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ABSTRACT

Dabbas, K.M.; Ferro, M.1.T.; Barros, N.M.; Laia, M.L.; Zingaretti, S.M.; Giachetto, P.F.; Moraes, V.A.; Ferro, J.A. Diferential gene expression
in sugar cane infected with Xanthomonas albilineans, causal agent of leaf scald. Summa Phytopathologica, v.32, n.4, p.328-338, 2006.

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. Data analysis
showed a different pattern of expression during pathogen infection.
This approach allowed the identification of differentially induced ESTs
for proteins involved isoprenoid biosynthesis, transmembrane LRR
protein, leucine zipper, lignification, cold tolerance, plant response and
environmental adaptation in the resistant variety. Repressed ESTs in
this variety were related to proteins involved in plant cellular expansion,
detoxification, and auxin transport. In the susceptible variety, the
differentially repressed ESTs were related to proteins involved in plant
defense response, Ethylene biosynthesis, and transcription regulation.

Additional keywords: cDNA, resistence genes, avirulence genes, host-pathogen interaction, macroarray.

RESUMO

Dabbas, K.M.; Ferro, M.I.T.; Barros, N.M.; Laia, M.L.; Zingaretti, S.M.; Giachetto, P.F.; Moraes, V.A.; Ferro, J.A. Genes diferencialemtne
expressos em cana-de-agucar inoculada com Xanthomonas albilineans, o agente causal da escaldadura da folha. Summa Phytopathologica,v.32,

n.4, p.328-338, 2006.

A escaldadura da folha, causada pela bactéria Xanthomonas
albilineans colonizadora do xilema, ¢ uma das principais doengas da
cana-de-agtcar. A sintomatologia na fase cronica ¢ caracterizada
principalmente pelo aparecimento de uma faixa branca paralela a nervura
central da folha, que evolui até queimar totalmente, sendo também
observado brotagdo de gemas laterais no colmo. Neste trabalho, a técnica
de macroarranjos de cDNA foi empregada para o estudo da expressido de
3.575 ESTs (espressed sequence tags) em folhas de cana-de-agticar. Foram
utilizadas duas variedades, 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 controle marcadas com isétopos
radioativos. Analisando os resultados dos macroarranjos foi possivel
verificar um comportamento diferenciado para cada variedade durante o
ataque do patogeno. Apos realizadas andlises estatisticas identificamos
na variedade resistente ESTs com expressdo induzida relacionadas com
biossintese de isoprenoides, proteinas LRR transmembranica, “ziper” de
leucina, lignificacdo, tolerancia ao frio, diferenciagdo de plastideos,
sistemas de defesa e de adaptacdo da planta ao meio ambiente. As ESTs
reprimidas na variedade resistente foram aquelas relacionadas com genes
responsaveis pela sintese de proteinas do controle da expansdo da parede
celular, detoxificagdo e transporte de auxina. Na variedade susceptivel
foram reprimidas ESTs relacionadas a genes de proteinas das respostas de
defesa da planta, biossintese de Etileno e regulagdo da transcrig¢do.

Palavras-chave adicionais: cDNA, genes de resisténcia, genes de aviruléncia, interagdo planta-patdgeno, macroarranjos.
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INTRODUCAO

A escaldadura da folha ¢ uma das principais doengas que acometem
a cultura de cana-de-agticar em varios paises. O agente causal,
Xanthomonas albilineans, é uma bactéria Gram-negativa, sistémica,
que se desenvolve no xilema (5). Essa fitobactéria ¢ responsavel pela
producdo de uma familia de antibidticos e fitotoxinas chamadas
albicidinas, que inibem a replicagdo de DNA em organismos
procarioticos, atuando como agente bactericida para uma gama de
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas (6). As albicidinas inibem
também a replicagdo do DNA em proplastideos de cana-de-agucar,
ocasionando a clorose tipica da doenga (5).

A sintomatologia inicial da escaldadura, apresentada por plantas
suscetiveis, ¢ caracterizada pelo aparecimento de uma faixa branca
(clorética), de aproximadamente 1-2 mm, que acompanha a nervura
central da folha, evoluindo para o murchamento, necrose e morte da
planta, sendo observado também, em alguns casos, o multibrotamento
de gemas laterais (33).

A disseminagdo da doenga ocorre no plantio de colmos infectados
e durante o corte da cultura por meio da utilizagdo de facdes ou
implementos agricolas contaminados com exsudatos de plantas doentes.
A grande dificuldade no controle da doenga esta no fato de que ela
pode ocorrer também na forma de infecgdo latente, dificil de
diagnosticar, pois os sintomas podem ser transientes ou mesmo
ausentes em cultivares resistentes (33). Assim, varios métodos foram
desenvolvidos com o objetivo de diagnosticar a infecgdo latente,
incluindo métodos sorologicos, tais como microaglutinagao, ELISA e
pela técnica de PCR (10).

