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DA CANA-DE-ACUCAR A PARTIR DA TECNICA DE cDNA-AFLP

RESUMO- A doenca do mosaico da cana-de-acucar, causada pelo
Sugarcane mosaic virus (SCMV), é uma das principais doencas
incidentes na cultura. Para compreender a base molecular dessa
interagdo planta-patégeno o presente trabalho objetivou identificar
potenciais genes candidatos a resisténcia ao mosaico através da
técnica de cDNA-AFLP utlizando duas variedades contrastantes
guanto a resisténcia ao SCMV (estirpe Rib-1). Plantas das variedades
IACSP95-5000 (resistente) e IAC91-1099 (suscetivel) obtidas por
micromeristemas foram inoculadas com a estirpe Rib-1 em condicdes
controladas de casa de vegetacdo para a identificagcdo de fragmentos
diferencialmente expressos (FDE) nos tempos de 24, 48 e 72 horas
apos a inoculacdo (hpi). No total, foram obtidos 772 FDEs, dos quais
392 observados na variedade resistente e 380 na suscetivel. As
variedades apresentaram comportamento diferencial quanto ao numero
de FDEs induzidos e reprimidos ao longo dos tempos de amostragens
(24, 48 e 72 hpi). A variedade resistente apresentou um nimero maior
de FDEs, correspondentes a provaveis genes induzidos no tempo de
24 hpi em relacdo a suscetivel, diminuindo com o passar do tempo de
inoculacao, enquanto o numero de FDEs correspondentes a provaveis
genes induzidos aumentou com o tempo de inoculacdo na variedade
suscetivel. Sessenta e seis FDEs foram identificados exclusivamente
na variedade resistente, sendo que 9 foram reprimidos e 57 induzidos
apos a inoculacdo com o SCMV. Destes 57, 23 foram sequenciados e
destes, 10 FDEs mostraram identidade com sequéncias conhecidas de
plantas, sendo a maioria relacionada com mecanismos de defesa da
planta contra o patégeno e 3 FDEs ndo apresentam identidades com
sequéncias descritas e podem exercer papel importante no mecanismo
de resisténcia. A técnica de cDNA-AFLP foi eficiente em revelar
alteracbes do perfil de transcricdo dentro e entre as variedades
contrastantes quando desafiadas pelo virus do mosaico. O conjunto
total de FDEs pode ser um recurso importante para estudos que visam
compreender o mecanismo de resisténcia, como também para o
desenvolvimento de marcadores moleculares a serem utilizados no
mapeamento genético para a resisténcia ao mosaico da cana-de-
acucar.

Palavras-chave: Potyvirus, expressdo diferencial, Saccharum spp.,
SCMV

IDENTIFICACAO DE GENES CANDIDATOS PARA RESISTENCIA AO MOSAICO



IDENTIFICATION OF CANDIDATE GENES FOR SUGARCANE MOSAIC VIRUS

RESISTANCE THROUGH cDNA-AFLP TECHNIQUE

ABSTRACT - The sugarcane mosaic disease caused by the Sugarcane
Mosaic Virus (SCMV) is a major disease incident in this crop. To understand
the molecular basis of the plant pathogen interaction, the present study aimed
to identify potential candidate genes for mosaic resistance by cDNA-AFLP
technique using two contrasting varieties for SCMV (Rib-1 strain) resistance.
Plants of the varieties IACSP95-5000 (resistant) and IAC91-1099 (susceptible)
obtained by micro-meristem were inoculated with the Rib-1 strain under
greenhouse controlled conditions to the identification of differentially
expressed fragments (DEF) at the sampling time points of 24, 48 and 72 hours
after inoculation (hpi). In total, 772 DEFs were obtained, of which 392 were
observed in the resistant variety and 380 in the susceptible. The varieties
showed differential behavior in the number of induced and repressed DEFs
during the sampling time points (24, 48 and 72 hpi). The resistant variety
produced a higher number of DEFs at 24 hpi (probably corresponding to
induced genes) decreasing over the time of inoculation, when compared to the
susceptible, in which the number of DEFs increased over the hpi. Sixty-six
DEFs were identified exclusively in the resistant variety, of which 9 were
repressed and 57 induced after inoculation with SCMV. Of these 57, 23 were
sequenced and 10 of them showed identity with known plant sequences,
mostly related to mechanisms of plant defense against pathogen, while 3
DFEs have no identities with sequences described in the bank and probably
may play an important role in the resistance mechanism. The cDNA-AFLP
technique was effective in revealing changes in the transcription profile within
and between contrasting varieties when challenged by the mosaic virus. The
total set of DFEs can be an important tool in studies to understand the
resistance mechanism, as well as for the development of molecular markers to
be applied in genetic mapping for sugarcane mosaic resistance.

Keywords: Potyvirus, differential expression, Saccharum spp., SCMV



1 INTRODUCAO

Atualmente, a cana-de-aclUcar € uma das culturas de maior importancia
econdbmica, servindo como matéria-prima para a producdo do acuUcar, alcool e
biomassa, além de muitos outros subprodutos que também possuem valor comercial
(FELIX, 2006; BRANCO, 2008).

O Brasil é o maior produtor mundial de cana e ocupa posi¢cado de destaque,
sendo, também, o maior produtor mundial de acucar e alcool, abastecendo os
mercados interno e externo (UNICA, 2013; CONAB, 2013).

Alguns fatores sdo limitantes para a producdo dessa cultura, como por
exemplo, a incidéncia de doencas causadas por virus, fungos e bactérias. Dentre as
doencas causadas por virus, 0 mosaico apresenta maior incidéncia na cultura,
sendo caracterizada como doenca de grande potencial, tendo em vista que diversas
epidemias ja ocorreram no Brasil.

O controle do mosaico é realizado pela técnica de roguing em viveiros, a qual
consiste na eliminagéo de plantas com sintomas da doenca e, principalmente, pelo
uso de variedades resistentes. Por essa razdo, os programas de melhoramento
visam a selecdo de clones resistentes e tolerantes a esta doenca.

Diversas estratégias que utilizam ferramentas moleculares estdo disponiveis
para a identificacdo de genes de interesse para serem utilizados no desenvolvimento
de novas variedades pelos programas de melhoramento. A técnica de cDNA-AFLP
(BACHEM et al., 1998) desenvolvida a partir da técnica de AFLP (VOS et al., 1995)
permite acessar o polimorfismo ao nivel transcricional, visto que utiliza o cODNA (DNA
complementar) ao invés do DNA gendmico na etapa de digestdo com enzimas de
restricdo. Esta técnica apresenta como principal vantagem ndo necessitar de
conhecimento prévio da sequéncia e, dessa forma, é Util para a descoberta de genes
(MILIONI et al., 2002; BACHEM et al., 1996).

O cDNA-AFLP tem sido utilizado na deteccdo de polimorfismos genéticos
entre fenotipos contrastantes sob condi¢cdes controladas (LAO et al., 2008; QUE et
al,. 2009). Tais polimorfismos podem ser utilizados na identificacdo de genes
candidatos e no desenvolvimento de marcadores para mapeamento genético.
Segundo Butterfield et al. (2004) fragmentos diferencialmente expressos de cDNA

identificados durante o estresse bidtico tem grande potencial, em cana-de-acgucar,



como marcadores genéticos para resisténcia a pragas e doencas. Em cana-de-
acucar, a técnica de cDNA-AFLP foi utilizada com sucesso em estudo de resisténcia
a cigarrinha (GUIMARAES, 2007) e doencas de importancia como ferrugem marrom
(CARMONA et al., 2004) e carvao (THOKOANE; RUTHERFORD, 2001, LAO et al.,
2008).

Dessa forma, o presente trabalho tem por objetivo a verificagdo de genes
diferencialmente expressos em dois cultivares de cana-de-aclUcar contrastantes
guanto a resisténcia ao virus do mosaico. A caracterizacdo desses fragmentos pode
permitir a construgdo de marcadores moleculares possibilitando assim a selegéo

assistida em programas de melhoramento.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A cultura da cana-de-acucar

A cana-de-acUcar pertence a tribo Andropogoneae, familia Poaceae. Essa
familia, também conhecida como familia das gramineas, € de grande importancia
por incluir cereais como o milho, trigo, arroz e sorgo, bem como muitas culturas
forrageiras (PALHARES, 2010).

