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RESUMO

A escaldadura da folha se destaca dentre as principais doencas que acometem a
cultura da cana-de-agucar no Brasil, provocando prejuizos em funcdo da diminui¢do da
produtividade e necessidade de troca precoce dos canaviais, principalmente nas
variedades suscetiveis. A doenca é causada pela bactéria Xanthomonas albilineans
que coloniza o xilema da planta. O principal sintoma da doenca é caracterizado por uma
faixa clorética que acompanha a nervura central da folha resultante da acdo da
fitotoxina albicidina que inibe a replicagdo de DNA dos cloroplastos. Os métodos de
controle se baseiam no uso de variedades resistentes por meio de melhoramento
genético. Diante deste fato, o objetivo do trabalho foi estudar os mecanismos
moleculares envolvidos no processo de defesa de duas variedades de cana-de-acucar,
uma resistente (SP82-1176) e outra suscetivel (SP78-4467), contra a infeccdo por X.
albilineans. Para esta finalidade foi realizado um ensaio experimental seguindo uma
cinética de infeccdo com intervalos de coleta de 6, 48 e 120 horas ap0s a infeccdo com
a fitobactéria. O perfil de expressdo génica foi avaliado por meio da utilizacdo de um
macroarranjo contendo 3.575 cDNAs de duas bibliotecas de folha (LV e LR)
provenientes do projeto SUCEST. Os dados gerados pelas analises estatisticas
evidenciaram que 473 genes foram diferencialmente expressos (induzidos ou
reprimidos) na interagdo entre as variedade, 472 genes durante o tratamento e 994
genes foram diferencialmente expressos ao longo da cinética de infeccdo. Foi possivel
identificar genes pertencentes a familias de fatores de transcricdo como WRKY e Myb
assim como proteinas envolvidas com processos de detoxificacdo de espécies reativas
de oxigénio como as peroxidaes e outras proteinas relacionadas com mecanismos de
defesa. Os dados mostram também que houve a inducdo de genes relacionados a
transducédo de sinal ao longo da toda a cinética de infec¢do, porém no intervalo de 6
horas apresentou o maior numero de transcritos diferencialmente expressos quando a

planta foi confrontada com o fitopatdégeno.

Palavras-chave: cana-de-agucar, EST, Xanthomonas albilineans, macroarranjos
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GENE EXPRESSION PROFILING OF SUGARCANE SUBMITTED TO Xanthomonas
albilineans BIOTIC STRESS

ABSTRACT

The leaf scald disease is one of the most devastating sugarcane diseases in Brazil,
causing losses in terms of decreased productivity and the need for early replacement of
sugarcane, especially in susceptible varieties. The disease is caused by the xylem-
invading pathogen Xanthomonas albilineans. The main symptom of the disease is
characterized by a chlorotic band that accompanies the midrib of the lea,f resulting from
the action of albicidin phytotoxin, that inhibits the replication of chloroplast DNA. Leaf
scald control methods are based on use of resistant varieties obtained through genetic
improvement. The objective of this work was to study the molecular mecanisms involved
in defense process against X. albilineans infection, in two sugarcane varieties, resistant
(SP82-1176) and susceptible (SP78-4467). For this purpose, a test was conducted
following a kinetics of experimental infection with collection intervals of 6, 48 and 120
hours after phytobacteria infection. The gene expression profile was evaluated by using
a macroarray containing 3,575 cDNAs from two leaf libraries (LV and LR) from
SUCEST. Statistical analysis showed 473 genes differentially expressed (induced or
repressed) in the interaction between variety, 472 between treatments and 994 over the
kinetics. It was possible to identify genes belonging to families of transcription factor, as
well as Myb and WRKY, proteins involved in detoxification processes of reactive oxygen
species, such as peroxidase, and other proteins related to defense mechanisms. The
data also show that there was induction of genes related to signal transduction along de
kinetics of infection, with the first 6 hours presenting the highest number of differentially

expressed transcripts, afte the plant was faced with the pathogen.

Keywords: sugarcane, EST, Xanthomonas albilineans, macroarray



CAPITULO 1- CONSIDERACOES GERAIS

Cana-de-acUcar: classificacdo botanica, origem e importancia economia

A cana-de-acucar (Saccharum spp) € uma espécie alogama pertencente a
familia Gramineae (Poaceae), do género Saccharum. E originaria do sudeste Asiético,
na grande regido da Nova Guiné e Indonésia (DANIELS & ROACH, 1987) A maioria
das variedades comerciais é originaria do cruzamento interespecifico de Saccharum
officinarum com outras espécies do género como S. spontaneum, S. robustum, S.
sinense e S. barbieri. As variedades comerciais de cana-de-acUcar -cultivadas
atualmente sdo resultantes de cruzamentos realizado na india, entre as espécies do
género Saccharum. Em meados do século XIX, os melhoristas realizaram o cruzamento
de alguns tipos de S. officinarum (cana nobre) com outras espécies do género,
especialmente S. spontaneum, com a finalidade de reunir, nos hibridos, a capacidade
de armazenamento de sacarose presente em S. officinarum com caracteristicas de
resisténcia a doencas e tolerancia a fatores abidticos de outras espécies do género
Saccharum (MATSUOKA et al., 1999). Porém, ha relatos de que as primeiras mudas de
cana-de-acucar foram trazidas para o Brasil, através de Martim Afonso de Souza, que
na metade do século XVI, iniciou o seu cultivo na Capitania de S&o Vicente (CASTRO
et al., 2001).

Para o Brasil a cultura de cana-de-acUcar é especialmente importante por
possuir duas regides produtoras, com safras alternadas, podendo assim, manter sua
presenca no mercado mundial ao longo de todo o ano. Os dados da safra de 2007/08
mostram que esta cultura estd presente em mais de 6,92 milhdes de hectares, em duas
regides distintas: Centro-Sul (82,27%) e Norte-Nordeste (17,73%), separadas por
regimes de chuvas diferentes (UNIAO DA INDUSTRIA DE CANA-DE-ACUCAR).

Atualmente, a cana-de-acuUcar € uma das melhores opc¢bes dentre as fontes de

energia renovaveis e, por isso, ocupa lugar estratégico dentro das politicas econémica



e agricola brasileiras. De acordo com os dados atuais de produtividade de cana-de-
acucar no pais, nos ultimos anos houve significativa evolucdo, sendo que a producao
nacional, destinada a industria sucroalcooleira e a outros fins, gerou em torno de 547,2
milhdes de toneladas, superando a safra anterior em 15,20%. Desse total,
aproximandamente 473,16 milhdes de toneladas, das quais 46,92% (221,99 milhdes de
toneladas) sao para a fabricacdo de acucar e 53,08% (251,17 milhdes de toneladas) é
para a producdo de alcool, uma importante fonte econémica para o Brasil, utilizada
como combustivel alternativo, o qual, além de menos poluente, tem menor custo em
relacdo ao combustivel derivado do petréleo (Unica). O restante, 74,02 milhdes de
toneladas, € destinado a fabricacdo de cachaca, a alimentagcdo animal (CONAB-

http://www.conab.gov.br) e outros fins como o bagaco, que é matéria prima para

producdo de energia e papel, e a vinhaca, que pode ser utilizada como fertilizante ou
complemento de racdo animal (LUCCHESI, 1995).

Toda essa producdo e utilidades somente foram possiveis gracas ao
melhoramento genético dessa espécie, principalmente as variedades. Neste tocante, as
variedades comerciais de cana-de-acuUcar sdo oriundas do cruzamento interespecifico
de Saccharum officinarum e Saccharum spontaneum, seguido de retrocruzamentos
usando Saccharum officinarum como espécie genitora recorrente, podendo possuir
apenas de 5 a 10% do genoma das espécies parentais doadoras (LU et al., 1994). Esta
estratégia de melhoramento resulta em um germoplasma com elevado numero de
ploidia e de complexo comportamento meidtico, sendo talvez, por isso, dentre 0s
membros da familia Poacea, a espécie menos caracterizada do ponto de vista genético.
No entanto, esta cultura € bastante estudada quanto aos seus aspectos produtivos, fato

que decorre da sua importancia econdémica.

Mas, mesmo com esse programa de melhoramento genético excelente, a cana-
de-acucar tem sofrido ataque de diversas doencas, fator que limita o rendimento e a
longevidade da cultura. Dentre as mais de cem doencgas que ja foram identificadas,
nessa cultura, as mais importantes sdo a escaldadura das folhas, o raquitismo da

soqueria, mosaico e ferrugem, que resultam nas perdas mais significativas para a



producéo (RAMALLO et al., 2000). Portanto, estudos que possam auxiliar na obtencao

de variedades resistentes a doencgas em cana-de-acucar sdo de extrema importancia.

Escaldadura da folha em cana-de-aclcar

A escaldadura da folha € uma das principais doencas que acomete a cultura de
cana-de-acucar em varios paises. Foi primeiramente detectada em Java, Australia e
Fuji em 1920 e teve sua disseminacao difundida em 58 localizacbes geogréficas nas
Américas, Africa, Asia, Australia e Oceania (ROTT et al., 1994).

O agente causal, Xanthomonas albilineans, € uma bactéria Gram negativa,
sistémica, flagelada, ndo formadora de esporos, aerdbica, e restrita ao xilema da planta
(ZHANG & BIRCH, 1997). Suas células sédo geralmente baciliformes e medem de 0,25 a
0,3 um por 0,6 a 1,0 um. As colonias apresentam aspecto circular, viscoso e de
pigmentacdo amarela (RICAUD & RYAN, 1989). Essa fitobactéria € responsavel pela
producdo de uma familia de antibidticos e fitotoxinas chamadas albicidinas, que inibem
a replicacdo de DNA em organismos procarioticos e proplastideos em cana-de-agucar
(BIRCH & PATIL, 1987). Diversos estudos tém relatado que a albicidina esta envolvida
na patogenicidade e especialmente no desenvolvimento da doenca (BIRCH, 2001). A
toxina também inibe a duplicacdo de DNA de procariotos, agindo como bactericida para
uma grande diversidade de bactérias gram-positivas e gram-negativas (BIRCH & PATIL
1985).

A doenca ja foi relatada em praticamente todas as regides do mundo onde a
cultura é cultivada (DAVIS et al., 1997). E uma doenca potencialmente destrutiva,
principalmente nas variedades suscetiveis, provocando perdas na produtividade tanto
no campo como na industria, em funcédo da diminuicdo da qualidade e quantidade de
caldo (ROTT & DAVIS, 1994; JAUFEERALLY-FAKIM et al., 2000). A capacidade de

exterminio da cultura em poucos meses implica na necessidade de reforma precoce



dos canaviais, assim como no desenvolvimento de cultivares resistentes a doenca
(DAVIS et al., 1997).

A manifestacdo da doenca pode ocorrer de duas maneiras. A fase crbnica que é
caracterizada pelo aparecimento de sintomas foliares, como o0 aparecimento de uma
faixa branca (clorética), de aproximadamente 1 a 2 mm, que acompanha a nervura
central das folhas. No interior do colmo, observa-se a descoloracdo do xilema na regido
nodal, desenvolvendo-se até o entrend (ROTT et al., 1994). J& na fase aguda, a faixa
clorética pode aumentar, culminando para clorose parcial ou total e evoluindo para o
murchamento, necrose e morte da planta. Os sintomas da doenga em cana-de-acucar
madura sao caracterizados pelo desenvolvimento anormal com multibrotamento de
gemas laterais (RICAUD & Ryan, 1989). A observacao dos sintomas nas folhas e colmo
€ utilizada como parametro durante a avaliacdo da gravidade da doenca e da
resisténcia da planta apos a infecgéo artificial com a fitobactéria (DAVIS et al., 1997).

Os seres humanos sdo os principais vetores para a disseminagédo do patdgeno,
visto que a transmissédo dessa doenca ocorre durante o corte da cultura por meio da
utilizacédo de facdes ou implementos agricolas contaminados com exsudatos de plantas
doentes e/ou pelo plantio de mudas ndo certificadas. No entanto, acredita-se que
existam outras formas de contaminacgéo, visto que o patogeno ja foi encontrado em
raizes de plantas infectadas, sugerindo uma possivel transmissao por contato de raiz
(KLETT & ROTT, 1994), goticulas de agua presentes em folhas de plantas sintomaticas
e assintomatica (AUTREY et al., 1995, KLETT & ROTT, 1994 ).

Esta doenca apresenta como agravante a possibilidade de ocorrer infeccéo
latente durante muitos meses. Nesta condicdo, apesar do patogéno colonizar o colmo,
0s sintomas podem ser transientes ou mesmo ausentes em cultivares resistentes, o que
dificulta o diagnostico (RICAUD & RYAN, 1989). Portanto, dado a todas estas
caracteristicas, a escaldadura € uma doenca extremamente importante para a industria

canavieira, merecendo atencao especial.



Atualmente, as estratégias de controle da doenca se restringem a troca de
variedades suscetiveis por variedades resistentes e no plantio de mudas sadias. Assim,
variedades com caracteristicas agrondémicas desejaveis e com alto potencial de
producdo, mas que sdo suscetiveis a doenca, sao descartadas durante o processo de
selecdo de novas variedades comerciais. Logo, a introdugéo de genes, por engenharia
genética, que conferissem resisténcia a X. albilineans, é uma estratégia que poderia
permitir o aproveitamento deste material genético, que comumente, € descartado

durante o processo de melhoramento.

Interacao planta-patdégeno

Durante o contato da planta e patdgeno ocorre uma comunicagao estreita entre
os dois organismos. Enquanto o patdgeno tenta colonizar o sitio de infeccao, retirando
nutrientes do hospedeiro para sua sobrevivéncia, a planta € capaz de reconhecer o
invasor e responder ao atague com a producdo de compostos antimicrobianos e outras
respostas de defesa. As plantas e as diversas espécies de patogenos co-evoluiram.
Como exemplo, as plantas estdo equipadas com as defesas pré-existentes conhecidas
como consititutivas, funcionando como barreiras fisicas, porém, durante o processo
evolutivo, algumas espécies de microorganismos se tornaram habeis para contornar
estas barreiras e causar infeccdo (WAN et al.,, 2002). Em contraposicdo, as plantas
possuem outros mecanismos de defesa ainda mais eficientes que permanecem
inativos, sendo acionados apenas quando entrar em contato com 0s agentes invasores.
Nesta situacdo, a resisténcia é dita pds-infeccional ou induzida (STICHER et al., 1997,
AGRIOS et al., 1997).