Atualmente, as estratégias de controle da doenga se restringem a
troca de variedades suscetiveis por variedades resistentes e no plantio
de mudas sadias. Assim, variedades com caracteristicas agrononicas
desejaveis e com alto potencial de producdo, mas que sdo suscetiveis
a doenga, sdo descartadas durante o processo de selecdo de novas
variedades comerciais. Nestes casos, a introdu¢do de genes, por
engenharia genética, que conferissem resisténcia a X. albilineans, seria
uma estratégia que poderia permitir o aproveitamento deste material.

Nas interagdes planta-patogeno, para que ocorra a ativagdo do
sistema de defesa da planta é necessario o reconhecimento de
determinantes de aviruléncia pelos receptores da planta (26). No
patossistema cana-Xanthomonas albilineans ainda ndo esta elucidado
0 mecanismo que confere resisténcia a algumas variedades de cana,
ndo havendo relatos na literatura a respeito de receptores na cana
relacionados a familia de toxinas de albicidina produzida por esta
fitobactéria. As fitotoxinas de albicidina parecem desempenhar um
papel importante no desenvolvimento sistémico da doenga, visto que
mutantes de X. albilineans que ndo produzem albicidinas (mutantes
tox"), gerados por mutagénese usando luz UV, agentes quimicos ou
transposon, sdo incapazes de produzir qualquer sintoma da doenca
quando inoculados em cana-de-agtcar (7).

Dentro desse contexto, o estudo do perfil de expressdo diferencial
de genes em variedades de cana-de-agucar resistente e suscetivel a
escaldadura pode permitir um maior entendimento a respeito da relagdo
planta-patdégeno, representando uma valiosa fonte de informagdes que
poderdo ser utilizadas em estudos de mapeamento de genes de
resisténcia.

No presente trabalho, utilizou-se membranas de nailon de alta
densidade (macroarranjo), para analisar a expressao diferencial de 3.575
sequéncias de etiquetas expressas (ESTs) em variedades de cana-de-
acucar resistente e suscetivel a escaldadura da folha, quando infectadas
por X. albilineans.
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MATERIAL E METODOS

Ensaio experimental

As variedades comerciais de cana-de-agucar sdo hibridos
interespecificos de Saccharum sp. As variedades SP82-1176
(resistente) e SP78-4467 (suscetivel) sdo utilizadas como padrio de
resisténcia e suscetibilidade a X. albilineans, respectivamente, pelo
CTC (Centro de Tecnologia Canavieira). Plantas destas duas variedades
foram utilizadas como controle em um experimento de campo planejado
para determinar o nivel de resisténcia a X. albilineans de varios clones
em processo de sele¢do. O experimento foi conduzido no CTC seguindo
delineamento experimental de blocos casualizados. Para as duas
variedades foram plantados colmos infectados e ndo infectados com a
bactéria, sendo posteriormente coletadas folhas com e sem sintomas
de cada uma delas.

O ensaio de macroarranjo constituiu-se da hibrida¢do de quatro
membranas de nailon com quatro preparacdes independentes de cDNA
foliar obtido da variedade resistente inoculada e ndo inoculada e da
variedade suscetivel inoculada (com sintomas) e ndo-inoculada (sem
sintomas), com trés repetigdes cada uma. Em ambas as variedades,
resistente (SP82-1176) e suscetivel (SP78-4467), a expressao génica
apresentada por plantas inoculadas com X. albilineans foi contrastada
com a expressdo génica de plantas ndo inoculadas (controle).

Inoculacgao

A inoculagdo das duas variedades de cana-de-a¢ticar com X.
albilineans foi realizada através de corte dos colmos, no sulco de
plantio, com facdo contaminado com uma solucao de caldo de cana-
de-agucar contendo a bactéria. O caldo com a bactéria foi obtido
pela trituragdo e prensagem de colmos com sintomas de escaldadura
(conjunto de variedades). Este ¢ o método comumente utilizado
para a obtenc¢do de suspensdo viavel de X. albilineans em
experimentos de infecgdo simulando o que eventualmente acontece
no plantio normal (36).