O género Saccharum compreende seis espécies, S. spontaneum, S.
officinarum, S. robustum, S. edule, S. barberi, e S. sinense (D'HONT et al., 1998),
sendo que a cana-de-acucar cultivada é um hibrido multiespecifico e recebe a
designacdo Saccharum spp (TOPPA et al.,, 2010). A cana-de-aclUcar tem sido
cultivada a mais de 4000 anos e acredita-se que o local de sua origem seja as
regiGes da Nova Guiné e Indonésia (BORRAS-HIDALGO et al., 2005).

Na safra 2012/2013, o Brasil moeu 590 milhdes de toneladas de cana
resultando na producéo de pouco mais de 38 milhdes de toneladas de agucar e 23,3
milhdes de m3 de &lcool. Cerca de dois tercos do aclUcar produzido no Pais,
aproximadamente 27 milhdes de toneladas, teve como destino o mercado
internacional. JA o acucar bruto respondeu por cerca de 80% das vendas no
mercado externo (USINA SAO MARTINHO, 2013).

Atualmente, o Brasil € o maior produtor de cana do mundo e também o maior
produtor e exportador mundial de acucar e etanol (MAPA, 2013). A lavoura de cana-
de-acucar no Brasil continua em crescente expansdo devido ao crescimento do
mercado consumidor interno e externo e a implantacdo de novas usinas
sulcroalcooleiras (CONAB, 2013).

2.2 Virus do mosaico da cana-de-acucar (SCMV)
A familia Potyviridae é composta por sete géneros: Bymovirus, Ipomovirus,

Macluravirus, Potyvirus, Rymovirus, Tritimovirus e Brambyvirus (KING et al., 2012) e,

dentre as familias de virus que infectam plantas, € uma das maiores e



economicamente mais importantes, contendo cerca de 16% das espécies descritas
(FAUQUET et al., 2005).

Os membros dessa familia infectam mais de 2.000 espécies de planta e sédo
encontrados em todo o mundo. Os Potyviridae podem ser facilmente transmitidos
experimentalmente para plantas sadias, por meio da inoculagdo com extrato vegetal
infectado ou utilizando preparacdes virais purificados ou concentrados e induzem a
formacdo de inclusdes cilindricas no citoplasma de células infectadas, também
denominadas “cata-ventos”, sendo esta uma caracteristica relevante para a
identificacdo de espécies pertencentes a familia (BERGER et al., 2005).

O género Potyvirus € o mais numeroso da familia, com mais de 140 espécies
descritas (KING, et al., 2012) que causam grandes danos econdémicos em diversas
culturas a medida que infectam, em diferentes regides climaticas, uma gama
extensa de plantas monocotiledéneas e dicotiledoneas (URCUQUI-INCHIMA et al.,
2000, FAUQUET et al., 2005; DIPIERO et al., 2006).

No Brasil, entre as principais viroses incidentes na cultura da cana-de-acucar
estd o0 mosaico, historicamente e potencialmente uma das doencgas mais importantes
dessa cultura (GONCALVES et al., 2007). O mosaico pode ser causado por um
subgrupo de sete espécies distintas de Potyvirus que infectam diferentes poaceas:
Sugarcane mosaic virus (SCMV), espécie que da nome ao complexo viral do SCMV;
Sorghum mosaic virus (SrMV); Maize dwarf mosaic virus (MDMV); Johnsongrass
mosaic virus (JGMV), (SHUKLA; WARD; BRUNT, 1994); Sugarcane streak mosaic
virus (SCSMV); Pennisetum mosaic virus (PenMV) e Zea mosaic virus (ZeMV)
(GONCALVES et al., 2012).

O mosaico da cana-de-acucar ocorre em mais de 70 paises, sendo que
apenas o SCMV, o SrMV e o SCSMV podem infectar esta cultura em condicbes
naturais (ALEGRIA et al., 2003, GONCALVES et al., 2012), porém, no Brasil, apenas
a espécie SCMV ¢é encontrada infectando naturalmente cana-de-agUcar
(GONCALVES et al., 2004).

O virus do mosaico é transmitido por diferentes espécies de afideos, dentre
as quais Rhopalosiphum maidis e Schizaphis graminum sdo comumente
encontradas em outras culturas como milho e sorgo (TEAKLE; SHUKLA; FORD,

1989), como se evidencia no Brasil. A transmissdo é do tipo ndo persistente e 0s



periodos de acesso de aquisicdo e transmissdo duram de poucos segundos a
minutos. No entanto, o periodo de retencdo pode durar até algumas horas, como no
caso do SCMV-MDB (SHUKLA; WARD; BRUNT, 1994).

Os sintomas iniciais de infeccdo consistem em pontos cloréticos com
distribuicdo linear no meio ou mais comumente na base das folhas, que evoluem
para &reas alongadas formando um mosaico tipico, o qual pode aumentar de
severidade com a idade da folha (GONCALVES et al.,, 2007). Ainda segundo o
mesmo autor, o crescimento das plantas pode ser acentuadamente reduzido,
conforme a espécie e estirpe do virus e a variedade de cana, principalmente quando
a infeccdo ocorre nos estégios iniciais de desenvolvimento. Ocasionalmente em
variedades muito suscetiveis, podem ocorrer riscas e estrias nos colmos e
encurtamento dos entrenos.

O virus do mosaico ataca outras gramineas como milho, Zea mays (COSTA;
KITAJIMA; ARRUDA, 1971) e o sorgo, Sorghum bicolor (PINTO, 1984). Dessa
forma, com o grande aumento da area plantada de milho e sorgo no pais nos altimos
anos, associado ao cultivo do milho na safrinha tém prolongado a permanéncia da
cultura no campo contribuindo para a maior incidéncia do mosaico e a manutencao
da fonte de in6culo (FERNANDES; OLIVEIRA, 1997). Em consequéncia, amplia-se a
possibilidade de que novas estirpes do SCMV estejam se disseminando no campo
(GONCALVES et al., 2007).

Atualmente, a doenca esta relativamente controlada no pais com o uso de
variedades resistentes, porém, frequentemente observam-se plantas sintoméaticas
em plantios comerciais, durante a avaliacdo de novos clones de cana-de-agucar
visando o melhoramento genético e, ocasionalmente, em viveiros de mudas e
plantios comerciais (GONCALVES et al., 2007).

2.3 A técnica de cDNA-AFLP

Uma variedade de técnicas moleculares esta disponivel para a identificagcéo e
clonagem de genes diferencialmente expressos, incluindo differential display e RNA-
fingerprinting. Entretanto, esses métodos apresentam limitagbes tais como

reprodutibilidade, dificuldade em expressar mensagens muito raras e geragédo de



falsos positivos. Essas limitagdes surgem primeiramente devido ao uso de “primers”
com oligonucleotideos arbitrarios e pela necessidade de temperaturas de
anelamento relativamente baixas para obter os produtos de amplificacdo (BACHEM,;
OOMEN; VISSER, 1998). De acordo com 0 mesmo autor a técnica de cDNA-AFLP
supera amplamente tais limitacdes e possibilita uma simples e rapida verificacdo da
identidade da banda. Além disso, permite a avaliacao sistematica de quase todos os
transcritos em um dado sistema biologico utilizando pequenas quantidades de
material inicial (MERTZ; HENNING; ZIMMER, 2009).

O cDNA-AFLP é baseado na técnica de AFLP descrita por Vos et al. (1995),
mas com a utilizacdo de cDNA, ao invés do DNA. O cDNA é sintetizado por meio da
enzima transcriptase reversa que tem a capacidade de produzir uma molécula de
DNA fita dupla a partir da cépia de um RNA mensageiro. A sua metodologia inclui a
digestdo do cDNA por duas enzimas de restricdo e ligacdo de adaptadores
especificos, onde os “primers” seletivos se ligam, permitindo a amplificacdo
simultanea dos fragmentos (BACHEM; OOMEN; VISSER, 1998) (Figura 01).

Os fragmentos de cDNAs gerados sdo separados por meio de eletroforese
em sequenciador automatico de DNA, ou através de eletroforese vertical em gel de
poliacrilamida, corado com nitrato de prata para a visualizacdo das bandas, sendo
esta Ultims analise mais vantajosa, pois permite a recuperacdo dos fragmentos
derivados de transcritos, a partir do gel de poliacrilamida reidratado e,
posteriormente, esses fragmentos séo eluidos em tubos de PCR contendo agua ou
tampdao (BLEARS et al., 1998).

