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Anélise de transportadores de K+ de cana-de-acUcar através da complementacéo de leveduras
mutantes
Introducéo

A cana-de-agucar é uma das mais importantes espécies vegetais cultivaveis do mundo, sendo o
Brasil o principal produtor. Contudo, pouco se sabe sobre os mecanismos fisiologicos e moleculares da
obtencdo e funcionalidade de nutrientes na cana-de-aguticar. O potassio (K*) é o macronutriente mais
absorvido pelas plantas, podendo corresponder a até 10% da massa fresca. Os transportadores de K* séo
importantes para a obtengdo do ion do solo, movimentos estomaticos, tolerdncia a estresses, mas
principalmente por participarem do processo de carregamento e descarregamento de fotoassimilados
para/do floema. Em Arabidopsis thaliana e Vicia faba alguns transportadores foram estudados, contudo
ndo possuimos informagdes sobre essas proteinas em espécies de importancia agrondmica como a cana-
de-agUcar.

A atividade fotossintética é controlada pela for¢a do dreno, portanto existe um balanco entre o
fornecimento da fonte e a demanda do dreno. Adicionalmente, as atividades das enzimas relacionadas
com a fotossintese e a expressdo de genes sdo modificadas com a demanda do dreno, talvez por isso,
abordagens transcriptdmicas focalizaram primariamente o crescimento vegetativo dos colmos (tecido
dreno) de cana-de-acUcar durante a maturacdo dos entrendés acumuladores de sacarose. Sem a
compreensdo dos mecanismos que governam essa relacdo fonte-dreno, serd mais dificil a obtencdo de
variedades que acumulam mais sacarose.

O potéssio € o macronutriente mais extraido pela cana-de-aglcar, sendo que a maior parte
permanece nos colmos e 45% nas folhas. O potassio é bastante conhecido por participar em processos de
ativacdo enzimadtica, principalmente com aqueles relacionados com a fotossintese. Em condi¢des de
extrema deficiéncia de K™ ja foi reportado a diminuicdo da quantidade de clorofilas a e b além da
diminuigdo de agUcares.

Para a manutengdo de um bom funcionamento celular os organismos necessitam muitas vezes
manter concentracbes de solutos dentro de suas células muito diferentes do meio externo. Para isso
existem proteinas transportadoras integrais transmembrana (também chamados de transportadores ou
canais idnicos), que possuem a fungdo bésica de carregar solutos contra o gradiente de concentracao.
Gragas a elas o potassio é mantido em concentragdes muito mais altas dentro das células quando
comparado com 0 meio extracelular. Todos os canais de K™ conhecidos, sdo relacionados a uma Gnica
familia proteica, mas a diversidade entre os diferentes membros da familia de canais de potassio esta nas
varias maneiras possiveis que fazem com que o poro do canal se abra. Eles sdo encontrados em células de
bactérias, acheabactérias e eucariotos — tanto de plantas quanto de animais — e suas sequéncias de
aminoacidos sdo facilmente identificaveis, pois canais de potassio possuem um segmento altamente
conservado denominado K* channel signature sequence.

Em plantas o potassio esta envolvido em diversas funces, tais como: movimentos osmoticamente

controlados, carregamento e/ou descarregamento de cation no xilema, nutrigdo catinica, controle do



volume citos6lico, sinalizacdo celular, importantes func@es durante o elongamento celular dependente de
auxina, tolerdncia a estresses abidticos, carregamento e/ou descarregamento de carboidratos
fotossintetizados para o floema.

A partir das folhas maduras (fonte) os fotoassimilados e K sdo alocados no floema e
transportados para o tecido dreno. Essa relagdo é tdo forte que até mesmo a deficiéncia moderada de K*
suprime a translocacdo de fotoassimilados.

Os transportadores ou canais de K™ possuem importantes papéis na obtencdo de K* do solo e sua
distribuicéo por toda a planta. Em Arabidopsis existem, no minimo, 35 genes que codificam para sistemas
de transporte de K* para formarem canais monoméricos ou heteroméricos e podem ser divididos em trés
classes: inward-rectifying K™ channel (Ki,), outward-rectifying K* channel (K,) e os transportadores de
alta afinidade. O termo rectifying indica que o fluxo de potassio € em apenas uma dire¢do, mas estudos
indicam que fosforilagdes podem provocar modificagdes pds-traducionais e o fluxo ser em ambas
direcoes.

Membros da familia AKT2/3 s@o expressos no sistema vascular de Arabidopsis, milho, Vicia
faba e Populus e podem estar envolvidos com o carregamento de agucares nas células do floema.

Os transcritos de AKT2/3 aumentam gradualmente durante o periodo de luz, com seu pico de
expressdo ao meio dia, e decrescem com o fim do dia. A indugdo por luz também é dependente de CO,,
indicando que os fotoassimilados regulam a expressdo do AKT2/3. Em experimentos nos quais metade
das rosetas eram sombreadas e a outra metade recebia luz, apenas as rosetas iluminadas apresentavam
aumento de expressdo do AKT2/3.

