA polimerase
Platinum Taq (5 U/ul, Invitrogen), tampao da enzima 10X, SYBR green 10X e 10 pl dos
cDNAs 1:10. A especificidade das amplificagdes e o ponto de corte Cr (threshold cycles)
foram determinados utilizando-se o programa 7500 System SDS Software (Applied
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Biosystems). Para normalizar a expressdo dos genes de interesse, foi utilizado o método *
AACT descrito por Livak e Schmittgen (2001). A expressio relativa dos genes de interesse
foi calculada a partir das eficiéncias das reagdes e¢ do desvio do Cr das amostras-alvo
versus as amostras-controle. Para a normalizagdo dos dados foi utilizado como gene
constitutivo a Ribonucleoproteina L23A. A analise estatistica dos dados foi realizada

utilizando-se o teste de Duncan no programa SPSS 15 e ao nivel de 5% de significancia.

3.2 Resultados e Discussao

Com base nos resultados observados nos experimentos de qRT-PCR anteriores,
onde a expressdo relativa dos genes associados a biossintese de agrupamentos [Fe-S]
encontrava-se aumentada apds o tratamento de resfriamento, um novo conjunto de
experimentos foi conduzido com o objetivo de avaliar em maior detalhe 0 momento desta
indugdo. Previamente (uma semana) ¢ durante todo o tratamento a 4°C, as plantas foram
mantidas sob luz continua de forma a evitar possiveis interferéncias associadas as
modificagdes metabolicas tipicas do ciclo circadiano vegetal.

De acordo com os resultados obtidos nas analises de qRT-PCRs realizadas com os
c¢DNAs das plantulas de 90 dias submetidas a 0, 1, 2, 4, 8 € 16 horas de tratamento a 4 °C,
o gene EgrISUI apresentou maior expressdo nas primeiras duas horas de tratamento,
retornando a valores proximos ao basal apos 4 horas (Figura 1A). O gene EgriSA1, que
havia apresentado a maior expressdo relativa no experimento anterior, ndo apresentou
diferenga significativa no padrao de expressao durante os tempos 1, 2 ¢ 4 horas, porém a
expressao nestes tempos difere estatisticamente da expressao nos tempo 0, 8 e 16 horas
(Figura 1B). O gene EgrNFSI ndo apresentou diferenca de expressdo durante as 16 horas
de resfriamento (Figura 1C). Esses resultados indicam que as proteinas Fe-S podem ndo
estar envolvidas na direta resposta ao estresse por frio e, sim, na recuperacao das plantas
apods o estresse. No experimento anterior, apos 72 horas de exposi¢ao a 4 °C, as plantulas
foram coletadas apos adicionais 24 horas sob temperatura ambiente (25°C), o que pode
caracterizar um periodo de recuperacdo das mesmas a um metabolismo mais ativo e
normal. Por outro lado, segundo Sonoike (1998), os danos promovidos pelo resfriamento
aos tecidos vegetais aumentam ainda mais quando os mesmos sdo transferidos para

temperaturas superiores aquela de resfriamento. Provavelmente a maior expressao relativa
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dos genes esteja relacionada com a maior necessidade de enzimas de reparo celular,
segundo esta linha de evidéncias. Neste sentido, ja foram descritas enzimas de reparo que
utilizam como co-fatores os agrupamentos [Fe-S] (Rebeil & Nicholson, 2001; Lill &
Miihlenhoft, 2006; Kuo et al., 1992; Guan et al., 1998) corroborando a idéia de que esses
genes estariam intensamente envolvidos no restabelecimento da homeostase.

A presenca de agrupamentos [4Fe-4S] em enzimas envolvidas no reparo de DNA
levou ao questionamento do papel desses co-fatores no reconhecimento e reparo do dano
ao DNA (Lukianova & David, 2005). E intrigante o fato de que certas glicosilases que
removem uma ampla variedade de bases danificadas do DNA, também possuem diferentes
seqliéncias e estruturas incluindo esta classe de cofatores (David & Williams, 1998; Hinks
et al., 2002; Sandigursky & Franklin, 1999; Hoseki ef al., 2003; Pearl, 2000). Evidéncias
bioquimicas e estruturais indicam que a regido do agrupamento esta intimamente envolvida
na ligacdo ao DNA e que as interagdes de ligagdo tém impacto direto na catalise e na
remo¢ao da base. Minimamente, os agrupamentos [Fe-S] desempenham um papel
estrutural unico pelo reconhecimento, posicionamento e distor¢ao da dupla hélice de DNA
para a atividade de remocao de bases (Lukianova & David, 2005).

Além da fungdo de reparo de DNA, os agrupamentos s3o cofatores para enzimas
envolvidas na replicacdo celular e das fitas parentais de DNA. As proteinas eucarioticas
com atividade de primase sdo enzimas heterodiméricas compostas por uma subunidade
menor (PriS) e uma maior (PriL) e sdo, ambas, proteinas Fe-S. A liga¢do ao agrupamento
[Fe-S] é mediada por um dominio evolutivamente conservado na por¢ao C-terminal da
subunidade maior. O dominio Fe-S ¢ essencial para a capacidade da primase eucaridtica
iniciar a replicacdo do DNA (Klinge ef al., 2007).