Nas interacdes planta-patbgeno, para que ocorra a ativacdo do sistema de
defesa da planta, € preciso o reconhecimento de determinantes de aviruléncia pelos
receptores da planta. Durante este reconhecimento, vias de transducdo de sinais
especificos sdo ativadas, resultando na producdo de espécies reativas do oxigénio e
acumulo de proteinas relacionadas a patogenese (MCDOWELL & DANGL, 2000).



As interacfes entre planta e bactérias fitopatogénicas podem ser classificadas
como compativeis ou incompativeis. Na interacdo compativel o patégeno invade o
tecido vegetal e é capaz de inativar os mecanismos de defesa do hospedeiro,
desenvolvendo-se nos tecidos resultando na manifestacdo dos sintomas através de
mecanismos de patogenicidade que envolvem a producdo de toxinas, secrecdo de
enzimas liticas extracelulares e liberacdo de fatores de viruléncia no meio extra e
intracelular do tecido vegetal. Estes fatores sado capazes de modular, interferir, ou
suprimir os mecanismos de defesa da planta (WHITE et al.,, 2000). Na interacdo
incompativel o patégeno € restringido no sitio de infec¢do. A interpretacdo molecular
para este tipo de interagdo prediz que um gene de avirulencia (avr) do patégeno
codifica uma proteina elicitora (Avr) capaz de interagir especificamente com um
receptor da planta (proteina R) codificada por um gene de resisténcia (FLOR 1971,
KEEN, 1990). Em algumas interacdes incompativeis existe evidéncia genética para a
existéncia de uma relacdo gene-a-gene entre a planta e o patégeno (FLOR, 1971),
existindo hipoteses de que os produtos de genes avr sejam reconhecidos pelos

produtos de genes R, receptores nas plantas, resultando na resisténcia (DE WIT, 1995).

As respostas celulares da planta diante de um processo infeccioso sao
frequentemente correlacionadas com uma rapida morte celular chamada de resposta de
hipersensibilidade (HR) na qual células do hospedeiro, vicinais ao ponto de entrada do
patégeno, morrem logo apoés a infecgdo, restringindo assim o crescimento do patégeno
no sitio de infeccdo (MOREL & DANGL, 1997). Outra resposta para este tipo de invasao
€ a explosdo oxidativa, conduzindo para producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS), tais como H,0,, radical superéxido (Oy), radical hidroxil (HO") e o oxigénio
singleto (O,) (MITTLER, 2002). O desenvolvimento da HR, inicialmente desencadeado
pela presenca de espécies reativas de oxigénio, promove o estabelecimento gradual da
resisténcia sistémica adquirida (SAR). As respostas sistémicas adquiridas e resposta
sistémica induzida (RSI) s&o reguladas por varias respostas sistémicas do hospedeiro e
resultam em uma elevada producdo de compostos antimicrobianos, potencializando as

respostas de defesa contra subsequentes infecgbes (ALVAREZ et al., 1998).



Uso da metodologia de macroarranjos de cDNA

Dentre as diversas técnicas utilizadas para identificacdo de genes que
respondem a determinado estimulo, bidtico ou abidtico, os macroarranjos de cDNA
permitem o monitoramento simultdneo do perfil de expressdo de inumeros genes,
possibilitando a analise em larga escala de muitos processos biolégicos que ocorrem
em células, tecidos e organismos (ZHAO et al.,1995; COX, 2001).

O sequenciamento do genoma da cana-de-acucar pela rede ONSA
("Organization for Nucleotide Sequencing and Analysis”) da FAPESP (Fundacdo de
Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo) possibilitou diversos tipos de abordagens
por diferentes grupos de pesquisadores, visando o entendimento de varios processos
bioquimicos-fisiologicos desta planta, que possui um genoma complexo, fato que
dificulta os programas de melhoramento desta cultura, de grande interesse agro-

econdmico.

No laboratério de Bioquimica e Biologia Molecular (LBM) da FCAV/UNESP-
campos de Jaboticabal vém sendo desenvolvidos projetos relacionados ao estudo da
interacdo planta-patdgeno em cana-de-agucar por meio da técnica de macroarranjos de
cDNA, que se baseia no arranjo de milhares de amostras de DNA em uma unica
membrana de nailon. Estas amostras podem ser oriundas de bibliotecas de cDNAs,
como as que foram geradas no projeto SUCEST. Assim, tornou-se possivel a conducao
de estudos visando a identificacdo de genes envolvidos na interagdo cana-de-aclcar e
o fitopatdgeno X. albilineans, causadora da doenca escaldadura da folha. A descoberta
de genes induzidos na planta, pelo patégeno, durante o processo de infeccdo, pode
levar ao conhecimento de detalhes desta interacdo e de mecanismos de
patogenicidade, o que propiciaria a oportunidade de desenvolvimento de mecanismos

de prevengéo e controle da doenga.

O estudo do perfil de expresséao diferencial de genes em variedades de cana-de-
acucar resistente e suscetivel a escaldadura da folha permitira um maior entendimento

a respeito deste patossistema. O conhecimento de novos genes relacionados com 0s



mais variados mecanismos de defesa pode permitir a obtencao de plantas transgénicas
resistentes a doencas, tornando possivel o plantio de variedades suscetiveis que
possuam caracteristicas culturais importantes.

Para elucidacdo dos mecanismos de defesa da cana-da-acUcar contra a
fitobactéria Xanthomonas albilineans, o objetivo do trabalho foi verificar a expressao de
genes durante uma cinética de infeccdo utilizando duas variedades de cana-de-acucar,
uma resistente e outra suscetivel. Com o auxilio da técnica de macroarranjos de DNA,
foi possivel verificar o padrédo de expressdo de ESTs (“Expressed Sequence Tags”),
provenientes de bibliotecas de cDNA construidas pelo projeto SUCEST. Para atingir
esse objetivo, este trabalho de tese sera dividido em dois capitulos, sendo o primeiro
capitulo intitulado “Genes de cana-de-acUcar relacionados ao metabolismo de defesa
durante o processo de infeccdo por Xanthomonas albilineans”, e o segundo intitulado
‘Identificacdo de genes relacionados a transducdo de sinal em cana-de-agUcar

submetida a estresse biotico”.
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CAPITULO 2- GENES DE CANA-DE-ACUCAR RELACIONADOS AO
METABOLISMO DE DEFESA DURANTE O PROCESSO DE INFECCAO POR
Xanthomonas albilineans.

RESUMO

A escaldadura da folha, causada pela bactéria Xanthomonas albilineans colonizadora
do xilema, € uma das principais doencas da cana-de-agucar. A sintomatologia na fase
cronica é caracterizada principalmente pelo aparecimento de sintomas foliares com o
aparecimento de uma faixa branca paralela a nervura central da folha, que pode evolui
até a queima total e culminar na morte da touceira. Neste trabalho, a técnica de
macroarranjos de cDNA foi empregada para o estudo da expressao de 3.575 ESTs
(expressed sequence tags) em folhas de cana-de-aclcar. Foram utilizadas duas
variedades, sendo uma resistente (SP82-1176) e outra suscetivel (SP78-4467) a
Xanthomonas albilineans, as quais foram infectadas mecanicamente por ferimentos. As
membranas dos macroarranjos foram confeccionadas a partir de ESTs de bibliotecas de
folha e cartucho de cana-de-agUcar provenientes do projeto SUCEST e hibridizadas
contra sondas de cDNA de plantas infectadas e de plantas controles marcadas com
isétopos radioativos. As analises estatisticas indicaram que das 3.575 ESTs analisadas,
472 foram diferencialmente expressas entre as variedades resistentes e suscetiveis,
enquanto que 475 apresentaram comportamento diferenciado em relagdo ao
tratamento. A interacdo que apresentou maior numero de ESTs diferencialmente
regulados foi em relagéo aos intervalos de coleta, somando 994 ESTs. Dentre os genes
diferencialmente expressos foi observado genes envolvidos com fatores de transcri¢cao
como o WRKY e MYB, proteina relacionada com a detoxifiacdo de ROS como, por
exemplo, a peroxido dismutase e proteinas relacionadas com mecanismos de defesa

como citocromo P450.

Palavras-cheve: EST, genes de resistencia, cana-de-agucar, macroarranjo.
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GENES RELATED TO DEFENSE MECHANISM DURING XANTHOMONAS
ALBILINEANS INFECTION IN SUGAR CANE

ABSTRACT

The leaf scald disease, caused by the xylem-invading pathogen Xanthomonas
albilineans, is one of the most devastating diseases of sugarcane. Chronic symptoms
are characterized by white pencil-line streaks surrounding invaded leaf vascular
bundles, which may result in fully burnt leaves, and by lateral bud development. In this
work, using a macroarray approach, we analyzed the expression profile of 3,575 ESTs
(expressed sequence tags) of sugarcane, in two sugarcane varieties, classified as
susceptible (SP78-4467) or resistant (SP82-1176) to Xanthomonas albilineans infection.
Membranes were constructed with ESTs from sugarcane leaf roll tissues and hybridized
with radio labeled cDNAs from infected and non-infected sugarcane tissue. Statistical
analysis of 3,575 ESTs showed that 472 genes were differentially expressed between
resistant and susceptible varieties, with 475 presenting different behavior for each
variety during the pathogen attack. Among the differentially expressed genes were
observed transcription factors, such as Myb and WRKY, a detoxification protein linked to
ROS (peroxide dismutase) and proteins related to defense mechanisms (cytochrome
P450).

Keywords: EST, resistance genes, sugarcane, macroarray.
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INTRODUCAO

As doencas que acometem a cana-de-acUcar tém sido um dos fatores que
ocasionam o decréscimo da produtividade da cultura. Mais de uma centena de
doencas ja foram identificadas, sendo o mosaico da cana-de-agucar, carvao, raquitismo
da soqueira e a escaldadura das folhas, consideradas as mais importantes (RAMALLO
et al., 2000).

A escaldadura € uma doenca de acdo sistémica causada pela bactéria
Xanthomonas albilineans. O sintoma na fase inicial da doenca € caraterizado por uma
estreita faixa clorotica que acompanha a nervura central da folha podendo evoluir para
necrose total e morte da planta. Esta sintomatologia € provocada pela agcdo de uma
toxina, chamada albicidina, que bloqueia a replicacdo de DNA dos plastideos, podendo,
também, representar o fator chave para a invasdo sistémica e a transicao da infeccao
latente para doenca (BIRCH, 2001).

Sua transmissdo ocorre durante o corte da cultura, por meio da utilizacdo de
facdes ou implementos agricolas contaminados com exsudatos de plantas doentes, e a
manutencdo da mesma nos canaviais se da por meio de plantio de colmos infectados
(RICAUD & RYAN, 1989).

Atualmente, as estratégias de controle da doenca se restringem a troca de
variedades suscetiveis por variedades resistentes e ao plantio de mudas sadias. Assim,
variedades com caracteristicas agrondémicas desejaveis e com alto potencial de
producdo, mas suscetiveis a doenca, sao descartadas durante o processo de selecao
de novas variedades comerciais. Logo, a introducédo de genes, por meio de engenharia
genética, que conferissem resisténcia a X. albilineans, é uma estratégia que poderia
permitir o aproveitamento deste material genético, comumente descartado dentro dos

programas de melhoramento.

Neste sentido, o estudo das respostas génicas da cana-de-acucar durante as

etapas iniciais da interacdo com X. albilineans podera fornecer informacgdes a respeito
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dos genes expressos em resposta a doenca. Além disso, o acompanhamento dessas
respostas ao longo do tempo pode revelar informacdes a cerca de como estes genes
sdo regulados durante o processo infeccioso e, assim, permitir identificar o momento
em que cada gene é importante. Desse modo, futuramente esses genes selecionados
poderdo ser transferidos para genétipos suscetiveis de cana-de-agucar a fim de verificar
se ira conferir resisténcia ao patégeno. Por outro lado, esse tipo de abordagem podera
permitir uma melhor compreensdo das vias metabolicas envolvidas no processo de
resisténcia a patdogenos em cana-de-acucar. Assim, com o intuito de identificar genes
envolvidos com o mecanismo de defesa da cana-de-aglcar em resposta a interacéo
com X. albilineans foi construido um macroarranjo de cDNA, com bibliotecas de folha e
cartucho provenientes do projeto SUCEST, e a expressao génica foi monitorada ao
longo do tempo, apos a infecgcdo com X. albilineans, em duas variedades de cana-de-
acucar, uma resistente e outra suscetivel a doen¢a. Mas, devido ao grande numero de
genes e a complexidade das vias metabdlicas, optou-se por estudar, neste trabalho,
somente os genes envolvidos com 0s mecanismos de defesa da planta quando

confrontada com a bactéria.

MATERIAL E METODOS

Ensaio experimental
O presente experimento foi realizado com uma variedade de cana-de-agucar

suscetivel (SP78-4467) e outra resistente (SP82-1176) a escaldadura da folha causada
por X. albilineans. As plantulas foram obtidas a partir de cultura de meristema
gentilmente fornecidas pelo CTC (Centro Tecnolégico Canavieiro). Para evitar
contaminacéo, todo o processo de producédo das plantulas foi realizado de maneira
asséptica e os instrumentos utilizados foram completamente esterilizados. O cultivo das
plantulas se deu em frascos tipo magenta contendo 50 mL de meio de cultura MS

(Murashige e Skoog, 1962). O delineamento experimental foi do tipo fatorial 2x2x3,
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consistindo de duas variedades, dois tratamentos (controle e inoculado) e trés tempos
(6, 24 e 120 horas apés a inoculagao), com trés repeticdes. De maneira casualizada,
cada variedade foi dividida em dois grupos de nove plantas, perfazendo 18 unidades
por variedade, assim distribuida: 9 plantas resistentes (controle), 9 plantas resistentes
inoculadas com solucdo bacteriana; 9 plantas suscetiveis (controle), 9 plantas

suscetiveis inoculadas com solucao bacteriana.