No mutante akt2/3 os fotoassimilados vazavam do floema para as células adjacentes indicando
ineficiéncia para a realocacdo de agucares para o tecido vascular, assim, 0 AKT2/3 afeta o carregamento
do floema e do transporte & longa distancia provavelmente pela modulacdo do potencial elétrico do
floema.

A proteina AKT2 é existente apenas em plantas superiores e pode sofrer alteragdo por
fosforilacdo deixando de ser apenas um transportador K;, (nonrectifying) e passar a tanto transportar o K*
para dentro ou para fora da membrana. Plantas com perda de funcdo do AKT2 apresentam dificuldade em
carregar o floema com fotoassimilados, ja que o K* participa da regulagio do simporter sacarose/H" nas
células do floema.

Recentemente, surgiram evidéncias de que o K* circulante no floema seria um estoque de
energia descentralizada. Neste modelo, o K* é langcado no floema por tecidos fonte, local onde existe
grande aporte de energia quimica. Um gradiente transmembrana de K* é entdo transportado pelo floema
para outras partes da planta, como, por exemplo, para os tecidos dreno. Essa energia contida como um
gradiente de K" pode ser utilizada para abertura de canais (como AKT2-like) para a passagem de K" pela
membrana. Esse sistema permite o carregamento/recarregamento do floema sem custo energético para as
células companheiras, ja que, essa energia viria através da alocagio de K* para o floema pelos tecidos
fonte e pelo sequestro de K* pelos tecidos dreno. Plantas knockout akt2-1 apresentaram diferencas
fenotipicas em dias curtos em comparacdo com o tipo selvagem, fen6tipo este restaurado quando o alelo
AKT2 era colocado sob controle de um promotor especifico de células companheiras, indicando que as

diferencas fenotipicas do akt2-1 podem ser atribuidas a perda de fungdo do AKT2 no floema.



O gene VFK1 de Vicia faba, descrito também como transportador de K*, parece ter a funcio
oposta do gene AKT2/3. Os autores observaram uma maior expressdo de VFK1 em tecidos drenos,
podendo-se inferir uma relacdo entre o transporte de K* e o actimulo de sacarose em plantas.

O aumento da produtividade da cana-de-aclcar pode ndo depender somente da capacidade
fotossintética de suas folhas, mas também da demanda por fotoassimilados pelos tecidos dreno, portanto,
0 estudo da expressdo dos transportadores de potassio da cana-de-agucar em tecidos fonte e tecidos dreno
e em experimentos de sombreamento para criar uma forca dreno maior é de suma importancia para

compreender os mecanismos que podem ajuda a melhorar a produtividade da cana-de-agUcar.

1.4. Levedura como modelo para a analise funcional de proteinas transportadoras

Mutantes de Saccharomyces cerevisiae S0 muito importantes para o teste de complementag&o.
O uso de linhagens de leveduras com deficiéncias apropriadas permitiu que diferentes carregadores
fossem identificados em plantas, tais como transportadores de sacarose, e de aminoacidos entre outros.

Leveduras deficientes em canais de potéssio também j& foram utilizadas em diversos estudos
para a determinagdo da funcdo do canal hipotético. A levedura S. cerevisiae apresenta trés tipos de
transportadores especificos para potassio codificados pelos genes TRK1, TRK2, TOK1. Cada um desses
sistemas de transporte apresenta uma grande similaridade na seqiiéncia de transportadores de K* que s&o
funcionalmente conhecidos em bactérias, plantas e células animais. Mutantes deletados para os genes
TRK1 e TRK2 so incapazes de crescer em meios com baixa concentracdo de K*. O gene TOK1 codifica
um canal de potéassio dependente de voltagem, mas sua funcdo ainda ndo foi completamente esclarecida
pois leveduras com mutacfes nesse gene sao inviaveis.

Este projeto tem como objetivo principal identificar e caracterizar transportadores de K* de cana-
de-agUcar através de duas estratégias: (1) busca por sequencias ortélogas de cana-de-agucar (ou em sorgo
j& que essa espécie possui mais de 90% de identidade com a cana-de-agUcar e apresenta 0 genoma
completo) a aquelas ja estudadas em Arabidopsis thaliana e Vicia faba. Para as sequencias selecionados
serdo desenhados primers e clonados para testes de complementagdo em leveduras mutantes para a
capacidade de transportar K*.

Nesta proposta o aluno de IC ira desenvolver habilidades e aprender técnicas de biologia
molecular para avaliar a expressao de genes.

- Extracdo de DNA gendmico

- Analise de sequencias de DNA com uso de softwares especificos
- Desenho de primers

- Reacdo de PCR para amplificacdo de genes

- Clonagem de genes em vetores do sistema Gateway

- Gel de agarose

- Clonagem em E. coli

- Extracdo de DNA plasmidial

- Clonagem em leveduras

- Teste de complementacédo

- Extracdo de DNA plasmidial de leveduras



Materias e métodos

Material Vegetal

As plantas de cana-de-agUcar da variedade SP80-3280 serdo cultivadas a partir de toletes obtidos
de colmos gentilmente cedidas pelo CTC (Piracicaba, SP). Os colmos serdo seccionados e selecionados
de acordo com a massa fresca para homogeneizagdo do contelido de reserva para brotacdo. Os toletes
serdo plantados em bandejas de plastico com substrato Plantmax® e mantidos a pleno sol até a sua

brotagdo. Para os experimentos utilizaremos plantas com cerca de 15 dias ap6s o plantio.