A tecnologia do cDNA-AFLP apresenta elevado nivel de reprodutibilidade e
gera um grande numero de fragmentos diferencialmente expressos, amplificando
fragmentos de 100 a 1000 pb, que sao visualizados em gel de poliacrilamida, de alta
resolucdo (BREYNE et al., 2003). Além disso, a principal vantagem desta técnica é o
fato de que ela ndo necessita de prévio conhecimento da sequiéncia e, dessa forma,
€ Util para a descoberta de genes ainda desconhecidos (BACHEM et al., 1996,
MILIONI et al., 2002).
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Figura 01. Esquema da metodologia de cDNA-AFLP. Baseado na figura de Bachem,
Oomen e Visser (1998) (LOPES, 2013).

Vérios estudos foram realizados utilizando a técnica de cDNA-AFLP, sendo
que a primeira aplicacdo desta técnica foi descrita por BACHEM et al. (1996) em que
foi analisado a expressédo diferencial em batata durante a formacdo do tubérculo.
Nesse estudo, foram encontrados dois fragmentos de cDNA codificantes para a
enzima lipoxigenase.

Campalans, Pagés e Messeguer (2001) identificaram, através da técnica de
cDNA-AFLP, fragmentos diferencialmente expressos em amendoeira (Prunus
Amygdalus (L.) Batsch) submetida ao estresse hidrico. Dentre aqueles relacionados
ao mecanismo de tolerancia a seca, foram encontrados fragmentos que codificavam
proteinas tais como um transportador de compostos nitrogenados, a l-acil-sn-
glicerol-3-fosfato aciltransferase, uma proteina de choque térmico de baixo peso



molecular, uma cisteina proteinase e uma proteina rica em prolina expressa
constitutivamente.

Em relacéo a aplicacédo da técnica de cDNA-AFLP em estudos de resisténcia
a doencas, ECKEY et al. (2004) identificaram, em cevada (Hordeum vulgare L.)
genes envolvidos nos eventos iniciais de resisténcia ao fungo Blumeria graminis f.
sp. hordei. Determinados fragmentos derivados dos transcritos na variedade
resistente apresentaram homologia com MAP quinases, fatores de transcricdo e
receptores com dominio quinase. A analise funcional de uma MAP quinase foi
realizada através do nocaute do gene codificante levando a suscetibilidade plantas
de cevada antes consideradas resistentes ao fungo.

Em cana-de-acucar, a técnica de cDNA-AFLP tem sido utilizada tanto em
estudos de resisténcia a doencas como de pragas de importancia a cultura.
Thokoane e Rutherford (2001) utilizaram a técnica de cDNA-AFLP para andlise da
expressdo diferencial de genes induzidos em cana-de-acUcar ap0s a planta ser
desafiada pelo fungo patogénico Ustilago Scitaminea.

Carmona et al. (2004) utilizando a técnica de cDNA-AFLP identificou genes
diferencialmente expressos em cana-de-acucar durante a interacdo com Puccinia
melanocephala. Esses genes foram relacionados com proteinas de reconhecimento
resposta de sinalizag&o.

A técnica de cDNA-AFLP foi utilizada por Borras-Hidalgo et al. (2005) para
identificar genes diferencialmente expressos em somaclones resistentes de cana-de-
acucar em resposta a inoculacdo com Ustilago scitaminea ou Bipolaris sacchari,
agentes causais da ferrugem e mancha ocular, respectivamente, e a maioria dos
genes encontrados foram relacionados com a defesa ou a sinalizacao as doencas.

Ainda em relacdo a infeccdo por Ustilago scitaminea, Que et al. (2011)
também realizaram em cana-de-acucar um estudo da expressdo génica diferencial
por cDNA-AFLP em resposta ao desafio pelo fungo patogénico e identificaram 28
fragmentos diferencialmente expressos em uma variedade resistente ao fungo que
foram diretamente relacionados ao ataque do patdégeno.

Guimaraes (2007), atraves da técnica de cDNA-AFLP, identificaram dois

fragmentos expressos somente na variedade de cana-de-agucar resistente a



Mahanarva fimbriolata e ausente na suscetivel ao ataque da cigarrinha, os quais,
possivelmente estdo ligados a um mecanismo de antibiose da planta.

Ap6s a inoculagcdo com Sporisorium scitamineum, Lao et al. (2008),
encontraram um total de 64 fragmentos derivados de transcritos diferencialmente
expressos em uma variedade resistente de Saccharum spp. nas primeiras 72 horas
apos a inoculagdo. Os genes encontrados foram relacionados a resposta da planta
contra o patdégeno tais como, genes envolvidos no metabolismo oxidativo, resposta
defensiva, vias do etileno e auxinas.

A técnica de cDNA-AFLP também tém sido utilizada para uma melhor
compreensao dos mecanismos de resisténcia das plantas aos virus (CHENG et al.,
2010; CHEN et al., 2012; LIN, et al., 2013). Para estudar a expressdo génica
diferencial em Cucumis metuliferus em resposta a infeccdo por Papaya ringspot
virus (PRSV) Lin et al. (2013) identificaram um total de 28 genes candidatos para
resisténcia ao virus sendo que dois destes foram notdveis, uma vez que suas
sequéncias foram homologas a uma proteina inibidora de protease e a uma proteina
de resisténcia contendo o dominio NBS-LRR.

Chen et al. (2012) utilizando a mesma técnica encontraram 42 fragmentos
diferencialmente expressos em tabaco infectado com Tobacco mosaic virus (TMV).
Dentre esses, o fragmento designado NtGRP foi identificado como um provavel gene

de resisténcia ao TMV.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal

Duas variedades, uma resistente (IACSP95-5000) e outra suscetivel (IAC91-
1099) a estirpe Rib-1 do virus do mosaico da cana-de-acucar (SCMV) foram obtidas
por cultura de meristemas, a fim de garantir a sanidade do material, na biofabrica do
Centro de Cana (Ribeirdo Preto, S&o Paulo) do Instituto Agrondmico de Campinas.
Estas duas variedades foram desenvolvidas pelo Programa de Melhoramento de

Cana-de-Acucar do Instituto Agrondmico de Campinas (IAC).

3.2 Conducao do experimento

Inicialmente, as plantulas enraizadas provenientes da cultura de tecidos foram
retiradas dos frascos (in vitro) e passadas para copos plasticos de 200 mL, contendo
substrato comercial e adubacdo recomendada para o estabelecimento de mudas. As
mudas foram mantida em casa de vegetagdo revestida com tela de protegéo anti-
afideos, situada no Centro de Cana do Instituto Agronémico de Campinas, no
municipio de Ribeirdo Preto — SP. Apo6s 20 dias (periodo de aclimatacdo das
mudas), as mesmas foram individualizadas e transplantadas em vasos com
capacidade para um litro, contendo também substrato e adubacao adequada.

O experimento foi conduzido utilizando 6 plantas de cada variedade e seus
respectivos controles (plantas ndo inoculadas) para cada um dos tempos de
amostragem (0, 24, 48 e 72 horas apOs a inoculacdo - hpi) adotando-se o
Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC) em casa de vegetagéo (Figura 02).

A escolha do local para a disposi¢cdo dos vasos em casa de vegetacao foi
estratégica, a fim de padronizar condi¢cdes de luminosidade, sombreamento irrigacéo
e temperatura para cada vaso. O experimento ocorreu nos meses de janeiro a
margo de 2012 e foi adotado o sistema de rega automatico, realizado duas vezes ao
dia por 15 minutos.
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Figura 02. Ensaio em casa de vegetacdo: 6 repeticbes bioldégicas para cada
variedade (resistente e suscetivel) em cada um dos 4 tempos de amostragem (0, 24,
48 e 72 horas apoés inoculacdo - hpi) e respectivos controles néo inoculados, em
delineamento inteiramente casualizado.

3.3 Inoculagdo com o SCMV - estirpe Rib-1

Plantas de sorgo “Rio” foram inoculadas com a estirpe Rib-1 do SCMV
(GONCALVES et al.,, 2007) para servir como fonte de inéculo viral para o
experimento. As mudas das variedades resistente e suscetivel foram inoculadas
mecanicamente com o virus aos 35 dias do plantio (15 dias apds o transplantio nos
vasos de 1 litro). Para isso, folhas jovens de sorgo “Rio”, previamente inoculadas
com a estirpe Rib-1 e apresentando sintomas tipicos de mosaico, foram maceradas
em nitrogénio liquido, adicionando-se ao macerado a propor¢cdo de 1:10 (tecido
foliar/tampé&o) de tampéo fosfato de sodio 0,01 M, pH 7,2, com 0,1% de sulfito de

sodio.
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Ao extrato obtido foi adicionado o abrasivo foliar carbeto de silicio
(carborundum) para provocar microferimentos na epiderme foliar da cana-de-agucar,
permitindo a entrada do virus. O inoculo foi espalhado nas folhas das plantas
exercendo uma leve pressédo. Nas plantas utilizadas como controles negativos, foi
espalhado somente o tamp&o de extragdo misturado ao abrasivo foliar (Figura 03).
Apés o inéculo ser espalhado nas folhas, procedeu-se a uma leve lavagem das

mesmas com agua destilada para retirada do excesso de extrato.