Confirmacio da infec¢do

A confirmagao da infecgdo das plantas pela bactéria foi realizada
por observacdo dos sintomas caracteristicos da doenca, tais como
faixa clordtica acompanhando a nervura central das folhas, emissao de
brotacdes laterais e pela analise do fluido extraido do xilema de amostras
aleatdrias de colmos da touceira. Os testes soroldgicos para
confirmag¢ao da presenga da bactéria foram realizados com 100 uL de
seiva, obtidas por centriguacdo dos colmos e, posteriormente
transferidas para membrana de nitrocelulose (0,45um) e em seguida
colocada em contado com antisoro de coelhos imunizados com X.
albilineans (dados nao mostrados).

Extraciao de RNA

Apds 5 meses do plantio foi realizada a coleta de amostras de
tecido foliar, as quais foram armazenadas em freezer -80° C até o
momento da extracdo do RNA.

O RNA total foi isolado de folhas de cana-de-agucar, incluindo as
nervuras, utilizando solugao monofasica de fenol e isotiocianato de
guanidina. Trés gramas de tecido foram macerados em N, liquido e
homogeneizados em 15 mL de Trizol (Life Tecnologies) em tubos de
centrifuga de vidro (Corex) de 30 mL. As amostras foram incubadas
por cinco minutos a temperatura ambiente (23°C). Foram adicionados
0,2 mL de cloroférmio para cada 1 mL do reagente Trizol e, entéo, as
amostras foram agitadas vigorosamente em vortex e incubadas por 3
minutos a temperatura ambiente. As amostras foram centrifugadas a
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7.500 x g por 15 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi transferido para
um tubo Corex de 15mL e o RNA foi precipitado pela adi¢ao de 0,5
mL de alcool 2-propanol para cada ImL de reagente Trizol usado na
homogeneizagio inicial. A mistura foi mantida a temperatura ambiente
por 10 minutos e depois centrifugada a 12.000 x g por igual periodo,
a4°C. O precipitado foi lavado com etanol 75% (1 mL de etanol para
cada 1 mL de reagente Trizol utilizado na homogeneizagdo inicial). As
amostras foram agitadas vigorosamente em vortex e centrifugadas a
7.500 x g por 5 minutos. O precipitado de RNA foi dissolvido em 100
pnL de agua livre de RNAse (agua tratada com dietilpirocarboneto) e
armazenado a 80°C.

A quantificacdo do RNA extraido foi feita em biofotometro
(Eppendorf), na dilui¢do de 1:10 (v/v). As medidas de absorbancia
foram realizadas nos comprimentos de onda de 260 e 280nm,
utilizando-se agua/DEPC para o ajuste inicial do aparelho. A qualidade
do RNA foi analisada por eletroforese em gel de agarose 1,5% (p/v)
contendo 6,7% de formaldeido (v/v).

Preparacao de membranas para macroarranjo

Para a preparagdo das membranas de alta densidade foi utilizado
DNA plasmidial de 3.575 clones ESTs provenientes de bibliotecas de
cDNA construidas pelo SUCEST (http://www.lbi.ic.unicamp.br/) (45)
a partir de mRNA de folhas e de cartucho de cana-de-acticar. O DNA
plasmidial dos clones ESTs foi obtidos por meio de micro-preparagio
realizada através de lise alcalina em placas de 96 pocos. Todos os
clones foram re-sequenciados para confirmar a identidade do inserto.

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 Centro Brasileiro de Estocagem de Genes
(BCCCenter - http://www.bcccenter.fcav.unesp.br). As amostras foram
depositadas em duplicata, com espagamento de 900 micras entre cada
ponto, num arranjo 5X4, perfazendo um total de 7.152 ESTs por
membrana. Apds a transferéncia do DNA, as membranas foram
submetidas a tratamento em solucdo de desnaturagdo (NaCl 1,5M e
NaOH 0,5M) e de neutralizagdo (NaCl 1,5M e Trizma 1M) por 5 e 10
min., respectivamente e, posteriormente, fixou-se 0 DNA a membrana
por radiagdo com luz UV (1600 joules) em aparelho Ultraviolet
Crosslinker (CL1000, UVP), seguindo as recomendagdes do fabricante
(Genetix, UK).