A inoculacao das plantas foi realizada durante o repique, utilizando uma tesoura
contaminada com in6culo de X. albilineans, em meio de cultura Wilbrink’s (WILBRINK,
1920), com equivalente a aproximadamente 10 unidades formadoras de colénias por
mililitro. As plantas controles foram repicadas com tesoura imersa em meio de cultura
Wilbrink's estérilizado. Apds a inoculacédo, as plantas foram mantidas em laboratorio
climatizado sob condi¢cdes 6timas de temperatura e luminosidade. Trés plantulas do
grupo controle e trés do grupo inoculado foram coletadas apoés 6, 24, e 120 horas da
inoculacdo. No momento da coleta em condicdes livres de RNAse, as plantas foram
envolvidas em papel aluminio e armazenadas em nitrogénio liquido para posterior

processamento e extracdo do RNA total.

Construcédo do macroarranjo de cDNA em membranas de nailon
Inicialmente, 3575 ESTs presentes no banco de dados do projeto SUCEST

(VETTORE et al., 2001), representantes de genes expressos na folha (LV) e no
cartucho (LR) foram selecionadas. Em seguida, os clones bacterianos armazenados no
BCCC (Centro Brasileiro de Estocagem de Clones) correspondentes a cada um destes
ESTs foram multiplicados e o DNA plasmidial foi extraido segundo a metodologia da lise

alcalina (HTTP://sucest.lad.dcc.unicamp.br/en/downloads/downloads.html). A fim de

confirmar a identidade de cada clone, todos foram previamente submetidos a

sequenciamento automatico.

As 3.575 amostras de DNA plasmidial foram transferidas para membranas de

nailon de 85 x 125 mm, carregadas positivamente (Genetix), utilizando-se um sistema
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robotizado (Q-BOT-GENETIX-UK) presente no BCCC. As amostras foram depositadas
em duplicata, com espacamento de 900 micras entre cada ponto, hum arranjo 5X4,
perfazendo um total de 7.150 ESTs por membrana. Apds a transferéncia do DNA, as
membranas foram submetidas a tratamento em solucédo de desnaturacdo (NaCl 1,5M e
NaOH 0,5M) e de neutralizacdo (NaCl 1,5M e Trizma 1M) por 5 e 10 min,
respectivamente e, posteriormente, fixou-se o DNA a membrana por radiagdo com luz
UV (1600 joules) em aparelho Ultraviolet Crosslinker (CL1000, UVP), seguindo as

recomendacdes do fabricante (Genetix, UK).

Extracdo de RNA e Preparacédo do alvo de cDNA
Aproximadamente 0,3 g de tecido das plantulas foram macerados em N liquido

com auxilio de pistilo e cadinho a até formacédo de um p6é bem fino, transferido para
tubos falcon estéril e procedido a extragdo do RNA total com o reagente Trizol

(Invitrogen), de acordo com as recomendacdes do fabricante.

O cDNA foi individualmente produzido para cada uma das 36 amostras de RNA total
extraidas de cada variedade nos respectivos intervalos de coleta. Essa sintese foi
executada conforme procedimentos descrito por Schummer e colaboradores com

modificacfes (1999).

A primeira fita de cDNA foi sintetizada a partir de 30ug de RNA total e 156 pmol
de oligo-dT (dT*® VN Invitrogen) em um volume final de 7,5 pL. Essa mistura foi
aquecida a 75 °C durante 10 minutos, e, imediatamente, transferida para banho de gelo,
guando entdo foram adicionados 5 pL de tampéo de primeira fita (5x), 2,5 uL de DTT
(100mM), 80 U de RNAguard, 10 mM de dNTPs (ATG) (todos da Invitrogen) e 3.000
Ci.mmol™ de [a-**P]dCTP (30uCi). Na sequéncia, apds manter a reacdo por a 42°C por
5 minutos, 250 U da enzima Superscript 1l Reverse Transcriptase (Invitrogen) foram
acrescentados a reagdo. Apos 30 minutos foi adicionado a reacédo 1,25 uL de dCTP
(10mM), mantendo-se a 42 °C por mais 60 minutos. ApGs esse periodo adicionou-se 1

uL de oligonucleotideo Poly-A (2ug/uL, Invitrogen) e, posteriormente, a amostra foi
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desnaturada a 94 °C durante 5 minutos. Acrescentaram-se 1,4 uL de NaOH 5M e
manteve-se a 37 °C durante 15 minutos. Ao final desse periodo foram acrescentados
1,8 uL de HCI 3,94M e 7,0 uL de Tris-HCI 1M pH 7,5, e o volume final foi ajustado para
50 uL com agua MilliQ. A reacéo foi purificada em colunas Sephadex G-50 (Invitrogen)
seguindo as instrugcdes de Sambrook e colaboradores (1989) e a incorporacao
radioativa foi determinada em cintilador (Beckman LS6500), para assegurar o uso de
alvos com padrdes similares de incorporacdo radioativa, sendo aceitavel uma relacéo

do valor da COM (contagem por minuto) acima de 30 %.

Hibridacdo de membranas de alta densidade
As hibridacdes foram feitas seguindo o protocolo descrito por McPherson (2000);

(http://www.tree.caltech.edu/protocols/overgo.html) com modificacdes.

Para diminuir o background, as membranas foram colocadas, inicialmente, em solugao

fervente de SDS 0,1%, seguindo as recomendacdes do fabricante da membrana.

As membranas foram pré-hibridadas a 58 °C por 4 horas em uma solucéo
contendo 1% BSA (m/v) (Fraction V, Sigma), 1 mM EDTA, 7% SDS (99,9%) e 0,5 M
fostato de sédio (Na,HPO,). Decorrido o intervalo de pré-hibridacdo, os alvos marcados
(previamente desnaturados) foram adicionados a mesma solugdo e as membranas
foram hibridadas por 18 horas a 58 °C. Apds esse processo as membranas foram
lavadas, para retirar o excesso de alvo marcado e as hibridacdes inespecificas que
possivelmente tenham ocorrido. Foram realizadas duas lavagens, por periodos de 15
minutos a 58°C, de maneira sucessiva, com aproximadamente 100 mL de cada uma
das seguintes solugdes: 2xSSC + 0,1%SDS; 1,5xSSC + 0,1% SDS e 0,5xSSC + 0,1%
SDS e uma ultima lavagem com 0,1X SSC por 5 minutos a temperatura ambiente. Apés
0 processo de lavagem, as membranas foram seladas em filme plastico e expostas a
cassetes sensiveis a radioatividade (Imaging Plates, Fuijifilm, Japan) durante 96 horas,
apos o qual a imagem captada pelo cassete foi transferida para um computador por

meio de um leitor de fésforo radioativo (Phosphoimager FLA3000-G-Fujifilm, Tokyo).
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Logo em seguida a captacdo e armazenamento das imagens em microcomputador, as
membranas utilizadas nos experimentos de hibridacdo tiveram as sequéncias marcadas
removidas por meio de duas lavagens com uma solucéo (v/v) contendo 0,4N NaOH e
0,1% SDS por 15 minutos a 65 °C seguida por uma terceira lavagem com uma solucdo
(v/v) contendo 0,2N Tris-HCI pH 8.0, 0,1% SDS e 0,1X SSC por 15 minutos a
temperatura ambiente. Por fim, uma quarta e ultima lavagem foi executada com uma
solucao (v/v) de 0,2X SSC por cinco minutos a temperatura ambiente. A eficiéncia de
remocdo foi monitorada repetindo-se o0 processo de exposicdo da membrana ao
cassete sensivel a radioatividade e consequente leitura no aparelho (Phosphoimager

FLA3000-G-Fujifilm, Tokyo), conforme descrito anteriormente.

Analise dos dados
As imagens, previamente digitalizadas, foram quantificadas no programa “Array

Vision” (GE Helthcare). Apo6s ajuste de uma grade conforme “layout” da membrana, os
dados relativos a emissao de fundo para cada ponto, a emissao bruta dos pontos e a

diferenca entre eles foram exportados para um arquivo texto separado por tabulagoes.

As andlises estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa estatistico R
(R Development Core Team, 2003) e bibliotecas desenvolvidas pelo projeto
Bioconductor (R Development Core Team, 2008). Apds a normalizacdo dos dados com
o pacote VSN (HUBER et al., 2002), procedeu-se a identificacdo dos genes
diferencialmente expressos com o pacote maanova (WU et al., 2003), considerando um
p-value menor ou igual a 0,01 (1%). Para analise diferencial foram levados em
consideracédo os trés fatores, tratamento (planta inoculada com a fitobactéria e controle
inoculado com meio de cultura esterelizado), variedade (variedade sucetivel e
resistente) e tempo (coleta nos intervalos de 6, 24 e 120 horas). A fim de controlar a
selecéo de falsos positivos utilizou-se um valor de FDR igual a 5% ou seja, dentre todos
0s genes selecionados, a taxa de falso positivo estara, estatisticamente, sempre abaixo
de 5%.
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Apos identificar os genes diferencialmente expressos, as respectivas sequéncias
FASTA de nucleotideos foram analisadas no programa Blast2GO, onde foi possivel
anota-las, classificd-las de acordo com os termos do banco de dados Gene Ontology
(Gene Ontology Consortium) e identificar possiveis dominios existentes no banco de
dados InterPro (MULDER et al., 2007).

Validagcdo dos resultados por RT-qPCR
O RNA total, utilizado nas hibridacdes das membranas, foi tratado com DNAse

(Invitrogen) de acordo com as instru¢Bes do fabricante. Na sintese da primeira fita de
cDNA foram utilizados 5 pug do material tratado, 0,5 pg oligo (dT)12-18 (Invitrogen) e 1 pl
10mM dNTP. Esta mistura foi aquecida a 65 °C por 5 minutos e mantida em banho de
gelo por dois minutos. Apds uma breve centrifugacéo, foram adicionados a reacéo 4 pl
de 5X First-Strand Buffer (Invitrogen), 2 ul 0,1 M DTT, 40 U RNAseOUT (Invitrogen),
mantida a 42 °C por dois minutos e entdo acrescida de 200 U de SuperScript Il Reverse
Transcriptase (Invitrogen) e mantida a 42 °C por mais 50 minutos. A reacdo foi
finalizada a 70 °C por 15 minutos. O produto da sintese foi tratado com 2 U da enzima
RNAse H (Invitrogen) durante 30 minutos a 37 °C e em seguida a reacao foi finalizada a

70 °C por 10 minutos.

As analises da transcricdo reversa em tempo real por PCR (RT-gPCR) foram
realizadas em termociclador ABI modelo 7500 System (Applied Biosystems) usando
SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems). Com auxilio do programa Primer
Express 3.0 Software (Applied Biosystems), foram desenhados oligonucleotideos
iniciadores a partir da seqUéncia consenso de cada gene alvo diferencialmente
expresso, previamente assim identificados nos experimentos de hibridacdo. Esses
oligos foram selecionados aleatoriamente dentre os resultados. As sequéncias dos
oligonucleotideos iniciadores foram analisadas contra o banco de dados do SUCEST,
usando a ferramenta Blast (ALTSCHUL et al., 1997), para verificar a especificidade das

sequéncias obtidas.
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Para cada clone selecionado foram ensaiadas separadamente trés replicatas
biolégicas de plantas controle e plantas tratadas. Cada reacdo foi amplificada em
duplicata usando 2 ul de uma diluicdo 1:10 das amostras de cDNA, oligonucleotideos
na concentracao final de 400 nM, 12,5 ul of SYBR Green Master Mix e 4gua deionizada
para o volume final de 25 ul. Os controles negativos para confirmar a auséncia de
contaminantes. Os parametros das amplificacdes foram: 50 °C por 2 minutos, 95 °C por
10 minutos, 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos e 60 °C por 1 minuto. A expressao
relativa dos genes foi normalizada usando o cDNA da proteina 14-3-3 (clone
SCCCSD2C03A12.g- Ca297824) e a razdo da expressao diferencial (controle/tratado)
foi determinada através do método 27 T (JOSHUA, et al., 2006).

RESULTADOS

Genes com expressao diferenciada entre as variedades de cana-de-agucar

Das 3.575 ESTs analisadas, 472 foram diferencialmente expressas entre as
variedades, representando 13,20 % do total. Um agrupamento baseado no perfil de
expressao possibilitou identificar os transcritos que foram mais ou menos expressos em

cada uma das variedades (Figura 1).

Dentre 0os genes selecionados como diferencialmente expressos entre as
variedades, pode-se observar que 161 (34,11%) foram mais expressos na variedade
resistente e estdo reunidos nos grupos 1, 3 e 5. Por outro lado, 184 (38,98 %) foram
mais expressos na variedade suscetivel e sédo representados pelos grupos 2 e 4.
Convém ressaltar que, apesar do perfil de expressao observado entre os grupos 1, 3 e
5 e entre os grupos 2 e 4 ter sido muito semelhante, o nivel de expressao génica

detectado foi diferente para cada grupo.

Dentre os transcritos que tiveram uma maior expressao na variedade resistente é

possivel destacar proteinas com similaridade a C3H,Cs; dedos de zinco, glutationa
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sintetase, proteina de 22 KDa induzivel por seca, proteina similar ao hormonio
giberelina e HSP70 de cloroplasto, que estdo relacionadas a mecanismos de
resisténcia e resposta a estresse (SPRUMILLI, 2000). Dentre outras proteinas
encontradas destaca-se uma proteina “germin-like” associada com resposta ao ataque
de patégenos, proteina de ligagdo a GTP, e duas proteinas ribossomais, que também

tiveram uma maior expressao na variedade resistente (Tabela 1, anexo A).

J4 com relagdo as proteinas codificadas pelos genes mais expressos na
variedade suscetivel, pode-se destacar: duas proteinas relacionadas com fatores de
transcricdo da familia WRKY, uma proteina contendo o dominio F-box e duas proteinas
envolvidas com degradacédo de proteinas, a subunidade 2-beta do proteosoma 20S e a

subunidade tipo 5-alfa do proteosoma (Tabela 1, anexo A).

Dos 472 genes, 102 ndo apresentaram similaridade com proteinas conhecidas e
195 nado apresentaram similaridade com nenhuma sequéncia depositada no banco de
dados GenBank, sendo assim, considerados “no hits”. Dentre as proteinas hipotéticas,
18 apresentaram similaridade com dominios no banco de dados InterPro

(http://lwww.ebi.ac.uk/interpro/).