Por outro lado, essas proteinas podem estar envolvidas na resposta ao frio e no
experimento de cinética realizado, a duragdo do estresse pode ter sido insuficiente para se
observar uma maior expressao dos genes, tal qual foi observado no primeiro conjunto de
experimentos. Mahajan & Tuteja (2005) descreveram que diversas plantas, especialmente
aquelas nativas de 4reas quentes, exibem sintomas de injuria quando expostas a
temperaturas de resfriamento, porém os sintomas de injuria nestas plantas aparecem entre
48 e 72 horas apos o estresse. Todavia, a duracdo varia de planta para planta e também
depende da sensibilidade da planta ao estresse por frio. Entretanto, para um melhor

entendimento do papel real dos genes de biossintese dos agrupamentos [Fe-S] na resposta
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ao frio, um numero maior de experimentos devera ser realizado, incluindo plantulas
submetidas ao frio e com posterior recuperacao (time-course durante a fase de

recuperacdo) e maior tempo de exposi¢ao a baixa temperatura.
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Figura 1: Anélise por RT-PCR quantitativa em tempo real da expressao relativa dos genes
ISUI(A), ISUI(B) e NFSI(C) envolvidos na biossintese dos agrupamentos [Fe-S] sob
estresse por resfriamento (4°C). Para a normalizacdo do padrao de expressao relativa dos
genes foi utilizado o gene constitutivo da Ribonucleopreoteina L23A (Rib). Na abscissa
estd representado o tempo de resfriamento em horas.
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Alinhamento das seqii€éncias protéicas de ISA1. Em azul, as cisteinas conservadas.
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Alinhamento das seqiiéncias protéicas de ISU1. Em azul, as cisteinas conservadas.



ANEXO “D”

Populus
Vitis
Arabidopsis
Eucalyptus
l0ryza
Zlrvza

Fopulus
Vitis
Adrahidopsis
Eucalyptus
l0rvza
Z0ryza

Populus
Vitis
Arabidopsis
Eucalyptus
l0ryza
Z0rvyza

Populus
Vitis
Arabidopzsis
Eucalyptus
10rvy=za
Zlryza

88

FRFRPEIRVE POMNGGGOER GIRSGTVEPTP LYVGH GAACE LAKKEMEYD DERIEALHER ML
FRRPEIEVE POMNGGGOER GIRSGTVETE LWVGH GAACE LAMEE MEYD DERIS XLOERLL
FFRPEIRLE PLMNGGGOER GLESGTEATOQIVGE GAACE LAMEE MEYDEEWNIKGLOERLL
--RPRIRVE POMNGGGOERGIRSGTVPTE LVV G GALCE LAMKEMEYD DFRISALQERLL
FRRPREIRVE POM3GGGOER GIRSGTVEPTP LYVGF GAACE TAAKEMDYDHRRAS YLOJRLL
FREFRIEVE PQMAGGGIERGIRIGTVETE LVVGF GALCE TAAKEMDYD HRRASVLOORLL

FEEEEL LT L _FXXTXX XXX L ¥ AT HEEET oL AALwT . Feakaw

HNGVRAKLDGVVYN G IVERR YAGNLNL IFAYVEGE SLLMGLEDVAVIAGIACTI ASLER 3T
N ARLD GV YN G S EEER YAGHN LNL S FAYVEGE SLLMGLEEVAVIEG3ACTR ASLED 5T
NGVREELDGVVYNGSMD SR YVGHNLNL S FAYVEGE SLLMGLEEVAVISGIACTS ASLER 5T
NGIRGEIDGVVYNGIMERR Y TGN LNLIFAYVEGE SLLMGLEEVAVIAGIACTI ASLER 3T
DEIRGOVDD IVINGIMEHRYPGHNLNLIFAYVEGE SLLMGLEEVAVIAGIACTI ASLER 3T
DGIRGD?DDITIHGSHEHRYPGHLHLSFAY?EGESLLHGLKE?AVSSGSAETSASLEPSY

R e e e e e e e e e e e e e e e

YVIEL LGYDEDMAHT SIRFGIGRFTTEEEIDEATE LTYQQVEKLREMSF LYEMVEEGID TE
YVIEL LGYDEDMAHT SIRFGIGRFTTEAEIDEAVE LTYQQVEKLREMSF LYEMVEEGID TE
VLEALGYVDEDMAHT STRFGIGRFT TEEEIDEAVE LTVEQVEKLEEMSF LYEMVEE GID IE
WLEL LGVEEDMAHT 3TRYGIGRFTTEEEIDEAVE LTVQQVEKLREMAE LYEMVED GID ITE
VLEL LGYEEDMAHT SIRFGIGRFTTEEEVDEATE LTYHOVEKLEDMSF LYEMAKAGTD LE
YVLEL LGYEEDMAHT SIRFGIGRFTTEEEVDEATE LTYHOVEKLEDMSF LYEMAKAGTD LE

O T e T N T

QIQWaQH 187
AI0WAQH 187
NIQW30H 187
SIQWAQH 185
SI0WAQH 187
SI0WAQH 187

JEET AT

Alinhamento da por¢do C- terminal da proteina NFS1 . Em azul, a cisteina conservada.
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