Figura 03. Inoculacdo das plantas do ensaio com extrato contendo o virus do
mosaico da cana (SCMV estirpe Rib-1). A: Folhas de sorgo infectado maceradas
com tampé&o fosfato de sédio 0,01M; B: Extrato infectado obtido apdés maceragéo; C:
Adicdo de carborundum ao extrato; D: Distribuicdo do extrato nas folhas das plantas;
E: Lavagem das folhas inoculadas com agua destilada.

3.4 Coleta do tecido vegetal

Para cada variedade, em cada um dos tratamentos (tempos de coleta), a
folha +1 foi coletada individualmente das seis repeticdes bioldgicas (plantas)
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inoculadas e nao inoculadas (controle). Para as plantas correspondentes ao
tratamento O horas o tecido vegetal foi coletado antes de qualquer inoculagéo (este
tempo de coleta foi incluido para permitir uma posterior validacdo dos fragmentos
diferencialmente expressos, FDEs por PCR em tempo real - Real time PCR).

As folhas foram guardadas em papel aluminio, devidamente identificados e
mergulhadas em nitrogénio liquido. Ao final da coleta, as amostras foram
armazenadas em ultrafreezer a -80°C onde permaneceram até o momento da

extracdo do RNA.

3.5 Extracéo do RNA total

Antes de iniciar a extracdo do RNA total, todos os utensilios utilizados, como
almofariz, pistilo e espétulas, foram mantidos a 180°C por 3 h, impedindo assim a
acado de RNAses.

O RNA total foi extraido individualmente de folhas de trés plantas de cada
repeticado bioldgica, bem como das plantas utilizadas como controle, com o reagente
Trizol (Invitrogen, Carlsbad, USA), de acordo com as recomendagdes do fabricante.
Apés a extracao, os RNAs foram digeridos com DNAse, para a remocédo de qualquer
contaminagao com DNA genOGmico que pudesse existir na amostra.

Para verificar a presenca de DNA gendmico nas amostras de RNA foi
realizada uma PCR (Reacdo em cadeia da polimerase) com um par de “primers” do

gene endogeno gliceraldeido-3 fosfato desidrogenase (GAPDH).

3.6 Quantificacao e integridade dos RNAs

A quantificagdo do RNA total de todas as amostras foi aferida utilizando-se o
equipamento NanoDrop ND-2000c (Thermo Scientific), para isso foram necessarios
1 ul de cada amostra. A avaliagdo da pureza das amostras foi baseada nas razbes
de absorbancia 260/280 nm e 260/230 nm. A integridade foi comprovada pela

corrida em gel de agarose 1,5%.
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3.7 Comprovacdo da presenca do virus por diagnéstico molecular (RT-PCR)

Para confirmar a presenca do SCMV, foi realizado o teste de RT-PCR
(reverse transcription-polymerase chain reaction) para o SCMV utilizando o RNA
total extraido, de acordo com GONCALVES et al. (2007). A reacdo de transcricdo
reversa (RT) foi realizada com a enzima M-MLV Reverse Trancriptase (PROMEGA)
aplicando-se 2 ug do RNA total previamente incubado com um oligo (dT) de 17
nucleotideos a 70°C por 5 minutos.

Para a reacdo de PCR, foi utilizado o oligonucleotideo senso SCMVF4
(ALEGRIA et al., 2003) e o oligonucleotideo anti-senso SCMVR3 (YANG; MIRKOV,
1997) que amplificam regides do genoma correspondentes a capa protéica (CP) das
espécies do SCMV. Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel
de agarose 1,0%, preparado em tampdo TAE, pH 8,0, corado com brometo de

etideo e observado sob luz UV.

3.8 Sintese do cDNA de dupla-fita

A sintese do cDNA foi feita, para cada tempo de amostragem e variedade, a
partir de uma mistura (bulk) de quantidades equitativas de RNA total extraido
individualmente de trés das seis réplicas biologicas. A sintese da primeira fita de
cDNA foi feita a partir de 5,0 yg de RNA total, utilizando o conjunto de reagentes
RevertaidTM H Minus First Strand cDNA Synthesis “kit” (Fermentas, Lituania) e a
segunda fita foi sintetizada conforme as orientacbes do mesmo fabricante. Apés a

sintese da segunda fita, o cDNA foi purificado pelo método fenol-cloroférmio.

3.9 A técnicade cDNA — AFLP

Apos a obtencdo do cDNA de fita dupla, os marcadores do tipo AFLP foram
obtidos de acordo com o protocolo estabelecido por VOS et al.,, (1995), com
modificacdes para cDNA. Para isso os cDNAs de fita dupla purificados foram
quantificados e diluidos a 25 ng/ul. Foram avaliados os polimorfismos gerados pela
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combinacdo de enzimas EcoRIl e Msel assim como para a combinacdo EcoRI e

Mspl.

3.9.1 Digestéao dos cDNAs

As reacOes foram conduzidas em um volume de 20 pL contendo 250 ng de
cDNA de fita dupla, tampao OPA (One for all) 10X e 2,5 unidades de cada enzima
(digestdo dupla). As reacdes foram incubadas por 3 horas a 37°C e, posteriormente,
a 65°C por 5 minutos para inativacdo da atividade enzimatica em termociclador
(BioRad, MyCycler).

3.9.2 Ligacao de adaptadores

A ligacédo dos adaptadores foi conduzida em um volume final de reac&o de 40
ul, contendo 20 pl da reacao de digestdo, 8 uL de tampéao 5 X, 4 uM do adaptador
para EcoRI (a 5 pmol) e 40 uM do adaptador para Msel ou Mspl (a 50 pmol), 0,5 mM
de ATP e 33,5 U (weiss unit) de T4 DNA ligase (Biolabs). A reacao de ligacdo dos
adaptadores foi conduzida em termociclador & temperatura de 37°C por duas horas
seguida de 16 horas a 16°C.

3.9.3 Pré-amplificacao

Os produtos provenientes da reacdo de ligagdo dos adaptadores foram
diluidos 6 vezes (6X) em agua miliQ. A reacédo de pré-amplificacédo foi conduzida em
um volume final de 15 pL, contendo tampao 10X (200 mM Tris pH 8.4, 500 mM KCIl),
0,5 mM de MgCl,, 0,16 mM de dNTPs e 3,3 uM de “primer” Eco+0 (uma base
seletiva) e 3,3 UM de “primer” Msel+0 ou Mspl+0 e 0,1U de Taq polimerase.

As reacfes foram conduzidas em termociclador de acordo com ciclagem a

sequir:



_ 29 ciclos L
Inicio Termino
Desnaturagéo Anelamento  Extensé&o
72°C 94°C 56°C 72°C 150C
2 Minutos | 30 Segundos 1 Minuto 1 Minuto infinito

3.9.4 Amplificacéao seletiva

16

A reacao de amplificacdo seletiva foi conduzida em um volume final de 15 pl
contendo tampédo 10X (200 mM Tris pH 8,4, 500 mM KCI), 0,25mM de dNTPs, 2,0
mM de MgCl,, 1,3 uM de cada “primer” seletivo EcoRI e Msel ou Mspl, 0,2 U de taq

polimerase e 2ul da diluicdo 10x da reacdo de pré-amplificacdo. As condi¢cdes de

amplificacéo foram: 13 ciclos a 94°C por 30 segundos, 65°C (-0,7 °C/ ciclo) por 30

segundos e 72°C por 1 minuto, seguidos por 23 ciclos de 94°C por 30 segundos,

56°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto.

Para os fragmentos gerados a partir da digestdo com as enzimas EcoRI e

Msel foram avaliados 9 combinacdes de “primers” com trés bases seletivas

enquanto para aqueles obtidos pela digestdo com as enzimas EcoRI e Mspl foram

utilizados 7 combinacdes de “primers” seletivos (Tabela 1).

Tabela 1. Combinacdes de “primers” seletivos utilizados na técnica de cDNA-AFLP.