A anotacdo utilizando como base o banco de dados Gene Ontology (GO -
http://www.geneontology.org/) permitiu a categorizacéo funcional dos genes baseado na
sua provavel funcao. Apos o mapeamento de 472 sequéncias, 37 foram anotadas com
sucesso e as categorias funcionais que apresentaram mais de duas sequéncias para o

GO séo mostradas na Figura 2.
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Figura 1: Agrupamento dos 472 genes diferencialmente expressos nos macroarranjos
de acordo com o perfil de expressdo nas variedades resistente (R) e
suscetivel (S) (Tabela 1, anexo A). O numero de genes dentro de cada
Grupo esté descrito acima do grafico que representa o perfil de expressao de

Grupo.



25

Figura 2: Principais categorias funcionais dos genes diferencialmente expressos nas
variedades com base no banco de dados "Gene Ontology", considerando um

numero minimo de sequéncias por GO igual a 2.

Genes cuja expressao se alterou apos inoculagdo com X. albilineans

Dos 3.575 genes depositados na membrana, 475 (13,28%) foram
diferencialmente expressos em resposta a inoculagdo com o patdgeno (Tabela 2,
Anexo B). Desse total, 320 genes (67,36%) foram mais expressos nas plantas
inoculadas com a fitobactéria (grupos 1 e 2; Figura 3). Entre os genes induzidos apés a
inoculagéo, alguns estdo envolvidos com a organizagéo celular e biogénese, tais como
uma citocromo P450 monoxigenase, que foi identificada em interacOes entre plantas e
insetos (SCHULER et al., 1996), magnésio, fungos e ferimento (FRANK et al., 1996),

uma proteina da familia F-box e uma provavel proteina contendo o dominio NB-ARC,
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envolvida com mecanismos de resisténcia (OOIJEN, et al., 2008). Foi possivel
identificar uma categoria de proteinas relacionadas com fatores de transcri¢do, tais
como um fator de transcricdo da familia MYB e uma proteina MADS-box (Tabela 2).
Uma proteina similar a “tetratricopeptide-like helical’, envolvida em varios processos
biol6gicos, como por exemplo, interacdes proteina-proteina, ciclo celular e atividade de
chaperona (CORTAJARENA & REGAN, 2006), superoxido dismutase, envolvida na
protecdo contra estresse oxidativo (GUPTA, 1993), proteinas com similaridade ao
horménio auxina, proteina de choque térmico 101 induzida por célcio e histona H3,
também foram induzidas apds inoculacdo com patégeno. Por outro lado, 0os genes que
apresentaram repressao apos a inoculacdo (graficos 3, 4 e 5, Figura 3) somam 136
genes (28,63%) (Tabela 2, anexo B).

Dentre as proteinas hipotéticas, 15 apresentaram motivos com similaridade a

dominios presentes no banco de dados Interpro.

Apés o mapeamento das 475 sequencias diferencialmente expressas em
resposta a inoculacdo com X. albilineans, 37 foram anotadas e as categorias funcionais

gue apresentaram mais de duas sequencias por GO sdo mostradas na Figura 4.
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Figura 3: Agrupamento dos 475 genes diferencialmente expressos nos macroarranjos
de acordo com o perfil de expressdo em resposta a inoculagdo com X.
albilineans. (I) plantas inoculadas e (NI) plantas néo inoculadas (Tabela 2,
anexo B). O numero de genes dentro de cada Grupo esta descrito acima do

gréfico que representa o perfil de expresséo de Grupo.
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Figura 4: Principais categorias funcionais dos genes diferencialmente expressos apoés
inoculacdo com X. albilineans com base no banco de dados "Gene

Ontology", considerando um numero minimo de sequéncias por GO igual a 2.

Expresséo diferencial ao longo do tempo

Os dados evidenciaram que dos 3.575 genes, 994 foram diferencialmente
regulados ao longo do intervalo de tempo analisado, perfazendo 27,80% dos genes

presentes na membrana (Tabela 3, Anexo C).

Observa-se que dos 994 genes selecionados, 349 estdo presentes nos grupos 1
e 3 (Figura 5) e apresentaram um perfil de expressao semelhante, mostrando aumento
na expressao no intervalo entre 6 e 120 horas. No entanto, analisando o grupo 1, nota-
se um aumento no nivel de expressao continuo no intervalo entre de 6 e 120 horas,

contrastando com o perfil de expressédo dos genes do grupo 3, que mostraram uma leve
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repressao em 48 horas (Figura 5). Apos identificacdo das proteinas pelo programa
Blast2GO, verifica-se que 0s genes presentes nos grupos 1 e 3 codificam proteinas
envolvidas em diversas fungdes, tais como fatores de transcricdo (fator de ligacdo a g-
box, "LIM transcription factor homolog”, fator de transcricdo) proteina com dominio
pwwp, proteina “yabby 6-like”, fator de transcricdo MYB, outras relacionadas ao
metabolismo de proteinas (protease especifica de ubiquitina, proteinas ribossomais,
proteossoma, precursor de serina carboxipeptidase, inibidor de serina protease
Bowman-birk), proteinas de transporte (“mate efflux’, proteina de transferéncia de
lipideos - LTP, proteina de transporte de aminoacidos), horménios (“ethylene receptor-
like protein 2”7, auxina), citocromo P450, que esta envolvida em diversos processos
metabodlicos secundérios, como a producdo de fenilpropanodides e fitoalexinas
(SCHULER et al., 1996, FRANK et al. 1996) e uma proteina envolvida com resposta a
seca (“early-responsive to dehydration expressed”) (Tabela 3, Anexo C). Por outro
lado, na andlise dos genes do grupo 2 e 5, nota-se que 232 genes apresentaram uma
diminuicdo na expressao no intervalo de 6 a 120 horas, sendo que o grupo 5 teve uma
queda constante e os do grupo 2 tiveram um declinio acentuado entre 6 e 48 horas,
menos perceptivel entre 48 e 120 horas (Figura 5). Os transcritos representantes
destes grupos predizem proteinas envolvidas na biossintese do etileno, horménio
vegetal envolvido em muitas respostas a estresse (acc oxidase, s-adenosilmetionina
decarboxilase), proteina relacionada a senescéncia (senescence-associated protein),
ao metabolismo de proteinas (proteinas ribossomais), histonas, proteinas com
similaridade a uma ATPase de protons vacuolar, proteinas relacionadas com atividade
antioxidante (tioredoxina peroxidase), proteinas que estdo envolvidas com 0 processo
de desenvolvimento e bioenergética (protease dependente de energia "clp-like”,
proteina esterase lipase “thioesterase-like”, GAMYB-binding protein), uma proteina do

transportador ABC, dentre outras (Tabela 3, Anexo C).

O grupo 4 é composto por genes cuja expressao apresentou um incremento mais
acentuado entre 6 e 48 horas, estabilizando depois entre 48 e 120 horas (Figura 5).

Neste grupo, destacam-se proteinas relacionadas a estresse contendo o dominio nb-
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arc, proteina de resisténcia e uma proteina associada a senescéncia (Tabela 3, Anexo
C).

Dentre os genes diferencialmente expressos durante a cinética de infeccdo, 388
nao apresentaram similaridade com nenhuma sequéncia, sendo classificados como “no
hit’, enquanto que 186 foram classificados como proteinas hipotéticas por
apresentaram similaridade com sequéncias de proteinas desconhecidas. Dentre as
proteinas hipotéticas, 27 apresentaram similaridade com dominios do banco de dados
InterPro (Tabela 3).

Apods analise da funcao de cada uma das sequencias diferencialmente expressas
ao longo do tempo estudado, 116 foram anotadas e as categorias funcionais que

apresentaram mais de duas seqUéncias por GO sdo mostradas na Figura 6.
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Figura 5: Agrupamento dos 994 genes diferencialmente expressos nos macroarranjos
de acordo com o perfil de expressdo ao longo da cinética de infeccdo com X.
albilineans (Tabela 3, anexo C). O nimero de genes dentro de cada Grupo
estd descrito acima do gréfico que representa o perfil de expressao de

Grupo.
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Figura 6: Principais categorias funcionais dos genes diferencialmente expressos ao
longo do tempo com base no banco de dados "Gene Ontology",

considerando um namero minimo de sequéncias por GO igual a 2.

A validacdo dos resultados de expressao obtidos na analise dos macroarranjos
foi realizada por meio de RT-qPCR de duas ESTs escolhidas dentres aquelas que se
mostraram diferecialmente expressas. Uma EST que tem similaridade com fator de
transcricdo MYB apresentou-se induzida na variedade resistente e pertence ao grupo 1
(SCRLLR1059C04, Figura 1). Enquanto que a EST que apresenta similaridade a um
fator de trasncricaio WRKY mostrou-se reprimida na variedade resistente
SCRLLR1059H01 em relacdo a variedade suscetivel na qual foi induzida (Figura 1,
grupo 4). O resultado do RT-gPCR corrobora com os dados gerados pelos
macroarranjos como pode ser observado na Figura 7. As proteinas actina e B-tubulina,
frequentemente utilizadas na literatura para a normalizacdo de expressdo génica, nao
se mostrou adequada, pois apresentou variacdo de expresséo ao longo do experimento
qgquando comparada com o gene da proteina 14-3-3 (CA297824). Sendo assim, a

normalizacdo da expressao relativa dos genes candidatos para a validacdao do
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macroarraanjo foi realizada com o endoégeno gene da proteina 14-3-3 (CA297824).
Terzi e colaboradores (2005) também notaram que para a validacdo dos macroarranjos
em um trabalho de expressédo génica de diversos 6rgaos de cana-de-aclcar 0os genes
da actina e B-tubulina ndo foram os mais adequados. Por outro lado, o gene da proteina
14-3-3 e de uma poliubiquitina se mostraram eficientes para o controle da expressao
génica (TERZI et al. 2005) .

Figura 7: Validac&o dos resultados dos macroarranjos por RT- gPCR de duas ESTs que
apresentaram expressao diferenciada devido o estresse bidtico ocasionado
por X. albilineans (Tabela 2, Anexo B). A- EST com similaridade ao fator de
transcricdo MYB (SCRLLR1059C04). B- EST com similaridade ao fator de
transcricio WRKY (SCRLLR1059H01). A quantificacdo relativa foi obtida
através do método 2“°T, usando o gene da proteina 14-3-3 como controle
endogeno. Os dados representam a media de trés replicatas biologicas

(controles e tratadas).
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DISCUSSAO

As bactérias endofiticas e fixadoras de nitrogénio como Gluconacetobacter
diazotrophicus, Herbaspirillum seropedicae e Herbaspirillum rubrisubalbicans tém sido
isoladas de tecidos de cana-de-agulcar e sua presenca na planta ndo causa alteracbes
anatdbmicas ou sintomas de doencas. Neste tipo de interacdo, apesar das bactérias
colonizarem o0s espacos intracelulares e tecidos vasculares de muitos 6rgados dos
vegetais, elas ndo atuam como fitopatdogenos, e sim, estabelecem uma relacéo planta-
bactéria com vantagens para ambas as espécies (REINHOLD, 1998). Acredita-se que
esta interacdo benéfica, para ambas as partes, ocorra devido a ativacdo dos
mecanismos de defesa do hospedeiro, que impede a colonizacdo e crescimento
excessivo até que ocorra o estabelecimento de uma interagéo eficiente para ambos
(revisado por ARENCIBIA et al, 2006). Arencibia e colaboradores (2006) identificaram
transcritos diferencialmente expressos, assim como a inducdo de mecanismos de
defesa, durante a interacdo entre uma bactéria endofitica e cana-de-aclcar, versus a

fitobactéria Xanthomonas albilineans.

Em nosso trabalho identificamos genes que foram diferencialmente expressos
quando as plantas foram confrontadas com uma bactéria fitopatogénica. Como as
plantas foram cultivadas a partir de regido meristeméatica e foram manipuladas em
condi¢cbes estéreis, com auséncia de qualquer outro microganismo, podemos sugerir
gue os genes que foram diferencialmente expressos estdo relacionados com a
interacdo entre cana e a X. albilineans. Assim como nos relatos sobre a interacdo entre
cana e endofiticos, em nosso trabalho identificamos genes relacionados a percepcao do
patdgeno, no entanto, maior atencdo foi dispensada aos genes relacionados com o0s
mecanismos de defesa. Assim, a metodologia de macroarranjos foi utilizada com o
objetivo de identificar alterac6es no perfil de expressédo de plantulas de cana-de-acucar
apos infeccdo com X. albilineans, visando um melhor entendimento deste patossistema.

Esta técnica tem sido largamente empregada no monitoramento de alteracbes na
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expressao génica em plantas durante a interacdo planta-patégeno (EICHMANN et. Al.
2006, AGINDOTAN & PERRY, 2007).

Ainda ndo esta claro quais sdo 0s mecanismos envolvidos neste tipo de
interacdo, e que tipo de moléculas sinalizadoras estdo envolvidas na relacdo entre
planta e bactéria. Porém, estudos de interacdo planta-patdgeno mostraram que a
ativacdo do sistema de defesa da planta € dependente do reconhecimento de sinais
moleculares por receptores da planta. Estes sinais moleculares gerados no sitio de
infeccdo resultam na ativagdo/repressdo de fatores de transcricdo que reconhecem
sequéncias especificas da regido promotora do DNA de genes relacionados a defesa
(MCDOWELL & DANGL 2000).

Os fatores de transcricdo contribuem para a regulacdo das respostas de defesa
da planta, incluindo o aumento na expressao de genes PR (proteinas relacionadas a
patogénese), através do reconhecimento de sequéncias especificas de DNA na regido
promotora (RUSHTON & SOMSSICH, 1998).