Hibridacées

Sintese da sonda de cDNA

Em um tubo de microcentrifuga, foram adicionados: 30pg de RNA
total € 156 pmoles de Oligo dT (dT VN, Invitrogen), perfazendo um
volume final de 7,5 pL. A mistura foi aquecida a 75 °C durante 10
minutos e, em seguida, colocada em gelo. Foram adicionados a reagio:
5 pL de tampdo de primeira fita (5x, BRL), 2,5 uL DTT (100mM),
2,0 uL RNAguard, 2,5 uL dNTPs (ATG) 10mM cada e 3 pL de [a-
3P]dCTP (30 Ci). A mistura foi aquecida a 42°C por 5 minutos, e
entdo adicionou-se 1,25 pL da enzima Superscript 11 (BRL, 200U/
pL), prosseguindo-se com rapida centrifuga¢do em microcentrifuga e
incubagdo a 42 °C por 30 minutos. Um volume de 1,25 uL. de dCTP
(10mM) foi adicionado a reagdo e esta foi incubada a 42 °C durante 60
minutos. Apos esse periodo foi adicionado 1 pL de Poly-A (2ug/uL,
Invitrogen) e, em seguida, a sonda foi desnaturada a 94 °C durante 5
minutos. Acrescentou-se entdo 1,4 pL. de NaOH 5M e incubou-se a
37 °C durante 15 minutos. Ao final desse periodo foram acrescentados
1,8 uL de HCI 3,94M e 7,0 puL de Tris-HC1 1M pH 7,5, e o volume
final foi ajustado para 50 pL com agua MilliQ.
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A sonda foi purificada em coluna de Sephadex G-50 equilibrada
com STE e montada em uma seringa de 1 mL contendo 13 de vidro
siliconizada em sua extremidade inferior (37). Através de centrifugagio
a 4.000 rpm (centrifuga clinica) por 4 minutos, o volume eluido da
coluna foi recuperado em microtubo de 1,5 mL. Em seguida foram
adicionados 100uL de STE a coluna e, apds nova centrifugacdo, o
volume eluido foi novamente coletado e misturado com o obtido
anteriormente (39).

Pré-hibridacao e hibridacao de membranas de alta densidade

As hibridagdes foram feitas seguindo o protocolo descrito por
McPherson (28); (http://www.tree.caltech.edu/protocols/
overgo.html). Para diminuir o background, as membranas foram
colocadas inicialmente em solucdo fervente de SDS 0,1%, seguindo as
recomendacdes do fabricante.

Tanto as hibridagdes como as lavagens foram feitas em um forno
de hibridagdo Hybaid, modelo H9360 (Hybaid Instruments, Holbrook,
NY). As membranas foram colocadas em solucdo de pré-hibridagdo
em garrafas de vidro com tampa (15 x 3,5cm), por 4h na primeira vez
que foram utilizadas e por 2 h nas vezes seguintes, a 58°C, utilizando-
se um volume de 10 mL da solugdo por membrana. A solugdo de pré-
hibridagdo foi a mesma utilizada na hibridagdo (1% BSA, 7% SDS,
0,5% tampao fosfato de sodio 1M).

Apos apurificacdo e desnaturagdo da sonda a 95 °C por 5 minutos,
esta foi adicionada a solucdo de hibridagdo no cilindro contendo as
membranas e o conjunto permaneceu por 18h a 58 °C, quando entdo
foram lavadas.

Lavagem das membranas

Ap6s a hibridagdo, procedeu-se a lavagem das membranas para
retirada do excesso de sonda e das hibridagdes inespecificas que
possivelmente tenham ocorrido. As membranas foram lavadas trés
vezes, por periodos de 30 minutos a 58°C, de maneira sucessiva,
com aproximadamente 100 mL das seguintes solugdes: 2xSSC +
0,1%SDS; 1,5xSSC + 0,1% SDS e 0,5xSSC + 0,1% SDS. Apds a
ultima lavagem as membranas foram removidas da solucdo, seladas
entre dois plasticos e colocados em cassete contendo uma placa
com material sensivel a radioatividade (Image Plate, Fujifilm), onde
permaneceram por um periodo de 96h, apds o qual a captagdo da
imagem digitalizada foi adquirida através de um leitor fosforo
radioativo (Phosphoimager FLA3000-G-Fujifilm, Tokyo) aclopado
a um microcomputador.

Remocao da sonda

Cada membrana foi hibridada trés vezes com sondas preparadas
de maneira independente. Para a remocdo da sonda, apds cada
hibridagao, cada membrana foi lavada duas vezes em 100 mL de solugao
0,4 NaOH + 0,1% SDS por 15 minutos a 65°C seguida por duas
lavagens por 15 minutos a temperatura ambiente com uma solugao de
0,1% SDS +0,1% SSC + 0,2N Tris-HCI. As membranas foram seladas
e colocadas novamente no cassetes por 96 h. A eficiéncia da remogao
da sonda foi monitorada repetindo-se o processo de leitura do fosforo
radioativo (FLA3000-G —Fujifilm, Tokyo).