Combinacdes de “primers”

Combinacdes de “primers”

EcoRI/Msel EcoRI/Msel
E-ACA/ MCTT E-AAC/ M,ACT
E-AAA/ M.CTT E-AAC/ M, TCG

E-ACT/ M1CTA
E-ACC/ M:CTT
E-AAG/ M,CTT
E-ACT/ M1CTT
E-ACT/ M1CAA
E-AAC/ M;CGT
E-AAG/ M;CGT

E-ACG/ M,ACT
E-AAC/ Mo,GAA
E-AAC/ M,ACA
E-ACG/ M, TTG
E-AGC/ MoACA

E- EcoRI; M1- Msel; M2-Mspl



17

3.9.5 Separacao dos fragmentos de cDNA-AFLP

Os produtos amplificados foram separados através da eletroforese vertical em
gel desnaturante de poliacrilamida a 6% em tamp&o de corrida TBE (445 mM de
Tris-base; 445 mM de acido borico; 10 mM de EDTA) pH 8,0. Aos produtos
amplificados foram adicionados 7 pl de tampé&o formamida a 98% (v/v) contendo 10
mM EDTA, 0,025% (p/v) de azul de bromofenol e 0,025% (p/v) de xileno cianol (2:1).
ApoOs desnaturacdo a 90°C por 4 minutos as amostras foram aplicadas no gel.

Para uma melhor identificacdo dos fragmentos diferencialmente expressos
(FDEs) no gel, cada amostra, correspondente aos diferentes tempos de
amostragem, bem como o seu controle foram aplicados duas vezes em cada poco
do gel.

Apos a corrida por 2 horas a 55 W, os fragmentos foram revelados pela
coloracdo com prata segundo protocolo descrito por Creste, Tulmann-Neto e
Figueira (2001).

3.10 Deteccdao, Recuperacao e Reamplificacdo dos FDE

Os FDEs amplificados foram detectados a partir da visualizagdo dos géis,
com o auxilio de um transluminador de luz branca. ApGs a deteccdo dos FDEs foi
realizada a excisdo, a partir do gel reidratado overnight em &agua destilada, e o
tamanho molecular foi estimado de acordo com as distancias percorridas no gel em
relacdo aos padrdes de tamanho molecular, em pares de bases (pb).

Os fragmentos retirados do gel foram eluidos em 50 yL de tampao TE (10 mM
de Tris-HCl e 1,0 mM de EDTA, pH 8,0) e incubados overnight a 4°C. Em seguida,
foram aquecidos a 60°C por 2 h, sendo, em seguida, submetidos a 3 ciclos de
congelamento e descongelamento com posterior centrifugacdo rapida, de acordo
com o protocolo descrito por PATHAN et al. (2007).

Os FDEs foram reamplificados, utilizando as mesmas combinacbes de

“‘primers” seletivos que os deram origem e as mesmas condi¢cdes de ciclagem
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realizadas na reacdo de amplificacdo seletiva. Os produtos de PCR da reacao de

reamplificacdo foram analisados em eletroforese em gel de agarose 1% (p/v).

3.11 Purificacéo, clonagem e sequenciamento dos FDEs

Os FDEs foram purificados dos pedacos dos géis de agarose contendo a
banda de interesse, utilizando o Wizard® SV Gel and PCR Clean up system “kit”
(Promega, Alemanha). Em seguida, os FDEs foram quantificados em
espectrofotometro e ligados ao vetor de clonagem pGEM®-T Easy Vector System |
(Promega, Alemanha) na razéo de 3:1 (inserto: vetor) e incubados overnight a 4°C.
O volume de 10,0 uL da reacgao de ligacao foi adicionado a um tubo contendo 100 pL
de células de Escherichia coli (cepa DH10B) quimicamente competentes, e mantidos
a 4°C por aproximadamente 1 hora. As bactérias foram transformadas por choque
térmico em banho-maria a 42°C por 1 minuto e retornadas ao gelo. As células foram
transferidas para 1,0 mL de meio de cultura LB (Luria Bertani) e incubadas a 37°C
por 1 h sob agitacdo a 80 rpm. A seguir, as células de E. coli foram espalhadas em
placas de cultura contendo meio LB solido, antibiético ampicilina (50 pg/mL) e X-gal
2% e mantidas em estufa a 37°C overnight para crescimento das colbnias.

As colbnias transformantes (cor branca) foram transferidas, com o auxilio de
palitos de madeira autoclavados, para uma nova placa de cultura contendo meio LB
sélido e antibiotico ampicilina. Para cada placa, foram transferidos quatro clones, a
fim de garantir a eficiéncia da transformag¢ao com o inserto de interesse.

As colbnias transformantes remanescentes nos palitos de madeira foram
transferidas para um mix de reacdo de PCR com os “primers” SP6 e T7 do vetor de
clonagem, a fim de verificar se os plasmideos continham os insertos de tamanhos
correspondentes aos estimados anteriormente.

Apés a verificacdo dos produtos da PCR, as colbnias presentes na placa
contendo meio soélido e antibiético e que foram utilizadas para a reacdo de
amplificacd@o, foram transferidas com o auxilio de um palito de madeira para 3 mL de
meio liquido e incubadas a 37°C por uma hora. Em seguida, um volume 750 pL das
células foi transferido para um microtubo de 1,5 mL contendo 250 yL de glicerol e

armazenados em freezer -20°C e o restante foi utilizado para a preparagédo do DNA
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plasmidial a ser sequenciado, de acordo com o Kit PureYield Plasmid Miniprep
System (Promega, Alemanha).

O sequenciamento dos FDEs ap0s a clonagem foi realizado através do
método da terminacdo da cadeia por dideoxinucleotideo (SANGER; NICKLEN;
COULSON, 1977), utilizando o BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems - PE, Inc., CA, USA). A reacao de sequenciamento foi montada
em microplacas utilizando os “primers” T7 e SP6 do plasmideo.

Apés a reacdo de sequenciamento, os produtos da amplificacdo foram
precipitados pela adigdo de 45 pL de isopropanol 75% e centrifugagédo por 30
minutos a 4000 rpm. O sobrenadante foi descartado e a placa foi centrifugada em
posicdo invertida a 1000 rpm por 1 minuto para a eliminacéo do isopropanol residual.

Ao precipitado de DNA foi novamente adicionado 100 uL de isopropanol e o
sobrenadante foi descartado através da inversao da placa, seguido da centrifugacao
por 1 minuto da placa em posicao invertida. Apds a secagem em estufa a 37°C por
30 minutos as amostras foram ressuspendidas em 10 uL de formamida e incubadas
por 5 minutos a 95 °C para desnaturacdo. Em seguida, as amostras foram
submetidas ao sequenciamento automatico no sequenciador Genetic Analyzer
ABI/Hitachi 3500 (Applied Biosystems, Foster City, California CA).

3.12 Andlise das sequéncias

As andlises das sequéncias foram realizadas por meio do algoritmo BlastX
(ferramenta BLAST do NCBI) para verificar a similaridade com sequéncias ja
descritas em banco de dados publicos de proteinas. Foi adotado como limite inferior
do e-value, o valor de 1e-5, para analise das similaridades. As sequéncias dos FDEs
gue apresentaram baixa ou nenhuma similaridade com as depositadas no banco de
proteinas foram pesquisadas por meio dos algoritmos BlastN e tBlastX contra o
banco de dados publicos ndo redundantes de nucleotideos. Os fragmentos que
apresentaram similaridade com proteinas hipotéticas, tiveram suas sequencias
consultadas no banco de dados de proteinas (UniProtKB) para verificar as

anotacdes de fungdes biolégicas no Gene Ontology (GO).
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4 RESULTADOS

4.1 Observacao dos sintomas em casa de vegetacao ap0s a inoculagdo com o
SCMV Rib-1

Um més apos a inoculagdo com o SCMV, as plantas correspondentes a
variedade suscetivel (IAC91-1099 com inoculacdo) apresentaram sintomas tipicos
da doenca, tais como folhas com areas verdes claras (mosaico), reducéo de porte e
encurtamento dos entrends. J4 nas plantas correspondentes a variedade resistente
(IACSP95-5000) nao foi observado quaisquer sintomas da doenca e seu

crescimento nao foi prejudicado (Figura 04 e Figura 05).
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Figura 04. - 4.1 Plantas da variedade IAC91-1099 com sintomas tipicos de mosaico
e elevada reducédo do porte (C/l), quando comparadas ao seu controle (S/l), apés
inoculacdo com o SCMV (RIB-1). 4.2 Plantas correspondentes a variedade
IACSP95-5000 inoculadas (C/I) e ndo inoculadas (S/I) com o SCMV (RIB-1).
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Figura 05. (A) Plantas correspondentes a variedade IAC91-1099 apoés inoculacao
com SCMV apresentando sintomas tipicos da doenca. B) Plantas correspondentes
a variedade resistente (IACSP95-5000) ao SCMV, apoés inoculacéo.