Neste trabalho, observou-se a inibicdo da expressdo do gene que codifica o fator
de transcricdo WRKY (SCRLLR1059H01, Figura 1, grupo 4), presente na variedade
resistente contrastando com a variedade suscetivel onde o gene apresentou-se
induzido. Este resultado foi validado no ensaio realizado por RT-gPCR. As proteinas
WRKY compreendem uma grande familia de fatores de transcricdo que sdo exclusivos
de plantas. Em arabidopsis, aproximadamente 6% do genoma codifica fatores de
transcricdo (RIECHMANN et al., 2000), sendo que a maioria € representada por familias
que codificam as proteinas WRKY. Aproximadamente 74 familias WRKY sé&o
encontradas em arabidopsis e mais de 90 no genoma do arroz (ROBATZEK &
SOMSSICH, 2002). Estas proteinas possuem uma ou duas coépias da seqUéncia
consenso WRKYGQK e um dominio “zinc finger” (EUGLEM et al., 2000) e se ligam a
regides W-box encontradas em promotores de varios genes de resposta a patdégenos,
incluindo genes de resposta ao etileno, tais como PR1, PR2, PR3 e PR5 de tabaco
(EULGEM et al., 2000; KIM & ZHANG, 2004; YAMAMOTO et al., 2004). Estes fatores

de transcricdo atuam na regulacdo de processos bioldgicos como a defesa de
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patdgenos, ferimento e senescéncia (EUGLEM et al., 2000). Em muitas espécies de
plantas, a infecgdo por patdégenos e o tratamento com elicitores ou acido salicilico
rapidamente induz a expressdo destes fatores de transcricdo (DONG et al., 2003;
KALDE et al.,, 2003). Em estudo realizado por Robatzek e colaboradores (2002),
utilizando a metodologia de cDNA-AFLP DD, foi verificado que a mutagdo no WRKY6
resultou na alteracdo do perfil de expressao de genes envolvidos em processos de
senescéncia e resposta a patdégenos, como proteinas associada a senescéncia 1
(SEN1), uma protease, glutationa transferase, assim como genes que codificam
proteinas PR (R22, R74, R143, R144), além de genes envolvidos com processos de
sinalizagdo, como calcio e proteinas quinases. Além disso, quitinases e proteinas
quinase “receptor-like” também tém sido indicadas como um possivel alvo para as
proteinas WRKY (YANG et al., 1999; DU & CHEN, 2000). Os resultados obtidos no
trabalho evidenciaram um aumento na expressao de dois genes relacionados fatores de
transcricdo WRKY, sendo que um foi reprimido na variedade resistente e o0 mesmo
mostrou perfil antagdnico na suscetivel (SCRLLR1059H01) e outro mostrou-se induzido
no intervalo de 6 horas (SCQGLR2025E03).

Outra familia de fatores de transcricdo comumente encontrada em plantas sao as
proteinas que desempenham fung¢fes regulatérias no desenvolvimento e também nas
respostas de defesa. A proteinas MYB geralmente possuem um dominio composto por
trés repeticbes imperfeitas, formando uma estrutura hélice-volta-hélice com
aproximadamente 53 aminoacidos (R1, R2 e R3), com 3 residuos de triptofano em cada
repeticdo, espacados regularmente, formando um agrupamento de triptofanos na

estrutura tridimensional da proteina. Porém, podem ser encontradas proteinas com 2
repeticbes (R2 e R3), ou ainda com 1 repeticdo (R1) (STRACKE, 2001). Xavier e

colaboradores (1999) identificaram e caracterizaram um novo gene AtMYB30, em
arapidopsis, 0 qual apresentou-se induzido durante uma resposta de hipersensibilidade
desencadeada pela infeccdo da planta com Xanthomonas campestris PV. campestris.
As proteinas MYB também agem na via biossintética de fenilpropandides, que envolve

a modificacdo de compostos derivados de fenilalanina, tendo como resultado a
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producdo de antocianinas e flavondéides. Alguns flavondides e fenilpropandides atuam
como agentes de defesa (fitoalexinas) contra estresses bioticos e abidticos (MARTIN &
PAZ-ARES, 1997). As proteinas MYB de Antirrhinum majus e tabaco ativam o gene da
fenilalanina aménia-liase (FAL) que é a enzima que participa da rota inicial do
metabolismo de fenilpropandides, cuja participacdo resulta em compostos como a
lignina e a fitoalexina (DIXON & PAIVA, 1995). A fenilalanina aménia-liase (FAL)
possivelmente é a enzima mais estudada no metabolismo secundario vegetal, pois esta
situada em um ponto de ramificacdo entre o metabolismo primario e secundario e a
reacdo que ela catalisa € uma etapa reguladora importante na formacdo de muitos
compostos fendlicos (TAIZ & ZEIGER, 2004). A FAL est4 localizada nos cloroplastos
das células vegetais, principalmente nas membranas dos tilacéides e atua na
desaminacéo da L-fenilalanina, formando acido trans-cinamico e aménia. O &cido trans-
cinamico pode ser transformado em diferentes compostos fendlicos (acido 4-cumarico,
acido caféico, acido ferdlico), os quais estdo presentes na formacdo de ésteres,
cumarinas, flavonoides e ligninas (CAVALCANTI et al., 2005). E importante ressaltar
que em todos os intervalos da cinética de infec¢cdo conduzida no trabalho, assim como
nas outras duas interacoes, tratamento e variedade foram observados a inducédo de
ESTs relacionadas com proteinas Myb, identificadas nos intervalos de infeccéo
(SCEQLR1094D08, SCBGLR1099F12, SCCCLR1080D10, SCCCLR1069B08)
tratamento (SCQGLR2025H10) e variedade (SCRLLR1059C04). Ferro e colaboradores
(2007) verificaram a presenca de uma EST com similaridade a uma proteina MYB,
induzida na variedade de cana-de-acucar SP80-0185 que tem perfil de tolerancia ao
raquitismo da soqueira, doenga causada pela bactéria Leifsonia xyli subsp. xyli.

Os resultados mostram também que no intervalo de 6 horas houve a inducéo de
uma EST com similaridade a um fator de transcricdo G-box (SCEZLR1031F04) que se
liga a seqiéncias promotoras cis-ativadoras presentes em varios promotores de plantas
(MEIER & GRUISSEM, 1994), sendo requerido em respostas a diversos estimulos
como irradiacao, frio, desidratacdo, acido abscisico e luz. De acordo com Ferl & Paul
(2000), uma ruptura na sequéncia G-box poderia culminar na perda da habilidade da

regido promotora em responder aos respectivos estimulos. Uma EST similar ao G-box
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também foi induzida em plantas de cana-de-aglcar quando inoculadas com Leifsonia
xyli subsp xyli (FERRO et al., 2007)

Identificamos também uma proteina com similaridade a citocromo P450
monooxigenase, induzida apds tratamento com a fitobactéria. Esta enzima participa da
via de biossintese de componentes da parede celular (lignina), hormdénios (acido
jasmonico, acido salicilico, giberelinas) e alguns produtos como alcaldides e compostos
antimicrobianos (fitoalexinas) (CHAPPLE, 1998, SCHOPFER, 1998). Os resultados dos
ensaios de PCR em tempo real confirmaram os dados do macroarranjo, mostrando que
houve inducao desta enzima apos o tratamento com a fitobactéria.

O dano oxidativo no tecido da planta causado pelas espécies reativas de
oxigénio (ROS) é evitado pela acdo de enzimas antioxidantes, tais como a superéxido
dismutase (FOYER & NOCTOR, 2005). No presente trabalho, encontrou-se um gene
gue codifica a enzima superoxido dismutase com maior expressdao em plantas
inoculadas (SCQGLR1088H10). O termo ROS (espécies reativas de oxigénio) é usado
para descrever os produtos da remocao sequencial de elétrons do oxigénio molecular
(Oy), incluindo superéxido (O,) e o radical hidroperoxil (H,O,) e hidroxila (OH). De
acordo com Breusegem e colaboradores (2001), a ROS pode ser usada de maneira
benéfica pelas plantas, pois desempenham um importante papel na indugcdo de
mecanismos de protecdo durante estimulos bidticos e abidticos. O exemplo mais
conhecido estd na ativacdo de respostas de resisténcia durante intera¢des planta-
patégeno incompativeis. Outra enzima que em plantas possui acdo antioxidativa é a
enzima peroxidase induzida nas plantas 6 horas apés a inoculacdo com a bactéria
(SCRFLV1036F07). A atividade desta enzima pode aumentar em plantas submetidas a
diversos tipos de estresse (SIEGEL, 1993) e suas funcdes fisiologicas estédo
relacionadas ao “cross-link” entre proteinas estruturais da parede celular (FRY, 1986),
estresse salino (AMAYA, 1999), lignificacdo (WHETTEN et al.,, 1998) e ferimentos
(ESPELIE et al., 1986).

Os dados da analise estatistica indicam que ap0s o tratamento e durante os
intervalos de 48 para 120 horas houve um aumento da expressao de uma proteina com
dominio NB-ARC (SCUTLR1058D08). Uma regido do dominio NBS de produtos de
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genes de resisténcia (R) é similar ao mesmo dominio das proteinas APAF-1 de
humanos e CED-4 de nematdides envolvidas na morte celular programada nestes
organismos. Por esta razdo, este dominio é atualmente denominado NB-ARC. O
dominio NBS esta presente em varias familias de proteinas como G e ATPases,
promovendo a hidrélise de nucleotideos trifosfatados (ATP e GTP) em proteinas que
atuam como sinalizadores celulares, e parece iniciar a ativacdo da resposta de
resisténcia em plantas (PAN et al., 2000; BELKHADIR, 2004). A regido NBS inclui
motivos quinase 1% (P-loop), 2 e 3, que auxiliam na ligacdo e hidrélise de nucleotideos

trifosfatados, e outros pequenos motivos com funcdo desconhecida.

Existem poucos relatos a respeito da resposta de cana-de-aglcar ao processo
de infeccdo com X. albilineans. Em trabalho realizado por Dabbas e colaboradores
(2006) com cana-da-acucar infectada com X. albilineans observou-se que o perfil de
resisténcia pode estar relacionado principalmente com o controle do crescimento
bacteriano pela inducdo de vias metabdlicas envolvidas com a resisténcia como foi
observado na variedade resistente SP82-1176. Os dados apresentados neste trabalho
podem ajudar na identificacdo de genes que estdo envolvidos na ativacdo dos
mecanismos de defesa no inicio da infeccdo. Para esta finalidade realizamos o ensaio
com plantas cultivadas “in vitro” e manipuladas em condi¢gdes controladas a fim de
evitar possiveis contaminacdes com outros microorganismos. As ESTs diferencialmente
expressas entre as interagdes variedade, tempo e tratamento, notamos a inducdo na
expressao de proteinas com similaridade a alguns fatores de transcricdo como o G-box,
fator de transcricdo LIM, Myb, WRKY que podem estar envolvidos com a ativacédo de
genes de resisténcia. Identificamos algumas proteinas com similaridade a hormoénios
auxina e etileno, giberelinas e proteinas envolvidas com organizacdo celular e
biogénese proteinas ribossomais transportador de aminoacido, transportador de
lipideos e proteinas que podem estar envolvidas na defesa da planta como citocromo

P450, fosfolipase C, proteinas ubiquitinas e proteossoma.

Os dados acima demonstram varias respostas bioquimicas e moleculares de

defesa da cana-de-acucar. Estas respostas devem ser detalhadamente estudadas para
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que melhor se compreenda as estratégias de defesa empregadas pela planta. Isto
possibilitaria a manipulacdo das vias metabdlicas e/ou substancias intervenientes nos
mecanismos ativos de defesa, visando o desenvolvimento de variedades mais aptas a
se defenderem das pressdes bidticas que |hes sdo impostas nos ambientes onde sdo

cultivadas
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CAPITULO 3- GENES RELACIONADOS A TRANSDUCAO DE SINAL EM CANA-DE-
ACUCAR INOCULADA COM Xanthomonas albilineans.

RESUMO

Utilizando a técnica de “macroarray”’, esse trabalho teve como obijetivo verificar o
padrao de expressdo de ESTs relacionadas com os mecanismos de percepgéo e
transducdo de sinal em duas variedades de cana-de-agUcar, uma suscetivel (SP78-
4467) e outra resistente (SP82-1176), 6, 48 e 120 horas ap6s a inoculagdo com
Xanthomonas albilineans. Os resultados apontam para proteinas relacionadas com
mensageiros de transducdo de sinal secundarios, como calmodulinas, e proteinas
receptoras de célcio e transducéo de sinal via proteinas regulatorias, como as proteinas
quinases, proteinas com repeticbes ricas em leucina e receptores de quinase.
Observou-se um maior numero de ESTs com perfil de expresséo induzida no intervalo
de 6 horas de infeccdo, assim como na variedade resistente em relacdo a suscetivel.
Quando as plantas foram desafiadas com a fitobactéria também foi verificado um maior

namero de ESTs com aumento na expressao.

Palavras-chave: EST, macroarranjos, calmodulinas, quinases, cana-de-agucar
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GENES RELATED TO SIGNAL TRANSDUCTION IN SUGAR CANE INOCULATED
WITH XANTHOMONAS ALBILINEANS

ABSTRACT

Using macroarray, this work aimed to verify the pattern of expression of ESTs related to
perception and signal transduction mechanisms in two varieties of sugarcane,
susceptible (SP78-4467) and resistant (SP82-1176), during 6, 48 and 120 hours after
inoculation with Xanthomonas albilineans. The results suggest proteins related to signal
transduction as second messengers, like calmodulin and calcium receptor proteins,
signal transduction via regulatory proteins, such as protein kinases, protein with leucine-
rich repeats and kinase receptors. There was a higher number of ESTs with induced
expression profile within 6 hours of infection, as well as in the resistant variety more
susceptible. When plants were challenged with phytobacteria, was also found a higher

number of ESTs with increased expression.

Keywords: EST, macroarray, calmodulin, kinase, sugarcane
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INTRODUCAO

Entre as doencas bacterianas que trazem preocupacdes ao setor canavieiro em
todo o mundo, destaca-se a escaldadura das folhas. Essa doenca, causada pela
fitobactéria Xanthomonas albilineans, foi primeiramente relatada em 1920 e desde
entao ja foi encontrada em pelo menos 55 paises (COMSTOCK & LENINI, 2002). A
escaldadura é uma doenca que apresenta um grande potencial destrutivo,
principalmente em variedades suscetiveis, podendo levar a quase 100% da perda da
produtividade em decorréncia da queima completa das folhas e morte dos colmos No
entanto, mesmo variedades comerciais que apresentam certa resisténcia podem ser
portadoras do patdgeno, em virtude da ocorréncia de doenca latente, ou seja, sem
manifestacao de sintomatologia (DAVIS et al 1999).