Clonagem

Para todos os processos de clonagem de genes, optamos pela utilizacdo do sistema Gateway
(Invitrogen) e assim eliminar a etapa de digestdo com enzimas de restri¢do ja que as sequencias nao sao
completamente conhecidas.

Serdo buscados em banco de dados publicos as sequencias ortélogas do gene AKT2/3 de
Arabidopsis em outras gramineas, ja que ndo existe tal sequencia nos bandos de dados de cana-de-agUcar.
A partir dessas sequencias de gramineas, serdo desenhados primers (que podem ser degenerados) para
tentativas de amplificacdo do gene de cana-de-agUcar a partir de DNA gendmico de folhas de cana-de-
acucar da variedade SP80-3280 cultivada em campo coletadas e armazenadas imediatamente em
nitrogénio liquido e acondicionadas em freezer -80°C até seu processamento. Cada gene sera amplificado
por PCR utilizando primers especificos com a sequencia necessaria (CACC na regido 5 do primer direto)
para clonagem em frame no vetor pENTR (através do pPENTR™/D-TOPO® Cloning Kit de acordo com
as especificagdes do fabricante). As colbdnias transformantes serdo selecionadas em placas de meio LB
contento 50ug de kanamicina por mL. Colénias isoladas de bactérias serdo selecionadas, 0 DNA
plasmidial extraido com o uso do kit PureLink® Quick Plasmid Miniprep (Invitrogen) e sequenciado para
verificacdo do frame e do sucesso da clonagem. Apds essa primeira etapa, cada um dos genes serdo
transferidos para o vetor de destino Gateway® pYES-DEST52 Vector através da reagdo de recombinacéo
homdloga executada pelo kit Gateway® LR Clonase® Enzyme Mix (Invitrogen). O vetor pYES
resultante da recombinacgdo serd clonado em bactéria E. coli DH5a e selecionada em placas contendo
50ug de ampicilina por mL. Colénias isoladas de bactérias serdo selecionadas, 0 DNA plasmidial sera
extraido com o uso do kit PureLink® Quick Plasmid Miniprep (Invitrogen) e sequenciado para
verificacdo do frame e do sucesso da clonagem. O vetor pYES-DEST52 com cada um dos genes de
cana serdo clonados na cepa de levedura CY162 [MATa, Dtrkl, trk2::pCK64, his3, leu2, ura3, trpl, ade?]
com o uso do kit Yeastmaker™ Yeast Transformation System 2 (Clontech) de acordo com as
especificacdes do fabricante. Apds a verificagdo do sucesso da clonagem em levedura através da extragdo
de DNA plasmidial e digestdo e/ou sequenciamento, as leveduras transformadas e os controles negativos
(vetor sem inserto e leveduras ndo-transformadas) serdo avaliadas em meio restritivo, ou seja, sem a

presenca de uracila.

Teste de complementagéo
Para avaliacio da funcionalidade dos genes como transportadores de K*, as leveduras serdo

transformadas com os genes ortologos, com o vetor vazio e com insertos desconhecidos da biblioteca



serdo avaliados em meio de cultura restritivo. A cepa de levedura CY162 ndo cresce sem a presenca do
aminoacido essencial uracila no meio. Contudo, quando transformada com o vetor pYES, esse
aminoacido é produzido, assim apenas as transformantes serdo capazes de crescer no meio SC-URA
(meio sintético sem o aminoacido uracila). Para os transformantes com genes ortdlogos: cada um deles
sera pré-cultivado em meio SC-URA suplementado com 100mM de K* a 30°C por uma dia. Um mililitro
de cada cultura sera centrifugado a 8000 rpm por 1 minuto e o sobrenadante descartado. As células serdo
entdo lavadas trés vezes no mesmo meio SC-URA na auséncia de K* e no final serdo diluidas neste meio
para atingir uma ODgqo de 1.0. Essas dilui¢des serdo utilizadas para a producéo de diluicBes seriadas 1:10
que serdo plaqueadas em meio solido com diferentes concentracdes de KCI (0; 0,2 mM; 50 mM e 100
mM) e a andlise do crescimento sera feito 2-7 dias ap6s o plagueamento. Existe também a alternativa de
verificar o crescimento através do monitoramento da OD600 das leveduras em meio SC-URA liquido
com as diferentes concentracdes de K*. O esperado é que a complementacio do fendtipo permita o
crescimento da levedura em concentragfes baixas de KCI. Serdo feitas também placas controle com as

mesmas concentracGes de NaCl para descartar efeito no crescimento devido a osmolaridade de meio.