4.2 Quantificacao e Integridade dos RNAs

Apbés a extracdo do RNA total, foi realizada a quantificacdo dos mesmos em
espectrofotbmetro. As amostras apresentaram valores entre 1054,0 ng/uL e 4700,0
ng/uL. A integridade foi comprovada pela corrida em gel de agarose 1,5%
verificando as bandas dos RNAs ribossomais 18S e 28S, que se apresentaram

integros (Figura 06).
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Figura 06. Eletroforese em gel de agarose 1,5% (p/v). Em cada coluna foi aplicado
1,0 ug de RNA total extraido do tecido foliar (folha+1) das trés repeticdes bioldgicas
das variedades de cana-de-acucar.

Para comprovar a auséncia de DNA gendmico nas amostras dos RNAs
extraidos e tratados com DNAse, uma aliquota do RNA total foi submetida a PCR
com um par de “primers” do gene constitutivo GAPDH. A andlise, em gel de agarose
a 1% corado com brometo de etideo, do produto desta reacdo nao revelou a
amplificagdo do gene constitutivo, comprovando a auséncia de contaminagdo dos

RNAs totais por DNA genémico (Figura 07).
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Figura 07. Gel de agarose a 1% mostrando auséncia de amplificacdo do produto da
PCR realizado com um par de “primers” do gene constitutivo GAPDH nas amostras
de RNA (1 a 42). L: Marcador de peso molecular 1kb, G: DNA gendmico utilizado
como controle, B: branco.

Desta forma, as amostras utilizadas para a técnica de cDNA-AFLP néo
apresentaram DNA gendmico, o qual também poderia ser alvo das enzimas de

restricao.

4.3 Comprovacao da presenca do virus por diagnéstico molecular (RT-PCR)

O diagndstico molecular via RT-PCR revelou, apds a eletroforese, em gel de
agarose a 1%, a presenca de bandas especificas de 888 pb (pares de bases) em
todos os tratamentos cujas plantas foram inoculadas com SCMV e auséncia deste
fragmento nos tratamentos sem inoculacdo, comprovando a presenca do SCMV

nas plantas que foram inoculadas (Figura 08).
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Figura 08. Diagnéstico molecular para deteccdo da presenca do SCMV em gel de
agarose a 1% corado com brometo de etideo mostrando a presenca do fragmento
de 888 pb nas plantas Inoculadas (C/l) e auséncia do fragmento nas plantas nao
inoculadas (S/1) nos diferentes tempos de coleta das variedades IACSP95-5000 e
IAC91-1099.

4.4 Obtencao dos Fragmentos Diferencialmente Expressos (FDEs) via cDNA-
AFLP

De forma geral, os géis obtidos foram de boa qualidade permitindo que a
identificacdo e comparacdo dos fragmentos diferencialmente expressos (FDES)
entre as variedades, ao longo dos tempos de amostragens, fosse feita de forma
confiavel (Figura 09).

Para facilitar a identificacdo e comparacédo dos FDEs foram aplicadas no gel
amostras da variedade resistente (A) com e sem inoculagdo, bem como da
variedade suscetivel (B) com e sem inoculacéo, por tempo de amostragem (Figura
09).
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Figura 09. Perfis de expresséo revelados pelas combinacdes 9.1: E-ACT/M;CTA e
9.2: E-AAA/M;CTT, 24, 48 e 72 hpi (horas ap6s a inoculagdo). A: Variedade
resistente (IJACSP95-5000) e B: Variedade suscetivel (IAC91-1099); C/I (com
inoculacao) e S/l (sem inoculacgéo).

4.5 Comportamento dos FDEs ao longo dos tempos de amostragens (horas

apoés ainoculacéo)

O numero de fragmentos diferencialmente expressos (FDEs) observados
para cada variedade, apenas nos tratamentos com inoculagéo (I), os quais podem
corresponder a provaveis genes induzidos, assim como o numero de FDEs
observados apenas nos controles (R), 0os quais podem corresponder a provaveis
genes reprimidos nas respectivas variedades inoculadas, obtidos para cada uma

das 16 combinacgdes seletivas estdo apresentados na Tabela 02.
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Tabela 02. Numero de fragmentos diferencialmente expressos (FDEs) observados
para cada variedade em cada tempo de amostragem. |: FDE na variedade inoculada
(inducéo); R: FDE na variedade sem inoculagéo (reprimido).

Variedade IACSP95-5000 IAC91-1099

Tempos 24 horas 48 horas 72 horas 24 horas 48 horas 72horas  Total
| R | R | R | R | R | R

E-ACA/M,CTT
E-AAA/M,CTT
E-ACT/M;CTA

E-ACC/M, CTT
E-AAG/M,CTT
E-ACT/M,CTT

E-ACT/M;CAA
E-AAC/M;CGT
E-AAG/M;CGT
E-AAC/M,ACT
E-AAC/M,TCG
E-ACG/M,ACT
E-AAC/M,GAA
E-AAC/M,ACA
E-ACG/M,TTG
E-AGC/M,ACA

Total

68
66
59
77
35
56
36
38
35
33
17
46
31
72
61
42
772
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Verifica-se, que no total, foram obtidos 772 FDEs, dos quais 392 observados
na variedade resistente (IACSP95-5000) e 380 na suscetivel (IAC91-1099). A
combinacdo seletiva Eco-AAC-Msp-TCG foi a que detectou o menor nimero de
FDEs (17), enquanto o maior (77) foi observado para a combinagédo Eco-ACC/Mse-
CTT (Tabela 02).

Comparando o numero de FDEs que podem corresponder a genes induzidos
e reprimidos, ao longo dos tempos apos a inoculagéo, entre a variedade resistente
e suscetivel, observa-se um comportamento diferencial das variedades ao longo
dos tempos (Figura 10). A variedade resistente apresentou um numero maior de
FDEs, correspondentes a provaveis genes induzidos no tempo de 24 horas apos a

inoculacdo (hpi) em relagdo a suscetivel, diminuindo com o passar do tempo de
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inoculagdo. Ja na variedade suscetivel o nimero de FDEs correspondentes a
provaveis genes induzidos aumentou com o tempo de inoculagéo.

O numero de FDEs, que podem corresponder a genes reprimidos nas
variedades inoculadas, diminuiu ao longo dos tempos ap0s a inoculagcdo na
variedade resistente, enquanto na suscetivel houve um aumento crescente,

atingindo o ponto maximo 48 hpi (Figura 10).

4.6 Identificacdo de FDEs exclusivos da variedade resistente (IACSP95-5000)

Para a identificacdo de transcritos que poderiam estar relacionados
diretamente com a resisténcia ao mosaico foram selecionados FDEs em duas
situacdes: na primeira, para cada tempo de amostragem (24, 48 e 72 hpi)
selecionou-se os FDEs presentes exclusivamente na variedade resistente
(IACSP95-5000) inoculada, porém ausente no seu controle (sem inoculacdo) bem
como na variedade suscetivel (IAC91-1099) com e sem inoculacdo; na segunda
situacdo, para cada tempo de amostragem selecionou-se os FDEs presentes tanto
na variedade resistente sem inoculacdo (controle) como na variedade suscetivel
com e sem inoculacdo, porém ausente na variedade resistente inoculada (Figura
11).
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Figura 10. Distribuicdo do numero de FDEs em relacdo aos tempos de amostragens.

Situagdol Situag@o2

Figura 11.

Fragmentos diferencialmente expressos revelados em gel

poliacrilamida 6% em duas situac¢des de interesse (Situacéo 1 e Situagdo 2).

de
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A primeira situagdo refere-se aos provaveis genes induzidos, exclusivamente
na variedade resistente em resposta a inoculagdo com SCMV, enquanto a segunda,

aos provaveis genes reprimidos em resposta a inoculacédo com o virus (Figura 12).

24 hpi 48 hpi 72 hpi

A A B B A A B B A A B B
cn S/t C/t s/ c/t shch s/i c/t s/t ¢/t Sh

Situacgéo 1

Situagéao 2

Figura 12. Perfil exibido pela combinagdo ACG/ACT em gel de poliacrilamida 6%
com destague os FDEs exclusivos da variedade resistente com inoculacdo em duas
situacdes de interesse. A: Variedade resistente (IACSP95-5000); B: Variedade
suscetivel (IAC91-1099); C/I: com inoculacdo e S/I: sem inoculagdo com o virus.