O estudo dos mecanismos de resposta a infec¢do por patégenos em cana-de-
acucar pode contribuir para a criacdo de variedades mais resistentes. Com esta
finalidade, muitos estudos que empregam a metodologia de macroarranjo tém sido
desenvolvidos para a identificacdo de genes regulados por estresses bioticos e
abidticos. Muitos destes genes codificam proteinas envolvidas nas vias de sinalizacao,
incluindo as Mapks (mitogen-activated protein kinase), proteinas dependentes de calcio,
proteinas quinases, hormonio etileno e lipases (WAN et al., 2002).

Em células vegetais, os principais elementos das vias de transducdo de sinais
s&o representados pelos fons Ca?* e pelas proteinas quinases, que s&o as enzimas que
catalisam reacdes de fosforilacdo, resultando na ativacdo de proteinas alvo. O termo
mensageiro secundario é freqlientemente usado para descrever uma rapida passagem
da informacdo do meio extracelular para as enzimas alvo que se encontram no interior
da célula. A percepc¢do dos sinais gerados pelo patdégeno, conhecidos como moléculas
elicitoras, pode ser mediada por receptores especificos localizados na membrana
plasmética das células do tecido vegetal (EBEL & SCHEEL ,1992; BOLLER, 1995). A
conversdao e transducdo desta informacdo para o interior da célula ocasionam
alteracOes transitérias na permeabilidade da membrana plasmatica ao ion calcio, com a

geracao de espécies reativas de oxigénio, e alteracdes na condicdo de fosforilacdo de
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varias proteinas, estabelecendo um aumento nas respostas de defesa da planta
(DIERTRICH, 1990; SUZUKI ,1995)

Os fons Ca*" ativam diretamente um grupo de enzimas chamadas de proteinas
quinases dependentes de calcio (ROBERTS, 1992; HARMON, 2000), ou atuam
indiretamente, por meio de moduladores, como as proteinas calmodulinas - CaM
(SNEDDEN, 1998; ZIELINSKI, 1998). CaM séo proteinas de ligacdo a calcio ubiquas
em células eucaritticas e funcionam como receptores citoplasmaticos primarios. Em
plantas, numerosas isoformas de calmodulinas sdo expressas a partir de uma pequena
familia multigénica presentes em um mesmo organismo. Como exemplo, existem pelo
menos quatro isoformas em soja (LEE et al. 1995), trés isoformas em trigo (YANG, et al.
1996; TAKEZAWA, 1999) e quatro em arabidopsis (GAWIENOWSKI, 1993). A
existéncia de multiplas isoformas em plantas leva ao questionamento se elas permitem
ou nédo a regulacao diferencial de enzimas alvo e podem conferir diferente sensibilidade
para enzimas ou proteinas que se ligam a calmodulinas. A expresséo de isoformas de
calmodulinas é diferencialmente induzida em resposta a estimulos fisicos e quimicos,

incluindo a invasao de patdgenos (HEO et al., 1999).

Estudos tém fornecido evidéncias de que o ion célcio desempenha um papel
importante na ativacdo dos mecanismos de defesa contra tentativas de invasao
microbiana (YANG et al., 1997; SCHEEL, 1998). Acredita-se que 0s mecanismos de
defesa sejam acionados em decorréncia do reconhecimento de proteinas elicitoras
geradas pelo patdégeno (YANG et al., 1997; SCHEEL, 1998; NURNBERGER,1999).

Os genes de resisténcia que ja foram clonados e caracterizados possuem
dominios comuns na estrutura protéica codificada. Desta maneira, sdo classificados em
grupos baseado na estrutura da proteina sintetizada (SONG et al., 1997). Um destes
grupos é representado pelo gene de resisténcia Pto, o qual apresenta um sitio catalitico
quinase na por¢cao C-terminal. Este sitio possivelmente esta envolvido na fosforilacao
de proteinas durante a transducdo de sinal do meio extracelular para o meio
intracelular. A maioria dos genes R apresenta um dominio do tipo repeticdes ricas em
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leucina (LRR) em sua estrutura (DIXON et al., 1990), podendo conter outros dominios
mais comuns como ziper de leucina (LZ), o transmembrana (DT), sitio de liga¢do a
nucleotideos (NBS) ou dominio com func¢éo catalitica (quinase).

As proteinas de resisténcia que apresentam capacidade de ligacdo a membrana
plasmatica levam a hipotese de que os genes de resisténcia codificam proteinas
receptoras, que seriam responsaveis pela especificidade do mecanismo de
reconhecimento entre planta-patégeno, gerando a transducéo de sinal. Estas proteinas

apresentam similaridade com proteinas receptoras do tipo quinase (WALKER, 1994).

Usando duas bibliotecas de ESTs de tecidos de cartucho e de folha de cana-de-
acucar, provenientes do projeto SUCEST, o trabalho teve como objetivo identificar
guais genes de transducdo de sinal sao diferencialmente expressos em duas
variedades de cana-de-acucar, sendo suscetivel (SP78-4467) e resistente (SP82-1176),
quando submetidas a infeccao por Xanthomonas albilineans. A Figura 1 ilustra os tipos

de sinalizac&o descritos na literatura e que serdo alvo do presente trabalho.
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Figura 1: llustracdo das possiveis vias de transducdo de sinais ja descritas na literatura
e que foram identificadas no patossistema X. albilineans versus cana-de-

acucar.
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MATERIAL E METODOS

Ensaio experimental
O presente experimento foi realizado com variedades de cana-de-agucar

suscetivel (SP78-4467) e resistente (SP82-1176) a escaldadura da folha causada por
X. albilineans. As plantulas foram obtidas a partir de cultura de meristema e fornecidas
pelo CTC (Centro Tecnologico Canavieiro). Para evitar contaminagao, todo o processo
de producao das plantulas foi realizado de maneira asséptica e os utensilios utilizados
foram completamente esterilizados. O cultivo das plantulas se deu em frascos tipo
magenta contendo 50 mL de meio de cultura MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962). O
delineamento experimental foi do tipo fatorial 2x2x3, consistindo-se de duas variedades,
dois tratamentos (controle e inoculado) e trés tempos (6, 24 e 120 horas apos a
inoculacéo), com trés repeticbes. De maneira casualizada, cada variedade foi dividida
em dois grupos de nove plantas, perfazendo 18 unidades por variedade, assim
distribuida: 9 plantas resistentes (controle), 9 plantas resistentes inoculadas com
solucao bacteriana; 9 plantas suscetiveis (controle), 9 plantas suscetiveis inoculadas

com solucéo bacteriana.

A inoculacdo das plantas foi realizada durante o repique utilizando uma tesoura
contaminada com indculo de X. albilineans em meio de cultura Wilbrink's (Wilbrink,
1920) equivalente a aproximadamente 10° unidades formadora de colénia por mililitro.
As plantas controles foram repicadas com tesoura imersa em meio de cultura Wilbrink's
estérilizado. Apos a inoculagéo, as plantas foram mantidas em laboratorio climatizado
sob condicBes 6timas de temperatura e luminosidade. Trés plantulas do grupo controle
e trés do grupo inoculado foram coletadas apods 6, 24, e 120 horas da inoculacdo, em
condicbes livre de RNAse, e armazenadas em nitrogénio liquido para posterior

processamento e extracdo do RNA total.
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Construcdo do macroarranjo de cDNA em membranas de néilon
Inicialmente, 3575 ESTs presentes no banco de dados do projeto SUCEST

(Vettore et al., 2001), representantes de genes expressos na folha (LV) e no cartucho
(LR) foram selecionadas. Em seguida, os clones bacterianos armazenados no BCCC
(Centro Brasileiro de Estocagem de Clones) correspondentes a cada um destes ESTs
foram multiplicados e o DNA plasmidial foi extraido segundo a metodologia da lise

alcalina (HTTP://sucest.lad.dcc.unicamp.br/en/downloads/downloads.html). A fim de confirmar a

identidade de cada clone, todos foram previamente submetidos a sequienciamento

automatico.

As 3.575 amostras de DNA plasmidial foram transferidas para membranas de
nailon de 85 x 125 mm, carregadas positivamente (Genetix), utilizando-se um sistema
robotizado (Q-BOT-GENETIX-UK) presente no BCCC. As amostras foram depositadas
em duplicata, com espacamento de 900 micras entre cada ponto, num arranjo 5X4,
perfazendo um total de 7.150 ESTs por membrana. Apdés a transferéncia do DNA, as
membranas foram submetidas a tratamento em solugcéo de desnaturacdo (NaCl 1,5M e
NaOH 0,5M) e de neutralizacdo (NaCl 1,5M e Trizma 1M) por 5 e 10 min,
respectivamente e, posteriormente, fixou-se o DNA a membrana por radiacdo com luz
UV (1600 joules) em aparelho Ultraviolet Crosslinker (CL1000, UVP), seguindo as

recomendacdes do fabricante (Genetix, UK).

Extracdo de RNA e Preparacédo do alvo de cDNA
Aproximadamente 0,3 g de tecido das plantulas foram macerados em N, liquido

com auxilio de pistilo e cadinho até a formacdo de um po6 bem fino, transferido para
tubos falcon estéril e procedido a extracdo do RNA total com o reagente Trizol

(Invitrogen), de acordo com as recomendacdes do fabricante.

O cDNA foi individualmente produzido para cada uma das 36 amostras de RNA

total extraidas de cada variedade nos respectivos intervalos de coleta. Essa sintese foi
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executada conforme procedimentos descrito por Schummer e colaboradores com
modificagbes (1999).

A primeira fita de cDNA foi sintetizada a partir de 30 mg de RNA total e 156 pmol
de oligo-dT (dT*® VN Invitrogen) em um volume final de 7,5 mL. Essa mistura foi
aquecida a 75 °C durante 10 minutos, e, imediatamente, transferida para banho de gelo,
quando entdo foram adicionados 5 mL de tampéao de primeira fita (5x), 2,5 mL de DTT
(100mM), 80 U de RNAguard, 10 mM de dNTPs (ATG) (todos da Invitrogen) e 3.000
Ci.mmol™* de [a-**P]dCTP (30uCi). Na sequéncia, apés manter a reacéo por a 42°C por
5 minutos, 250 U da enzima Superscript 1l Reverse Transcriptase (Invitrogen) foram
acrescentados a reacdo. Apos 30 minutos foi adicionado a reacdo 1,25 mL de dCTP
(10mM), mantendo-se a 42 °C por mais 60 minutos. ApGs esse periodo adicionou-se 1
mL de oligonucleotideo Poly-A (2 mg/mL, Invitrogen) e, posteriormente, a amostra foi
desnaturada a 94 °C durante 5 minutos. Acrescentaram-se 1,4 mL de NaOH 5M e
manteve-se a 37 °C durante 15 minutos. Ao final desse periodo foram acrescentados
1,8 mL de HCI 3,94M e 7,0 mL de Tris-HCI| 1M pH 7,5, e o volume final foi ajustado para
50 mL com agua MilliQ. A reacdao foi purificada em colunas Sephadex G-50 (Invitrogen)
seguindo as instrugcbes de Sambrook e colaboradores (1989) e a incorporacéo
radioativa foi determinada em cintilador (Beckman LS6500), para assegurar o uso de
alvos com padrbes similares de incorporacdo radioativa, sendo aceitavel uma relacéo

do valor da COM (contagem por minuto) acima de 30 %.

Hibridagcdo de membranas de alta densidade
As hibridacdes foram feitas seguindo o protocolo descrito por McPherson (2000);

(http://www.tree.caltech.edu/protocols/overgo.html) com modificacdes.

Para diminuir o background, as membranas foram colocadas, inicialmente, em
solucado fervente de SDS 0,1%, seguindo as recomendacdes do fabricante da

membrana.
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As membranas foram pré-hibridadas a 58 °C por 4 horas em uma solucéo
contendo 1% BSA (m/v) (Fraction V, Sigma), 1 mM EDTA, 7% SDS (99,9%) e 0,5 M
fostato de sédio (Na,HPO,). Decorrido o intervalo de pré-hibridacdo, os alvos marcados
(previamente desnaturados) foram adicionados a mesma solucdo e as membranas
foram hibridadas por 18 horas a 58 °C. Apds esse processo as membranas foram
lavadas, para retirar o excesso de alvo marcado e as hibridacdes inespecificas que
possivelmente tenham ocorrido. Foram realizadas duas lavagens, por periodos de 15
minutos a 58°C, de maneira sucessiva, com aproximadamente 100 mL de cada uma
das seguintes solugdes: 2xSSC + 0,1%SDS; 1,5xSSC + 0,1% SDS e 0,5xSSC + 0,1%
SDS e uma ultima lavagem com 0,1X SSC por 5 minutos a temperatura ambiente. Apés
0 processo de lavagem, as membranas foram seladas em filme plastico e expostas a
cassetes sensiveis a radioatividade (Imaging Plates, Fuijifilm, Japan) durante 96 horas,
apos o qual a imagem captada pelo cassete foi transferida para um computador por
meio de um leitor de fosforo radioativo (Phosphoimager FLA3000-G-Fuijifilm, Tokyo).
Logo em seguida a captacdo e armazenamento das imagens em microcomputador, as
membranas utilizadas nos experimentos de hibridac&o tiveram as sequéncias marcadas
removidas por meio de duas lavagens com uma solucéo (v/v) contendo 0,4N NaOH e
0,1% SDS por 15 minutos a 65 °C seguida por uma terceira lavagem com uma solucdo
(v/v) contendo 0,2N Tris-HCI pH 8.0, 0,1% SDS e 0,1X SSC por 15 minutos a
temperatura ambiente. Por fim, uma quarta e ultima lavagem foi executada com uma
solucao (v/v) de 0,2X SSC por cinco minutos a temperatura ambiente. A eficiéncia de
remocdo foi monitorada repetindo-se o processo de exposicdo da membrana ao
cassete sensivel a radioatividade e consequente leitura no aparelho (Phosphoimager
FLA3000-G-Fujifilm, Tokyo), conforme descrito anteriormente.

Analise dos dados
As imagens, previamente digitalizadas, foram quantificadas no programa “Array

Vision” (GE Helthcare). Apos ajuste de uma grade conforme “layout” da membrana, os
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dados relativos a emissao de fundo para cada ponto, a emisséo bruta dos pontos e a

diferenca entre eles foram exportados para um arquivo texto separado por tabulacoes.

As analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa estatistico R
(R Development Core Team, 2003) e bibliotecas desenvolvidas pelo projeto
Bioconductor (R Development Core Team, 2008). Ap6s a normaliza¢do dos dados com
o pacote VSN (HUBER et al., 2002), procedeu-se a identificacdo dos genes
diferencialmente expressos com o pacote maanova (WU et al., 2003), considerando um
p-value menor ou igual a 0,01 (1%). Para analise diferencial foram levados em
consideracédo os trés fatores, tratamento (planta inoculada com a fitobactéria e controle
inoculado com meio de cultura esterilizado), variedade (variedade suscetivel e
resistente) e tempo (coleta nos intervalos de 6, 24 e 120 horas). A fim de controlar a
selecao de falsos positivos utilizou-se um valor de FDR (False Discovery Rate) igual a
5% ou seja, dentre todos o0s genes selecionados, a taxa de falso positivo estard,

estatisticamente, sempre abaixo de 5%.

Apoés identificar as ESTs diferencialmente expressas, a respectiva seqiéncia
FASTA de nucleotideos foi analisada no programa Blast2GO, onde foi possivel anota-
las, classifica-las de acordo com os termos do banco de dados Gene Ontology (Gene
Ontology Consortium) e identificar possiveis dominios existentes no banco de dados
InterPro (MULDER et al., 2007).

Validagcédo dos resultados por RT-gPCR
O RNA total, utilizado nas hibridacdes das membranas, foi tratado com DNAse

(Invitrogen) de acordo com as instru¢des do fabricante. Na sintese da primeira fita de
cDNA foram utilizados 5 pg do material tratado, 0,5 ug oligo (dT)12-1s (Invitrogen) e 1 ul
10mM dNTP. Esta mistuta foi aquecida a 65 °C por 5 minutos e mantida em banho de
gelo por dois minutos. Apdés uma breve centrifugacéo, foram adicionados a reacéo 4 pnl
de 5X First-Strand Buffer (Invitrogen), 2 ul 0,1 M DTT, 40 U RNAseOUT (Invitrogen),

mantida a 42 °C por dois minutos e entdo acrescida de 200 U SuperScript Il Reverse
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Transcriptase (Invitrogen) e mantido a 42 °C por mais 50 minutos. A reacdo foi
finalizada a 70 °C por 15 minutos. O produto da sintese foi tratado com 2 U da enzima
RNAse H (Invitrogen) durante 30 minutos a 37 °C e em seguida a reacao foi finalizada a

70 °C por 10 minutos.

As analises da transcricdo reversa em tempo real por PCR (RT-gPCR) foram
realizadas em termociclador ABI modelo 7500 System (Applied Biosystems) usando
SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems). Com auxilio do programa Primer
Express 3.0 Software (Applied Biosystems), foram desenhados oligonucleotideos
iniciadores a partir da seqUéncia consenso de cada gene alvo diferencialmente
expressos, previamente assim identificados nos experimentos de hibridagdo. Esses
oligos foram selecionados aleatoriamente dentre os resultados. As seqiéncias dos
oligonucleotideos iniciadores foram analisadas contra o banco de dados do SUCEST,
usando a ferramenta Blast (ALTSCHUL et al., 1997), para verificar a especificidade das

sequéncias obtidas.

Para cada clone selecionado foram ensaiadas separadamente trés replicatas
biolégicas de plantas controle e plantas tratadas. Cada reacdo foi amplificada em
duplicata usando 2 ul de uma diluicdo 1:10 das amostras de cDNA, oligonucleotideos
na concentracao final de 400 nM, 12,5 ul of SYBR Green Master Mix e 4gua deionizada
para o volume final de 25 ul. Os controles negativos para confirmar a auséncia de
contaminantes. Os parametros das amplificacdes foram: 50 °C por 2 minutos, 95 °C por
10 minutos, 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos e 60 °C por 1 minuto. A expressao
relativa dos genes foi normalizada usando o cDNA da proteina 14-3-3 (clone
SCCCSD2C03A12.g- Ca297824) e a razao da expressao diferencial (controle/tratado)
foi determinada através do método 27 T (JOSHUA, 2006).

RESULTADOS
A andlise do perfil de expressédo ao longo da cinética de infeccdo mostrou que

alguns genes que possivelmente estejam relacionados com processos de percepc¢éao de
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transducdo de sinais apresentaram aumento na expressdo quando entraram em
contato com a bactéria, enquanto outros foram reprimidos durante a cinética.
Entretanto, este comportamento de inducéo ou repressao variou ao longo da cinética de
infeccao.

Os valores de expressdo em cada uma das interagcbes (tempo, tratamento e
variedade) foram obtidos a partir dos dados gerados pela andlise estatistica, a qual foi
realizada com o auxilio do programa estatistico R e bibliotecas desenvolvidas pelo
Biocondutor. Ap6s normalizacdo e correcdo da hibridacdo inespecifica de ruido de
fundo (“background”) com o pacote VSN procedeu-se a identificacdo das ESTs
diferencialmente reguladas considerando um p-value menor ou igual a 0,01% (1%) e
com limiar de FDR de 5% (Tabela 1, 2 e 3). As sequéncias das ESTs selecionadas
foram comparadas com sequéncias depositadas em bancos de dados publicos, por
meio do programa Blast2GO, para a busca de proteinas similares considerando como
limiar de aceitacdo para o BLAST um e-value de 1x107°. O programa Blast2Go também
permitiu a anotacdo das sequéncias que apresentaram anotacdes no Gene Ontology
(GO) assim como a adi¢do do respectivo numero de identificacdo (E.C.) nas proteinas
anotadas.

Das 3.575 ESTs analisadas, 35 foram diferencialmente reguladas durante a
cinética de infeccdo e apresentam similaridade a proteinas com potencial envolvimento
no processo de percepcgéao e transdugdes de sinal para serem estudadas no trabalho. O
perfil das ESTs expressas nos intervalos, o niumero de ESTs exclusivas e as que

apareceram em mais de um intervalo estdo resumidas na Tabela 1.

Observa-se que o maior numero de ESTs foi induzido no inicio da cinética de
infeccdo, ou seja, no intervalo de 6 horas, representando 88,7 % do total de ESTs
diferencialmente expressas (n=31) (Tabela 1) sendo que, 18 séo exclusivas do intervalo
de 6 horas. As proteinas codificadas por ESTs exclusivas do primeiro intervalo da
cinética de infec¢do apresentam similaridade a proteina com dominio dedos de zinco
C3H2C3 (SCVPLR1006A05, SCJLLR1054B07, SCUTLR1037H09), serina treonina
quinase (SCAGLR1064D07), proteina dedo de zinco (SCUTLR2015E02), proteina
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quinase dependente de célcio (SCCCLR1024H03), calmodulinas (SCEQLR1029B05,
SCJFLR2035H04), mapk (SCRFLR1055H03), proteinas integradas a membrana
plasmética (SCCCLR1079B05), quinases (SCBGLR1097F03) e proteina de ligacao de
calcio (SCRFLR2037F09). As enzimas s-adenosilmetionina  decarboxilase
(SCCCLR2C02A12, EC:4.1.1.50), acc oxidase (SCEZLR1009EO6) e s-
adenosilmetionina (SCRFLR2021B05) sdo enzimas da via do etileno, um hormoénio
vegetal que possui multiplas funcdes fisiologicas em plantas (BOLLER, 1990). Estas
ESTs foram exclusivas e tiveram expressao intensificada no intervalo de 6 horas.
Contrastando com o intervalo de 6 horas, o intervalo de 48 horas apresentou 0 menor
namero de transcritos diferencialmente regulados, com o percentual de 22,85 % (n=8).
Deste total, 3 ESTs foram expressas também no intervalo de 6 horas e 5 ESTs no
intervalo de 120 horas, como ilustrado na Figura 2. A expressao de uma proteina com
similaridade a fosfolipase ¢ especifica de fosfoinositideo apresentou um aumento de
expressao do intervalo de 48 para 120 horas. Proteinas fosfolipases ou derivados de
fosfolipideos tém demonstrado critica fungéo celular, particularmente como mediador ou
mensageiro secundarios em vias de sinalizacdo de defesa (BUCHANAN et al, 2000).
Foi evidenciada também a presenca de proteinas quinases e dedos de zinco. No
intervalo de 120 horas foram identificadas 15 ESTs com nivel de expressdo aumentado;
destas, 5 apareceram no intervalo de 48 horas. Entre o intervalo de 6 e 120 horas,
ocorreu um aumento significativo na expressdao de 10 ESTs representadas pelas
proteinas calmodulinas (SCCCLR1C04H11, SCMCLR1122G02) proteinas LRR
(SCSFLV1046H07), quinase (SCRFLR2021H11), acb transporte (SCACLV1022E08),
«phosphoinositide kinase” (SCCCLR1C06A07) , e proteinas dedos de zinco
(SCAGLR2018A02, SCVPLR1006A05, SCILLR1054B07, SCSGLR1081A05) (Tabela
1). Uma EST que prediz uma proteina com similaridade a LRR foi induzida no intervalo
de 120 horas (Tabela 1).
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Figura 2: O diagrama apresenta os numeros de ESTs diferencialmente expressas nos 3
intervalos de coleta das plantulas apés inoculagdo com X albilineans que

foram exclusivas e comuns entre diferentes condicOes analisadas

Ao se analisar a interacdo entre as variedades, foram observadas 9 ESTs
induzidas na variedade resistente (Tabela 2). As proteinas codificadas pelas ESTs
induzidas apresentaram similaridade com proteinas envolvidas com sinalizagdo, que
culminam na ativacdo dos mecanismos de defesa. Além das proteinas quinases dedos
de zinco e calmodulinas, que também apareceram na interacdo tempo, notamos a
presenca de 3 genes que predizem proteinas de ligacdo a GTP (SCCCLR1048E11,
SCBGLR1117E04, SCRLLV1026D05) que foram expressas apenas na variedade
resistente. As plantulas da variedade suscetivel expressaram um total de 6 ESTs
induzidas, e assim como na interacdo tempo, encontramos genes que codificam
proteinas que se ligam ao ion célcio (SCSGLR1025C12), quinase (SCEQLR1007C11),
proteinas ligantes de DNA (SCRLLR1111E050) e dedos de zinco (SCSGLV1012G12).
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As plantulas, quando submetidas a inoculacdo artificial com a fitobactéria
mostraram um aumento na expressdo 23 ESTs (Tabela 3). Duas ESTs com
similaridade a proteina serina treonina quinase (SCRFLR1012D04, SCBGLR1044H10),
proteina receptora de quinase (SCRULR1042H11) proteinas com repetices ricas em
leucina (SCCCLR1066D09, SCSGLR1045E07), inositol polifosfato 5-fosfatase
(SCILLR1102E08) foram induzidas ap6és inoculacdo. Duas ESTs foram induzidas em
tempo e tratamento e predizem as proteinas Mapk4 (SCRFLR1055H03) e ziper de
leucina (SCJLLR1104F08) (Tabelas 3 e 1).0s dados evidenciam também que, apés a
inoculacdo com a fitobactéria, 6 ESTs foram reprimidas e destas, duas proteinas com
similaridade a quinases (SCBGLR1097F03, SCJLLR1108G11), duas com similaridade a
proteina de membrana (SCACLV1019B11, SCACLV1019C10) (Tabela 3).
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Foi possivel observar que 3 ESTs foram comuns nas interacbes tempo e
tratamento mpk4 (SCRFLR1055H03), quinase (SCBGLR1097F03), ziper de leucina
(SCJILLR1104F08), uma EST comum entre tratamento e variedade gtp-binding protein
(SCCCLR1048E11), e entre tempo e variedade notamos a EST chy dedos de zinco
(SCSGLV1012G12) e uma proteina foi identificada em todos os tratamentos mostrando
similaridade a dedos de zinco (SCAGLR2018A02) (Figura 3)

Figura 3. O diagrama de venn representando o niumero de genes que foram exclusivos
e comuns entre diferentes condicbes analisadas (variedade, tratamento e
tempo apods inoculacéo).

A Figura 4 mostra o total de proteinas representantes das ESTs que foram
diferencialmente reguladas em todas as interacdes, ou seja, na interagdo variedade
(resistente e suscetivel), na cinética de infec¢do (tempo), e quando as plantulas de
cana-de-agucar cultivadas “in vitro”, ou seja sem interferéncia de nenhum outro

microorganismo, foram submetidas a infec¢éo por X. albilineans.
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Figura 4: Proteinas identificadas em todas as interagdes.

A validacdo dos resultados de expressdo gerados pelas anélises dos
macroarranjos foi realizada por meio da metodologia de RT-gPCR de 2 ESTs
escolhidas dentre aquelas que apresentaram diferenca no perfil de expresséo. As 2
ESTs selecionadas para este ensaio mostraram-se induzidas na variedade suscetivel o
gue significa que foram reprimidos na variedade resistente em relacdo a suscetivel que
teve perfil de inducéo (Figura 5). Corroborando com os dados do RT-gPCR, visto que
na variedade resistente as duas proteinas selecionadas foram reprimidas. Uma que
codifica a proteina de ligacdo ao calcio (SCSGLR1025C12) e uma com similaridade a
proteina quinase (SCJLLR1108G11). Para a normalizacdo da expressao relativa dos
genes candidatos para a validacdo do macroarraanjo, foi utilizado como enddgeno o
gene da proteina 14-3-3 (CA297824). Apesar da B-tubulina e actina serem utilizadas
com freqléncia na literatura para normalizacdo da expressdo génica em cana-de-
acucar, no experimento que conduzimos estes genes nao se mostraram apropriados.

Terzi e colaboradores (2005) também notaram que para a validacdo dos macroarranjos
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em um trabalho de expressédo génica de diversos 6rgaos de cana-de-aglcar 0os genes
da actina e B-tubulina ndo foram os mais adequados. Por outro lado, o gene da proteina

14-3-3 e de uma poliubiquitina se mostraram eficientes para o controle da expressao
génica (TERZI et al. 2005) .