Analise dos macroarranjos

Os sinais obtidos das imagens foram quantificados usando-se o
software “Array Vision” (Imaging Research, St. Catherines, ON,
Canada). A mediana do valor da emisséo de fundo local (“background”)
foi subtraida automaticamente da intensidade de cada ponto, de modo
a se ter a intensidade real de cada amostra (sVol). Os dados relativos a
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emissdo de fundo para cada ponto, a emissdo bruta dos pontos e a
diferenca entre eles foram exportados para uma planilha do programa
MS Excel (Microsoft, Redmond, WA).

Analises Estatisticas

As analises estatisticas foram conduzidas com o auxilio do programa
estatistico R (R Development Core Team, 2003) e de aplicagdes
desenvolvidas especialmente para analises estatisticas de dados obtidos
a partir da técnica de “DNA arrays” (Bioconductor — http://
www.bioconductor.org/). A normalizacao dos dados foi executada com
o auxilio de pacotes vsn (14) e os genes diferencialmente expressos
foram identificados por meio da biblioteca limma (40). Em ambos os
casos as configuragdes padrdes foram mantidas, tanto para as
normaliza¢des quanto para a obteng@o dos genes diferencialmente
eXpressos.

As duas duplicatas em cada arranjo foram utilizadas para maximizar
a medida da expressdo diferencial de cada gene por meio da fungao
ImFit dentro do pacote Limma (40). Esta etapa utiliza uma estimativa
da correlagdo entre as duplicatas para gerar uma estimativa mais robusta
da expressdo do gene, comparando a média aritmética das duplicatas.
A expressao diferencial dos genes foi determinada usando uma fungao
empirica de Bayes (EB) dentro do pacote Limma (40), a qual calcula
um t estatistico moderado, com base nos erros padronizados, para
cada gene. Apds a analise EB, os genes diferencialmente expressos
foram organizados de forma descendente segundo o valor do B-
estatistico (“log-odds” da expressao diferencial) (40). Nenhum valor
de significancia foi especificado por este tipo de analise, sendo que os
niveis de aceitagdo ou de rejei¢do de um gene como sendo
diferencialmente expresso foi determinado empiricamente, apos
analises graficas do tipo volcano, o qual permite que se possa observar
quando os genes selecionados estdo bem separados da nuvem de dados
(46). Além desse item, considerou-se, também, o P value associado a
cada EST, também calculado por meio da analise EB, e o B-estatistico.
A freqliéncia de descobertas falsas (FDR), um método proposto por
Benjamini & Hochberg (3) e definido como a propor¢do de descobertas
falsas, foi empregado nas analises (40). Neste estudo, padronizou-se
estudar os 100 primeiros ESTs diferencialmente expressos em cada
ensaio bioldgico (variedade suscetivel ndo inoculada versus inoculada
e variedade resistente ndo inoculada versus inoculada).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As marcagdes visiveis nas imagens digitalizadas das membranas
(Figura 1), geradas pela hibridagdo das mesmas com as sondas de
c¢DNA oriundos das duas variedades de cana-de-agucar, SP82-1176
(resistente) e SP78-4467 (suscetivel), foram transformadas em valores
numéricos associados, os quais foram inicialmente normalizados a fim
de diminuir a influéncia de erros experimentais (Figura 2).

Ap0s a realizacdo das analises estatisticas, 100 ESTs de cada
variedade foram selecionadas e as seqiiéncias submetidas aos bancos
de dados do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) para
identificacdo da proteina codificada (Blastx). A categoria funcional de
cada proteina foi entdo verificada utilizando-se o banco de dados
SwissProt (http://ca.expasy.org), apds o que as proteinas foram
classificadas e agrupadas de acordo com as categorias funcionais
propostas pelo The Institute for Genomic Research (TIGR).
Encontrou-se proteinas pertencentes as seguintes categorias funcionais:
expressao génica, metabolismo, estrutura celular, proteinas nucleares,
proteinas transportadoras, proteina sem classifica¢do definida,
proteina hipotética conservada e proteina desconhecida (Figura 3).
Aquelas proteinas presentes em outros organismos e cuja fungéo nao
pode ser determinada por meio de analise em banco de dados foram
agrupadas como proteinas hipotéticas conservadas e aquelas que nido
tiveram homologia com nenhuma seqiiéncia em banco de dados foram
agrupadas como proteinas desconhecidas. Dos 100 genes selecionados
como diferencialmente expressos para a variedade resistente, 53
apresentaram-se induzidos enquanto que 47 apresentaram-se
reprimidos (Figura 4). Na variedade suscetivel no entanto, 33 genes
foram induzidos e 67 foram reprimidos (Figura 4). A Figura 5 mostra
adispersdo grafica de cada um dos genes selecionados conforme a sua
expressdo diferencial. Em ambos os casos os genes apresentaram
valores de mudanga de nivel de expressio (log , Fold Change) maior
que 2 para os genes induzidos e menor que —2 para os genes reprimidos.