Desta forma, foi possivel identificar com as 16 combinacdes de “primers”
seletivos avaliados, 66 FDEs, dos quais 57 (86%) FDEs podem corresponder a
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genes induzidos exclusivamente na variedade resistente quando inoculada com a
estirpe Rib-1 e 9 (14%) FDEs a genes reprimidos nesta mesma situacédo. Observa-
se também, que a maior parte dos FDEs que podem corresponder a genes
induzidos foi observada 24 hpi (Tabela 03).

Tabela 03. Numero de fragmentos diferencialmente expressos (induzidos e
reprimidos) exclusivamente na variedade IACSP95-5000 nos tempos de
amostragens (horas apos a inoculacdo com a estirpe Rib-1).

Tempos Induzidos apenas na  Reprimidos apenas na
(horas) IACSP95-5000 IACSP95-5000
24 32 4
48 12 4
72 13 1
Total 57 9

4.7 Clonagem e sequenciamento dos FDEs

Os FDEs induzidos e reprimidos exclusivamente na variedade resistente
foram excisados do gel, reamplificados, e dentre os 57 FDEs induzidos, foram
escolhidos 23 para a clonagem e sequenciamento. Os fragmentos foram escolhidos
de acordo com a intensidade e definicdo da banda no gel de poliacrilameida 6% e
tamanho dos FDEs de acordo com o niumero de pares de bases (pb).

A clonagem e o sequenciamento dos FDEs foram realizados no laboratério de
Bioquimica Fitopatologica do Instituto Biologico. Foi verificada a eficiéncia da
transformacao das bactérias contendo o plasmideo com o inserto, e as coldnias
transformantes (cor branca) (Figura 13) foram submetidas a PCR utilizando “primers”
do vetor de clonagem e foi possivel visualizar em gel de agarose 1% o produto de
PCR contendo a banda correspondente aos insertos de tamanhos (pb) estimados
anteriormente (Figura 14).
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Figura 13. Colbnias transformantes (cor branca) contendo os FDEs selecionados
para a clonagem e sequenciamento.

Figura 14. Visualizacdo em gel de agarose 1% do produto de PCR de colbnias
transformantes, com tamanho molecular correspondente a regido amplificada entre
os promotores T7 e SP6 do vetor + inserto. L: Marcador de peso molecular 1kb.
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4.8 Analise das Sequéncias dos FDEs

Dos 57 fragmentos diferencialmente expressos exclusivamente pela
variedade resistente (Tabela 03), foram escolhidos aleatoriamente 23 para a
clonagem e sequenciamento. Apos o0 sequenciamento, 13 FDEs apresentaram boa
leitura de bases e foram submetidos a andlise de similaridade. Dos treze FDE
sequenciados, dez mostraram sucessos significativos, ou seja, E-value com valores
abaixo de le-5 (Tabela 04). O FDE de numero 45 identificado 24 hpi apresentou
identidade de 93% com uma sequéncia de retrotransposon de cana-de-agucar e 0
FDE de numero 52, também identificado 24 hpi, apresentou identidade de 100%
com uma sequéncia completa de RNA ribossomal de Miscanthus. Ja os fragmentos
63 e 82, ambos identificados 24 hpi apresentaram identidade de 87% e 93%
respectivamente a sequéncias de RNA mensageiro de proteinas hipotéticas de
sorgo.

No tempo de 48 hpi, os FDEs identificados (41 e 52) apresentaram identidade
com proteinas hipotéticas de sorgo (SORBIDRAFT). O FDE 41 mostrou 88% de
identidade com a SORBIDRAFT_069022385 enquanto o FDE 58 com a
SORBIDRAFT 019024221, cuja sequéncia confrontada com o banco de dados
Uniprot, ndo apresentou dados referentes a suas fungdes moleculares e localizacéo
subcelular.

No tempo de 72 hpi, o FDE 14 apresentou 80% de identidade com uma
proteina do milho com motivo VQ enquanto o FDE 21 apresentou identidade de 65%
com a proteina hipotética de sorgo SORBIDRAFT _03g023980. Esta ultima, quando
confrontada ao banco de dados de proteinas Uniprot sua sequéncia ndo apresentou
informacdes referentes as suas possiveis fun¢cdes moleculares. O fragmento 81,
também identificado no tempo de 72 hpi apresentou 100% de identidade a uma

sequéncia de cloroplasto do hibrido SP-80-3280 de cana-de-acucar.
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Tabela 04. Porcentagem de identidade de sequéncia dos FDEs detectados em cana-de-acucar em diferentes tempos apos a
inoculacao (hpi) com o SCMV Rib-1.

FDE Combinacdo  Tamanho (pb) N° Acesso Similaridade E-value (C?g\?g %ldentidade
24 horas ap@s a Inoculacao
45 AAC/CGT 100 JN800037.1 Saccharum hybrid cultivar R570 isolate 7,00E-12¢ 53% 93%
RLG_scDEL_1.1 retrotransposon,
complete sequence
52 AAC/ACT 300 JX457396.1 Miscanthus sinensis 23S ribosomal RNA 2,00E-60¢ 79% 100%
(rrn23S) gene partial sequence; 4.5S
ribosomal RNA (rrn4.5S) gene complete
sequence; and 5S ribosomal RNA
(rrn5S) gene, partial sequence; chloroplast
63 AAC/GAA 330 XM_002453856.1 Sorghum bicolor hypothetical protein, nNRNA 7,00E-77+ 83% 87%
82 ACG/ACT 160 XM_002444994.1 Sorghum bicolor hypothetical protein, mMRNA 1,00E-51° 83% 93%
48 horas apés a Inoculacdo
29 ACT/CTA 220 _ Nenhuma Similaridade _ _ _
41 AAC/CGT 450 XP_002448166.1 hypothetical protein [Sorghum bicolor] 1,00E-69t 91% 88%
SORBIDRAFT_06g022385
58 AAC/TCG 200 XP_002467304.1 hypothetical protein [Sorghum bicolor] 6,00E-081 37% 84%
SORBIDRAFT_01g024221
78 ACG/ACT 350 Nenhuma Similaridade




Continuacao

72 horas ap6s a Inoculagao

14

21

28

34
81

ACC/CTT

ACT/CTT

ACT/CTA

ACA/CTT
ACG/ACT

280

140

300

290
180

NP_001150511.1
XP_002455751.1

BT068454.2

AE009947.2

VQ motif family protein [Zea mays]

hypothetical protein [Sorghum bicolor]
SORBIDRAFT_03g023980
Zea mays full-length cDNA clone
ZM_BFb0190K24 mRNA, complete cds
Nenhuma Similaridade

Saccharum hybrid cultivar SP-80-3280 chloroplast,
complete genome

1,00 E-141
4,00E-14t

3,00E-31-

4,00E-72+

41%

47%

31%

83%

80%
65%

92%

100%

' FDE gerados a partir dos oligonucleotideos seletivos

2 Combinacdes de oligonucleotideos
® NGimero de acesso no GenBank

* O E-value, usado para indicar a significancia da similaridade da sequéncia

" Alinhamento usando a ferramenta BlastN; T Alinhamento usando a ferramenta BlastX.
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5 DISCUSSAO

No presente trabalho, duas variedades contrastantes quanto a resisténcia ao
virus do mosaico foram investigadas ao nivel transcricional, em resposta a
inoculacdo com uma estirpe agressiva do virus (GONCALVES et al. 2007), pela
técnica de cDNA-AFLP. A utilizagcdo de mudas provenientes da cultura de tecidos
garantiu que o ensaio fosse conduzido com plantas isentas de virus e, portanto,
descartando-se qualquer possibilidade de ocorréncia de protecdo cruzada, ou seja,
ocorréncia de resisténcia da planta a uma estirpe do virus induzida pela infeccédo
sistémica de uma segunda estirpe (GAL-ON; SHIBOLETH, 2006) e que, portanto,
pudesse interferir na manifestacdo fenotipica dos sintomas esperados para estas
duas variedades. De fato, apds 30 dias da inoculagdo, nenhum sintoma de mosaico
foi observado na variedade resistente IACSP95-5000 ao passo que na IAC91-1099
(suscetivel) foram observados sintomas tipicos da doenca. Lin et al. (2013)
estudando a expressao génica diferencial em Cucumis metuliferus em resposta a
infeccdo por Papaya ringspot virus (PRSV) também observaram que plantas da
linhagem Pl 292190, resistente ao virus, ndo apresentaram sintomas da doenca
guando inculadas com PRSV, indicando que a planta apresenta uma resisténcia
extrema ou resposta imune, mas nao Reacao de Hipersensibilidade.