FIGURA 5: Validacdo dos resultados dos macroarranjos por RT- gPCR . A- uma EST com
similaridade a proteina “calcium binding” (SCSGLR1025C12). B- uma EST
(SCJLLR1108G11) com similaridade a proteina quinase (Tabela 2). A
quantificacdo relativa foi obtida através do método 2“°" usando o gene da

proteina 14-3-3 como controle enddgeno. Os dados representam a media de trés

replicatas bioldgicas (controles e tratadas).
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DISCUSSAO

Durante o estabelecimento da interacédo planta-patégeno, todo um mecanismo de
interacdo € acionado, envolvendo um sistema de ataque e defesa com um sistema de
contra-ataque. De um lado a planta, ao detectar o agente fitopatogénico, procura ativar
seus mecanismos de resisténcia, enquanto que o fitopatdbgeno tenta vencer as
estratégias de defesa (STHAL & BISHOP, 2000). A identificacdo de genes do

hospedeiro envolvidos em resposta de defesa € importante para a elucidagdo dos

mecanismos de resisténcia em plantas contra fitopatoégenos.

Analisando as ESTs selecionadas a partir analise estatistica gerada com o0s
dados do macroarranjo, foi possivel observar importantes alteracdes relacionadas ao
sistema de defesa de plantulas de cana-de-aclUcar provenientes de dois clones, um
resistente e outro suscetivel, quando inoculadas com X. albilineans. Foram observadas
ESTs com perfil de inducédo e repressao relacionadas a percepcdo e transducdo de

sinal, assim como mensageiros secundarios.

A ativacdo dos mecanismos de defesa da planta apds a infec¢éo por patbgenos
€ regulada pela inducédo de varios genes do hospedeiro (RUSHTUN, 1998) que estéo
envolvidos em multiplas vias de sinalizacdo (GLAZEBROOK, 2001). A ativacdo dessas
respostas depende da eficiéncia do hospedeiro em reconhecer a presenca de
patdgenos através de mecanismos de percepcao e transducao de sinais, que envolvem
alteragOes transitorias no fluxo de ions através da membrana plasmatica e mudancas
no estado de fosforilagdo de vérias proteinas. Como consequéncia desse processo,
ocorre a ativacdo de fatores de transcricdo no nucleo da célula vegetal, com a
expressao subsequente de genes de defesa (EULGEM et al., 2004)

Estudos realizados com diferentes patossistemas tém revelado que esta
resposta resulta na reprogramacdo do metabolismo celular (SOMSSICH &
HAHLBROCK, 1998), sendo que alguns genes induzidos durante a infeccao codificam
proteinas que possuem atividade antimicrobiana (glucanases e quitinases) ou enzimas

envolvidas na biossintese de compostos antimicrobianos (fitoalexinas). Além disso,
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também sdo ativados outros genes que codificam proteinas que regulam as vias de
sinalizacdo de defesa, os fatores de transcricdo (YANG et al.,, 1997; SOMSSICH &
HAHLBROCK, 1998).

Inimeras vias de transducdo de sinal sdo ativadas em plantas em resposta a
varios tipos de estresse incluindo Ca®', proteinas kinases e lipideos. Genes que
codificam proteinas calmodulina foram identificados presente trabalho com maior
expressdo apés 6 (SCIFLR2035H04, SCEQLR1029B05) e 120 horas
(SCMCLR1122G02, SCCCLR1C04H11) de infeccao. Em plantas, o ion calcio citosélico
(Ca®) é considerado o segundo maior mensageiro, envolvido no disparo de
mecanismos de defesa (CLECOURIEUX et al., 2006). Estimulos bidticos e abi6ticos
alteram a concentracdo e o fluxo de Ca* intracelular, desencadeando a cascata de
sinalizacdo (SANDERS et al., 2002; BERRIGE et al., 2003). Proteinas calmodulina séo
sensores que detectam e transduzem os sinais, regulando a atividade de proteinas
alvo, as quais permitem ao organismo se adaptar as mudancas ambientais (BAUM et
al., 1996). Alteracdo na permeabilidade da membrana plasmatica ao fon Ca®" é um
evento precoce e comum na sinalizacéo de defesa em plantas (JABS et al., 1997). Uma
caracteristica das proteinas calmodulina é a expressao de multiplas isoformas (REDDY,
2001; LUAN et al., 2002), mecanismo pelo qual as células de plantas transduzem os
sinais de calcio para estabelecer respostas fisioldégicas especificas. Em um ensaio
experimental, Heo e colaboradores (1999) demonstraram a presenca de isoformas
especificas de calmodulina durante a resposta de plantas a infeccdo causada pelos
fungos Fusarium solani e Phytophthora parasitica var. nicotianae e pelo virus do
mosaico do tabaco. Estes autores evidenciaram a diferenca entre as isoformas, sendo
que SCaM-4 e SCaM-5 foram induzidas ap0s a infec¢do pelos patdégenos, aumentando
a resposta de resisténcia em plantas transgénicas, enquanto que outras isoformas,
como SCaM-1 e SCaM-2 ndo apresentaram a mesma propriedade. EST com
similaridade a uma proteina que se liga ao calcio foi selecionada para a validagéo por
RT-gPCR e apresentou um perfil de expressdo semelhante ao verificado nos
macroarranjos mostrando que na variedade resistente foi reprimida em comparacéo a

suscetivel (Figura 5), o que mostra uma consisténcia dos dados de expresséo,
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confirmado pelas duas técnicas, conferindo assim confiabilidade aos resultados obtidos

pelo macroarranjo.

Genes de transducdo de sinal normalmente envolvidos na percepcdo de
estresse, como as proteinas quinases, foram mais expressos nas seguintes condi¢coes:
plantas inoculadas (SCJLLR2013A03) e wuma proteina receptora quinase
(SCRULR1042H11), 6 horas (SCBGLR1097F03) 120 horas (SCSGLV1007D12,
SCRFLR2021H11, SCCCLR1065B08) na variedade suscetivel (SCEQLR1007C11), e
na variedade resistente (SCRLLV1049C01, SCACLR1127D01, SCJLLR1102EO03)
(Tabelas 1, 2 e 3) Foi identificado também uma EST com similaridade a uma proteina
quinase (SCJLLR1108G11) que apresentou-se reprimida apos a inoculacédo. Estudos
relatam que as proteinas quinases podem conferir resisténcia de plantas a doenca
(SWIDERSKI & INNES, 2001; BRUEGGEMAN et al., 2002). Um estudo realizado por
Glynn e colaboradores (2008) possibilitou a identificacdo de genes de resisténcia
analogos (RGA) em cana-de-aglcar. As sequéncias encontradas apresentaram
significante similaridade com proteinas quinases reportadas em genes de resisténcia a
doencas, ja descritos em outras espécies de plantas. Proteinas quinases contendo
repeticbes ricas em leucina representam o0 maior grupo de proteinas quinase no
genoma de arabidopsis, com 216 membros (SHIU & BLEECKER, 2002). Foi validado
por meio de RT-gPCR, uma EST com similaridade a proteina quinase
(SCJILLR1108G11) que apresentou perfil de represséo apos a inoculagdo o que mostra
a confiabilidade da técnica utilizada para a andlise da expressdo génica no

patossistema cana-de-acucar e X. albilineans.

GOmez e colaboradores (1999) identificaram o gene FL2 envolvido na percepc¢éo
de estrutura flagelar bacteriana. Este gene produz uma proteina com um receptor de
quinase com dominio extracelular composto por repeticdes ricas em leucina e um
dominio serina treonina quinase intracelular. Interessantemente, o receptor quinase é
semelhante ao gene de resisténcia Xa2l, enquanto o dominio extracelular se
assemelha a familia de genes Cf, que promove resisténcia a varias cepas do fungo

Cladosporuim fulvum, que acomete as culturas de tomate, sugerindo que vias de
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reconhecimento para varios elicitores como, por exemplo, o flagelo, possam se
assemelhar a vias envolvidas em resisténcia especifica, definida pela interacdo gene a
gene. No presente trabalho, foram identificadas ESTs ap0s a inoculacdo das plantulas
com X. albilineans, que por sua vez, é uma bactéria que possue flagelo. Sendo assim,
podemos sugerir a presenca de proteinas que percebam a presenca desta estrutura,
promovendo a sinalizacdo do elicitor bacteriano extracelular para o meio intracelular da
célula vegetal. Proteinas com repeticdes ricas em leucina também foram mais
expressas na variedade resistente ap6és 120 horas (SCSFLV1046H07) e uma proteina
com ziper de leucina apresentou um perfil de indugdo na variedade resistente
(SCRLLR1038C04).

Ao longo das ultimas décadas, genes de resisténcia (R) conferindo resisténcia a
bactérias, fungos e virus tém sido clonados de varias espécies de vegetais (DANGL &
JONES, 2001). A caracterizagdo molecular dos genes de resisténcia de plantas através
de clonagens tem revelado a existéncia de alguns dominios conservados, como é o
caso dos dominios com funcdo quinase, ziper de leucina (LZ), sitio de adesdo a
nucleotideos (NBS) e repeticdes ricas em leucinas (LRR) (BENT, 1996; HAMMOND-
KOSACK & JONES, 1997). Apés a clonagem do gene Xa2l, foi observado que ele
codifica uma proteina com sitio catalitico do tipo quinase na por¢cdo C-terminal que
possivelmente esta envolvido na fosforilacdo de proteinas durante a transducgéo de sinal
do meio extracelular para o meio intracelular. Genes desta familia também possuem
repeticdes ricas em leucina (LRR) num provavel dominio extracelular, um Gnico dominio
transmembrana e um dominio intracelular serina/treonina quinase (SONG et al., 1995,
WANG & LEUNG, 1998). Andlises de dois ESTs (SCCCCL3080E03.g e
SCCCCL3080B03.g) de cana-de-agucar mostraram homologia com o gene Xal
(QUIRINO, 2003), sugerindo entdo que, provavelmente, a cana-de-aglcar codifica
proteinas do tipo NBS-LRR. No presente estudo, foi encontrada uma EST similar a

proteina LRR e proteinas com dominios de ziper de leucina.

Em estudo realizado “in silico”, Nogueira e colaboradores (2007) identificaram

280 genes de resisténcia no transcriptoma da cana-de-acgucar distribuidos nas
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seguintes classes: proteinas quinases, proteinas LRR (repeticdes ricas em leucina),
LRR quinase, TM-LRR (dominio transmembrana rico em leucina). Dabbas e
colaboradores (2004) realizaram um ensaio experimental com plantas de cana-de-
acucar com 5 meses de plantio e identificaram que na variedade resistente ocorreu
aumento na expressdao de duas ESTs, uma com similaridade a proteina LRR
transmembrénica (gi:15241089) e outra com similaridade a proteina com ziper de

leucina (gi:50947893) em plantas inoculadas com X. albilineans.

As enzimas fosfolipase D (SCSGLV1012G07, SCUTLR1015A05) estéo
relacionadas com transduc¢éo de sinal, convertendo fosfatidilcolina em acido fosfatidico.
Ademais, vias propostas mostram o envolvimento das fosfolipases D na biossintese de
glicina betaina, um osmoprotetor acumulado em plantas sob estresse osmotico (BRAY
et al., 2002). Esta enzima tem sido relatada em resposta a varios estresses bibticos e
abidticos e suas fungdes hipotéticas no metabolismo celular estao relacionadas com a
degradacdo de membrana, transporte intracelular e transducédo de sinal (ZHANG et al.,
2005; BARGMANN & MUNIK, 2006). No presente trabalho, esta enzima foi a mais
expressa na variedade resistente durante o intervalo de 120 horas da inoculacao
(Tabela 2).

O etileno é um horménio vegetal volatil de multiplas funcdes fisiologicas em
plantas e é produzido como consequéncia de injuria, de tratamento com elicitores e
através de varios processos metabdlicos. Embora a participacdo do etileno na RSI
(resposta sistémica induzida) ou na RSA (resposta sistémica adquirida) ndo seja clara,
alguns estudos mostram sua necessidade para a expressdo de resisténcia
(KNOESTER et al., 1999). No entanto, outros indicam que a sintese de etileno apds
uma infeccdo deve ser um sintoma e ndo uma causa da inducdo de respostas de
defesa (STICHER et al., 1997).

E interessante ressaltar que a etapa limitante da rota biossintética do eltileno é
catalisada pela enzima ACC sintase. E existem indicios de que a regulacdo da

estabilidade da proteina ocorra por meio de foforilacdo reversivel na regido C-terminal.
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Sebastia e colaboradores (2004) realizaram um ensaio “in vitro” com peptidos sintéticos
baseados na sequéncia da enzima LeACS2-Ser460 de tomate e mostraram que as
proteinas quinase dependentes de célcio (CDPKs) sao proteinas quinase que estao
envolvidas na fosforilagdo desta enzima, sugerindo que o controle da biossintese do
etileno envolva a sinalizacdo de Ca®". A ativacdo da enzima ACS5 de arabidopsis
necessita da dissociacéo da proteina ETOL, provavelmente um processo que envolve a
fosforilagdo com proteinas MAPK. Os autores reportaram que na condicdo de estresse
tanto as proteinas quinases dependentes de calcio (CDPK) quanto as proteinas MAPK
podem agir em paralelo e contribuir para a ativacdo de vias de sinalizacdo precoce e
sinalizacdo de hormonios. Nesse estudo foi identificada a presenca de uma EST
(SCCCLR1024H03) cuja proteina traduzida tem semelhanca com CDPK, e uma EST
com similaridade a MAPK (SCRFLR1055H03) com perfil de inducdo 6 horas apos
submetida a estresse bidtico com X. albilineans. E interessante ressaltar que no
intervalo de 6 horas foi observada a inducdo de duas ESTs relacionadas com a
biossintese do horménio etileno. Uma que atua no inicio da via biossintética, a s-
adenosilmetionina metiltransferase (SCRFLR2021B05) e a ultima enzima da via, a ACC
oxidase (SCEZLR1009EO06), nos levando a crer que a enzima ACC sintase estava

sendo expressa, embora ndo tenha sido detectada no ensaio que realizamos.

Com base nos dados obtidos, pode-se observar a diferenca na expressao génica
entre as plantulas cana-de-aclcar quando submetidas a estresse biotico com X.
albilineans. Os resultados obtidos mostram que o perfil de resisténcia pode estar
relacionado principalmente com percepcdo precoce do agente infeccioso e
subsequente transducdo de sinal para o interior da célula, para posterior ativagéo e/ou
manutencdo da expressdo de genes de resisténcia, visto que a maioria dos genes
foram expressos no intervalo de 6 horas e apos a inoculagdo. Os dados também
evidenciam que a variedade resistente apresentou mais genes induzidos, em relagéo a

variedade suscetivel.
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