Na variedade resistente, apresentou-se induzida uma EST com
similaridade a proteina relacionada com a biossintese de isoprendide
(LR1055F02, e-value: 7.e-05, gi:29367407), que em plantas superiores
participa de uma ampla variedade de fungdes biologicas, tais como
fotossintese, respiragéo, crescimento, controle do ciclo celular, defesa
da planta e adaptacdo as condi¢des ambientais. Exemplos especificos

Figura 1: Imagem digitalizada de um dos quatro conjuntos de membranas de nailon (85 x 125 cm) contendo 3.575 ESTs em duplicata, que foram
utilizados para analisar a expressdo génica de cana-de-agtcar infectada com X. albilineans. As membranas foram hibridizadas com [a-*P]cDNA
produzido por acdo da transcriptase reversa sobre 30 pg de RNA total de folha de cana-de-agtcar. (A) Hibridizagdo com cDNA da variedade
SP78-4467, suscetivel a escaldadura da folha, ndo inoculada (controle); (B) Hibridizagdo com cDNA da variedade SP78-4467, suscetivel a

escaldadura da folha, apds 5 meses da inoculagdo com X. albilineans.
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de isoprendides incluem pigmentos fotossintéticos (clorofila e
carotenoides), hormdnios (4acido abscisico (ABA), giberelinas (GA),
citoquininas, componentes estruturais de membranas (fitoesteroides)
¢ agentes antimicrobianos as fitoalexinas (19).

Os isoprendides sdo derivados por uma condensagdo consecutiva
de precursores com 5 carbonos, o isopentenil difosfato (IPP), e seus
isdmeros dimetilalil difosfato (DMAPP). Varios trabalhos tém
demonstrado que, em plantas, duas vias distintas sintetizam [IPP. Como
os isoprenoides sdo compostos essenciais, muitos trabalhos tém sido
desenvolvidos para o conhecimento da via que inicia sua produgdo.
Todos os isoprendides sdo derivados da molécula precursora IPP e
DMAPP, que sdo produzidas em plantas pela via MVA (acetato/
mevalonato) citoplasmatica ou pela via MEP plastidica (assim
denominada com base no nome da primeira molécula formada nessa
via, 2C-metil-D-eritol 4-fosfato) (23). Existem isoprendides que sdo
sintetizados a um nivel muito baixo e agem como hormonios, ¢ ha
outros isoprendides que sdo necessarios em grande quantidade, tal
como clorofila e carotendides (43).

As analises indicaram, também, que na variedade resistente ocorre
um aumento na expressao de duas outras ESTs, uma com similaridade
aproteina LRR transmembranica e outra com similaridade a proteina
com “ziper”de leucina . A EST com similaridade a proteina quinase
transmembranica com repeti¢des ricas em leucina (LRR) (LR1108D11,
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e-vale: 2e-09, gi:15241089), atuam no reconhecimento de moléculas
elicitoras liberadas pelo patdgeno. O gene Xa21 codifica uma proteina
com 1025 aa, que possui um peptideo sinal, 23 LRRs extra-
citoplasmaticos com numerosos sitios potenciais de glicolisagdo, um
dominio transmembréanico e um dominio quinase entracelular (17),
sugerindo que o caminho de transdugao de sinais ¢ baseado em uma
interagdo proteina/proteina e fosforilagdo/desfosforilagiao (41).
Considerando que Xanthomonas oryzae pv oryzae coloniza,
preferencialmente, os vasos do xilema, assim como Xanthomonas
albilineans, aumentam os indicios de que a EST LR1108D11 esteja
envolvida no processo de resisténcia a escaldadura da folha em
cana-de-agucar (Figura 6). A outra EST induzida apresentou
similaridade a proteina contendo “ziper de leucina (LZ)
(LR1003D10 e-value: le-12, gi:50947893). Estes dois dominios,
LRR e LZ, tem sido encontrados em grande parte dos genes R
clonados até a presente data. Dominios tipo LZ podem mediar a
interagdo entre proteinas, como por exemplo, a interagdo entre as
proteinas Avr (patdégeno) e proteinas R (planta) (4).