A auséncia de virus nas mudas micropropagadas, assim como a presenca e
auséncia do virus, respectivamente, nos tratamentos com e sem inoculacdo, em
todos os tempos investigados foi confirmada por diagnostico molecular (RT-PCR),
cuja técnica apresenta alta sensibilidade e robustez na detec¢do de quantidades
pequenas do virus (GONCALVES et al. 2012). Desta forma, espera-se que os FDEs
aqui revelados pela técnica de cDNA-AFLP reflitam alteragbes do perfil de
transcricdo dentro e entre as variedades contrastantes quando desafiadas pelo virus
do mosaico.

De acordo com Borras-Hidalgo et al. (2005) a técnica de cDNA-AFLP é capaz
de revelar alteracdes na expresséo de qualquer gene, desde que o mesmo tenha os
sitios de restricdo escolhidos para a analise. Neste trabalho foram explorados
polimorfismos obtidos com as combina¢cdes de enzimas EcoRI/Msel e EcoRI/Mspl
considerando para cada caso, “primers” com trés bases seletivas. Wang e Bughrara,

(2005), Xiao e Tang (2009) ressaltam que, a escolha da combinacdo de enzima a
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ser utilizada € crucial para a técnica de cDNA-AFLP, uma vez que, para investigar o
padrao de expresséo, considerando o genoma como um todo (ou a descoberta de
FDESs), as enzimas de restricdo devem reconhecer e cortar de forma otimizada cada
molécula de cDNA derivada do genoma em estudo. Caso 0S genes transcritos nao
possam ser reconhecidos pela enzima de restricdo utilizada, pode-se perder a
oportunidade da descoberta destes genes. Outro ponto a considerar é que, em
nosso trabalho, a utilizacdo de “primers” com trés bases seletivas contribuiram para
minimizar a probabilidade de amplificacbes ndo especificas, ja que na analise de
cDNA-AFLP, produtos de PCR né&o seletivos podem ser eliminados aumentando o
comprimento do “primer” seletivo.

Na média, o numero de FDEs obtidos com a combinacdo de enzimas
EcoRI/Msel foi maior ao obtido com a combinagdo EcoRI/Mspl. Tais diferencas
podem estar associadas a frequéncia dos sitios de restricdo de corte raro (TTAA) e
(CCGGQG), reconhecidos, respectivamente, pelas enzimas Msel e Mspl nos transcritos
obtidos.

De forma geral, a técnica de cDNA-AFLP se mostrou eficaz no sentido de
exibir um perfil de FDEs durante a interacdo entre plantas de cana-de-acucar com o
virus do mosaico (SCMV). A variedade resistente apresentou um perfil de expresséo
bem diferente da variedade suscetivel, principalmente, no que se refere a inducéo e
repressdo de FDEs ao longo dos tempos apdés a inoculagdo. Resultados
semelhantes também foram observados por Borras-Hidalgo et al. (2005) em estudo
de identificacdo de genes induzidos e reprimidos em somaclones resistentes de
cana-de-aclcar, apos inoculacdo, respectivamente com Ustilago scitaminea e
Bipolaris sacchari, no qual, foi observado um maior nimero de FDEs induzidos em
relacdo aos reprimidos em resposta a inoculagdo com estas duas espécies de
fungos. Cheng et al. (2010), utilizando a mesma técnica para a identificacdo de
genes diferencialmente expressos em resposta a inoculagdo com o virus do mosaico
do bambu (BaMV) em Nicotiana benthamiana, também verificou nimero maior de
FDE ativados em relacdo aos reprimidos apos inoculagdo com BaMV.

Esse comportamento pode estar relacionado a capacidade das plantas
resistentes em reconhecer o patégeno no inicio do processo de infecgcéao e, assim,

montar uma resposta de defesa eficaz. De acordo com Soosaar, Burch-Smith e
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Dinesh-Kumar (2005) as interagdes entre as plantas e 0s micro-organismos Sao
complexas, e a resposta de defesa € iniciada logo apos a deteccdo do virus pela
planta.

Além disso, a distribuicdo do numero de FDE na variedade resistente, ao
longo dos tempos de amostragens (horas apds a inoculacdo) sugere que coletas
para estudos de expressdo génica durante as primeiras 24 horas apds a infecgéo
viral, talvez, possam levar a um maior niumero de transcritos diferencialmente
expressos.

A andlise preliminar dos FDEs aqui sequenciados mostrou identidade de
sequencia com genes envolvidos em varios eventos moleculares, de certa forma,
relacionados as respostas das plantas ao estresse. De fato, no tempo de 24 hpi foi
identificado, na variedade resistente, um FDE com similaridade a uma sequéncia de
retrotransposon de cana-de-acucar. Thokoane e Rutherford (2001) também
identificaram um FDE com similaridade a um LTR (Long terminal repeat)
retrotransposon do tipo gypsy em uma variedade resistente de cana-de-acucar em
resposta ao ataque ao carvao (Ustilago scitaminea). Os elementos transponiveis
foram inicialmente associados a resposta aos estresses por McClintock em 1965
(SLOTKIN; MARTIENSSEN, 2007). Esses elementos transponiveis podem afetar
genes proximos pela geracdo de um conjunto diverso de pequenos RNAs que
desencadeiam os mecanismos de silenciamento génico (DOMINGUES et al., 2012).
No caso das viroses de plantas, acredita-se que o mecanismo primario de defesa da
planta esteja baseado principalmente no silenciamento do RNA (ZVEREVA e
POOGGIN, 2012).

Dos trés FDEs identificados no tempo de 48 hpi, merece destaque o FDE
associado a uma proteina denominada SORBIDRAFT_ 069022385, que participa dos
processos metabodlicos de carboidratos, cujas funcdes moleculares exibidas pelo
Gene Ontology (GO) compreendem a atividade das hidrolases. Segundo Barros et
al. (2010) as hidrolases, as quais promovem a desorganizacdo celular dos
patogenos, se enquadram na categoria das proteinas PR (Pathogenesis Related).
As proteinas PR sao proteinas de plantas produzidas em resposta a infec¢cdo por
patogenos. Em tabaco, proteinas PR (grupo 1) foram intimamente associadas com a
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localizac@o do virus e encontradas em maiores quantidades onde a propagacéo do
virus foi interrompida (EVERED et al., 2007).

Hidrolases B-1,3-glucanases foram detectadas em varias plantas apds o
contato com patégenos, substancias quimicas que agem como indutores de
resisténcia ou metabolitos provenientes de micro-organismos. Essas hidrolases tém
sido associadas a mecanismos de defesa contra fitopatogenos (STANGARLIM,;
PASCHOLATI, 2001). De acordo com Pieterse, Ton e Van Loon (2001) essas
hidrolases estdo particularmente associadas com a Resisténcia Sistémica Adquirida
(SAR), ativada em diferentes intera¢gbes patdgeno-hospedeiro.

No tempo de 72 hpi, dos 4 FDE sequenciados, merece destaque o FDE com
similaridade a uma proteina do milho com motivo VQ. Segundo Xie et al. (2010) as
proteinas da familia contendo o motivo VQ podem atuar como um elo para a
conexao na sinalizacao de defesa.

Os fragmentos que n&o apresentaram identidades de sequéncia significativas
nos bancos de dados investigados, provavelmente representam genes ainda
desconhecidos que podem estar relacionados a funcbes importantes para o
mecanismo de resisténcia das plantas a patdgenos, possivelmente a resisténcia ao
SCMV e a fatores bidticos.

No presente trabalho, 0 sequenciamento e a andlise da similaridade, de um
namero maior de FDEs podera permitir ndo apenas uma melhor compreensao dos
mecanismos de resisténcia envolvidos na interacdo da cana-de-acucar,
especificamente com o virus do mosaico, como também a utilizagcdo de alguns
genes candidatos identificados via cDNA-AFLP para o desenvolvimento de
marcadores moleculares a serem utilizados no mapeamento genético para a

resisténcia ao mosaico da cana-de-acucar.
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6 CONCLUSOES

Diante dos resultados aqui apresentados concluiu-se que:

As variedades aqui estudadas foram contrastantes quanto ao perfil de

transcricdo em resposta a inoculacdo com a estirpe agressiva do virus do mosaico.

A resposta diferencial entre as variedades estudadas ao longo dos diferentes
tempos de amostragens demonstraram que as mesmas apresentam mecanismos

diferentes de reposta contra a infeccéo viral.

Os transcritos exclusivos da variedade resistente IACSP95-5000 podem ser

utilizados na identificacdo de genes candidatos para resisténcia ao mosaico.
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