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Introducao Resultados e Discussao

A cana-de-acucar é uma das mais importantes espécies vegetais cultivaveis do mundo, sendo o Brasil 1. Teste de auto-ativagéo

o principal produtor. A importancia mundial desta planta tem aumentado e tem sido investido muito na

- _ , _ Tabela 1. Teste de auto-ativacao das leveduras das linhagens AH109 e Y187. Controle positivo:
obtencao de variedades de cana-de-acucar com maiores teores de sacarose.

Leveduras dipldides contendo o gene da proteina p53 fusionada ao pGBKT7 e leveduras da linhagem
O presente trabalho visou identificar novos alvos de interacao da proteina SsCIPK8 de cana-de-acucar, P 9 P P P g

Y187 contendo o gene da proteina SV40 large T-antigen fusionada ao plasmideo pGADT7-Rec.
pertencente a familia das proteinas relacionadas as classicas SNF1 de leveduras envolvidas no g P : g g - P P

] ] - ) ] Placa Plasmidio AHI09 Y109 Controle
metabolismo de carboidratos (1). O gene que codifica para a SsCIPK8 e mais expresso em folhas de Positivo
plantas com baixo teor de acucar e é induzido pela aplicacdo exégena de acido abscisico (ABA).Este SD/-His pGBKT7 Ausentes Ausentes
: o : : SD/-His pGBETT7:3sCIPES | Ausentes Ausentes
gene possui grande similaridade ao AtCIPK3 de Arabidopsis, o qual regula a resposta ao ABA durante SD/Trp 2GBKT] PresentosBroncas |Presentes Broncas
a germinacao e modula a expressao génica induzida por estresse causado por frio, sal e ABA SD/-Trp pGBET7 :SsCIPKS |Presentes/Brancas |Presentes/Brancas -
exégeno, sendo também induzida por ferimento e seca (2) . SD/-Trp/-His | pGBKTT Ausentes Ausentes PTfEﬂ_tEE‘F
ZU15
Na tentativa de identificar o papel da proteina SsCIPK8 no metabolismo de carboidratos e na SD/-Trp/-His _|pGBKT7 SsCIPK8 | Ausentes Ausentes
regulacdo por ABA tentamos identificar novos alvos de interacédo desta proteina utilizando a técnica SD/-Trp/-Ade [pGBKT7 Ausentes Ausentes Presentes/
o . . N : Azuis
do duplo-hibrido em leveduras. Para tal, foi utilizada uma biblioteca de cDNA sintetizada a partir de SD/-Trp/-Ade |pGBKTT SsCIPKS | Ausentes Ausentes
folhas maduras de plantas F1 de alto teor de sacarose. A identificacao de alvos de interacao esta em
andamento. 2. Teste de toxicidade 3. Background de Histidina
Tabela 2. Densidade otica apos 48 Tabela 3. Determinacao da menor
horas de crescimento a 30°C em meio concentracao de 3AT a ser utilizada nas
Material e Métod 0S SD/-Trp contendo 1g de Kanamicina. placas deficientes em histidina.
. " Concentracio de 3AT Numero de colonias
Meio- construcdo 0D 1
Background de O mM 2 colonias
o L1687 -pGBKTT 0973
Histidina 2.5 mM 0
1187 pGBKTT: 55CIPKS 0,636
5.0 mM 0
7.5 mM 0
Teste de auto- Construcao do vetor Teste de 10.0 mM 0
ﬁ '
ativacao pGBKT7::SsCIPK8 toxicidade 12,5 mM 0
‘ 15,0 mM 0
4. Western-blot 5. Sintese da biblioteca de cDNA

Western-blot

Sintese da biblioteca

de cDNA
Figura 2. Integridade Figura 3. Sintese da
Co-transformacio de leveduras do RNA utilizado para biblioteca de cDNA. A
HEEEEEDCDIEEELIEE AH109 com ds cDNA + pGADT7- a sintese da biblioteca falta de um smear
Y187 para mating Rec Figura 1. Deteccao da expressao de cDNA. (1) Entreno indica erro na sintese
da proteina SsCIPK8  por 7, (2) entrené 9 e (3) da primeira fita.
Western-blot usando anticorpo entrené 11.
Mating anti c-Myc. (1) controle negativo,
(2) controle positivo e (3)
l Leveduras Y187 transformadas
com o plasmideo
Selecdo e coleta de SsCipk8::pGBKT?7.
transformantes
Inicialmente verificamos que a proteina SsCipk8 nao ativa por si s6 os genes reporteres do sistema,
nao é toxica e determinamos a menor concentracao de 3 AT capaz de eliminar algum vazamento na
Screening de expressao da proteina HIS3.
colonias positivas Nao conseguimos sintetizar a biblioteca de cDNA a partir dos entrends de cana. A razao nao foi
‘ degradacao do RNA, como mostra a figura 2. Uma razao poderia ser que os altos niveis de

- polissacarideos deste tecido possam ter atrapalhado a reacao da sintese da biblioteca. Para evitar
Sequenciamento e

_ ; _ y isso, tentaremos adicionar uma etapa de purificacao do RNA ao final da sua extracao. Uma
confirmacao das interacoes

alternativa empregada foi utilizacao de uma biblioteca de folhas previamente sintetizada. Porém nao
conseguimos identificar nenhum alvo de interacao. Uma explicacao pode ter sido a baixa eficiéncia
do mating, o que pode acarretar em uma baixa amostragem de genes testados para a interacao.

Novos estudos estao em andamento.
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