Uma EST com similaridade a uma provavel proteina mutase/
prefenato dehidratase (LR1087G09,e-value: 5.e-49, gi:37536214) foi
superexpressa na variedade resistente. Em Arabdopsis foi clonado e
caracterizado um gene que codifica a enzima corismato mutase que
cataliza a primeira etapa na sintese de fenilalanina e tirosina (29 ).
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expressas na variedade resistente (SP82-1176), e em (B) na variedade suscetivel (SP78-4467) de cana-de-agucar na interagdo com X. albinineans

Aminoacidos aromaticos como fenilalanina, tirosina e triptofano, sdo
requeridos para biossintese de proteinas e precursores de metabolitos
aromaticos secundarios, incluindo o hormdénio auxina, que ¢ um
regulador de crescimento da planta (3-indol-acido acético), alcaldides
antimicrobianos, flavanoides, e compostos polifendlicos tais como as
ligninas que sdo requeridas para a estrutura do xilema (20, 22, 31).
Segundo Hilaire 2001 (18), a lignificagdo da parede celular esta
relacionada ao mecanismo de defesa da planta durante a interagao
planta-patogeno. O engrossamento da parede secundaria do xilema
diminui a extensdo da membrana que € exposta as células bacterianas,
reduzindo o acesso das células ao xilema parenquimatico. Logo, paredes
lignificadas no vaso do xilema podem funcionar como uma barreira a
transferéncia de compostos produzidos pela bactéria para a célula
vegetal, como fatores de viruléncia e aviruléncia (18) (Figura 6).
Uma EST com similaridade a glutationa sintetase (LV1048B10, e-
value: 3.e-33, gi:50428521) apresentou-se reprimida na variedade
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resistente. A glutationa ¢é sintetizada a partir da glutationa sintetase,
sendo a principal responsavel pela protegao de plantas contra espécies
reativas de oxigénio (perdxido de hidrogénio, radicais hidroxila, anion
superdxido) produzidas durante estresse bioticos e abidticos. Uma
das respostas de defesa mais rapida empregando o reconhecimento do
patdgeno € a explosdo oxidativa, a qual compreende a producdo de
espécies intermédiarias reativas de oxigénio primeiramente superoxido
e perdxido de hidrogénio, no local da invasao do patogeno (2). Peroxido
de hidrogénio ¢ um oxidante estavel (38), apresentando capacidade de
atravessar facilmente a camada bilipidica da membrana celular e
promover a rapida elicitagcdo da resposta do vegetal ao estresse (1).
Dentre as varias fungdes no apoplasto da célula hospedeira, o peroxido
de hidrogénio possui agdo antimicrobiana, ¢ precursor na cascata de
transdug@o de sinais para ativagdo de genes de defesa, (32), e evidéncias
indicam seu envolvimento em muitos mecanismos de resisténcia da
planta a estresse, participando da via de lignifica¢do a qual forma uma
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reprimidos e na parte superior sdo apresentados os induzidos. (A)
ESTs da variedade resistente; (B) ESTs da variedade suscetivel.

barreira mecanica bloqueando fisicamente a propagagao do patogeno
(47). Estudos realizados por El-Zahaby, 2004 (15) indicam que os
radicais superoxidase e o peroxido de hidrogénio eram os mais
importantes envolvidos na explosdo oxidativa resultando na inibigdo
do crescimento do patogneo na planta e alteravam os sintomas no
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tabaco. Segundo Coego et al (2005) (9), a inibi¢do da expressdo do
gene Ep5C, o qual codifica uma peroxidase catidnica, € suficiente para
conferir resisténcia contra Pseudomonas syringae pv tomato. A
expressdo do gene Ep5C é rapidamente induzida por perdxido de
hidrogénio, que ¢ uma espécie reativa de oxigénio, normalmente gerada
durante a interagdo planta-patdogeno. Segundo o mesmo autor (9), a
reducdo do crescimento do patogeno pode ser considerada uma nova
forma de resisténcia a doenga baseada na perda da habilidade do
hospedeiro em manter o patdgeno, a qual age independentemente da
resisténcia mediada pelo gene R ou da ativagdo de defesas do hospedeiro,
ou seja, trata-se de uma resisténcia de amplo espectro. O fato da EST,
que possui homologia com uma glutationa sintetase (LV1048B10 e-
value 3.e-33, gi:50428521), ter sido reprimida na variedade resistente
apos inoculagdo com X. albilineans esta de acordo com os estudos
anteriores discutidos, ou seja, a diminui¢do de glutationa leva ao acumulo
de espécies reativas de oxigénio controlando, desta maneira, a
proliferacdo bacteriana, e por sua vez, os sintomas caracteristicos da
doenga ndo sdo elicitados (Figura 6).

Uma EST associada a senescéncia (LR1131C02, e-value: 3 e-59,
gi:12836895) foi reprimida na variedade resistente. A senescéncia pode
facilitar o desenvolvimento de doengas causadas por patdogenos,
principalmente necrotroficos (25). A planta resistente, mantendo
reprimido esse gene, poderia retardar a agdo de bactérias necrotroficas.
Por outro lado, as plantas suscetiveis poderiam induzir a senescéncia
de um 6rgdo infectado por um patégeno a fim de controlar a doenca.

Foi reprimida na variedade suscetivel uma EST com similaridade a
pro-enzima S-adenosilmetionina descarboxilase (AdometDC)
(LR2014E11, e-value: 0, gi:3913427), a qual esta relacionada com a
sintese de etileno. O composto precursor do etileno ¢ o S-adenosil
metionina (AdoMet) que forma l-aminociclopropano-1-acido
carboxilico (ACC) que € posteriormente convertido em etileno, CO,,
e HCN pela ACC oxidase. Varios estudos tém revelado impressionante
similaridade entre respostas ao estresse bidtico e senescéncia (30),
ferimentos (35) e estresse a seca (21). O hormoénio vegetal etileno ¢
um importante sinal em muitas situagdes de estresse abidtico, mas
também em interagdes planta-patéogeno (8). Talvez os genes
relacionados a senescéncia e a sintese de etileno sejam reprimidos em
ambas as variedade, devido a fatores produzidos pelo patdogeno que na
variedade resistente inibe a senescencia mas nio inibe a resisténcia, a
qual é obtida por outras vias metabdlicas.

Uma EST codificando uma provavel proteina fosfatase
(LR2031E06, e-value: e-138, 2i:9909177) também apresentou-se
reprimida na variedade suscetivel. Moléculas sinais geradas no sitio
de infecg@o durante interagao planta-patdgeno podem induzir resposta
de defesa sistemicamente. Tem sido mostrado que o reconhecimento
de varios sinais microbianos ¢ mediado por receptores
transmembranicos do tipo quinase ¢ induzem a cascata de eventos
fosforilagdo/desfosforilagdo resultando finalmente na ativagao/
repressao de genes relacionados a resposta de defesa da planta (26).

Nossos resultados mostraram o mesmo clone (LR1058A08, e-
value: 8.e-51, gi:34913856) com similaridade a RNA helicase,
apresentando-se induzido na variedade resistente e reprimido na
suscetivel (Figura 6), mostrando assim um comportamento diferenciado
para cada variedade durante o ataque do patégeno cuja expressao pode
estar relacionada com a diferencia¢do de plastideos e a tolerancia ao
frio. Existem helicases que pertencem a familia DEAD “box’ presente
em procariotos e eucariotos e tem um importante papel pos-
transcricional, no crescimento e na diferenciagdo celular (11). Um
possivel papel desta RNA helicase na diferenciagdo de plastideos e
desenvolvimento da planta tem sido proposto, sendo a mesma
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relacionada com o desenvolvimento de cloroplastos e morfogénese processos metabodlicos, como sintese de lipideos, aminoacidos e
foliar (20). Os cloroplastos sao considerados o principal tipo de hormoénios. O desenvolvimento de cloroplastos a partir de
plastideo, ndo realizando apenas fotossintese, mas também outros protoplastideos nao diferenciados ocorre por meio de uma série de
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processos biologicos envolvendo um grande niimero de proteinas
(44). Muitas evidéncias indicam que o desenvolvimento dos
cloroplastos regula a diferenciagdo foliar, especialmente a
morfogénese do mesofilo (27).

Em tabaco, a mutagdo do gene vd! (variegated and distorted
leaf) foi identificada dentro de um locus que presumivelmente
codifica uma RNA helicase de cloroplasto. A identificacdo de uma
insercdo T-DNA neste gene afeta o desenvolvimento de folhas,
flores e raiz (20). O locus VDL codifica uma provavel RNA helicase
pertencente a superfamilia DEAD “box” (20). A observagdo de que
VDL ¢ expressa em tecidos ndo-fotossintéticos e que sua
interrup¢do afeta raizes e flores indica que a mesma estd envolvida,
também, na diferenciacdo de todos os plastideos de diferentes
tecidos vegetais (42). Em Arabidopsis thaliana, proteina tipo RNA
helicase foi associada a fatores de transcrig¢do relacionados a
tolerancia ao frio e ao congelamento (16). A toxina albicidina,
produzida pela bactéria causadora da escaldadura da folha, em
variedades suscetiveis, inibe o desenvolvimento dos cloroplastos,
alterando suas fung¢des (6) (Figura 6). A indugdo diferencial da
enzima helicase na variedade resistente talvez seja um dos fatores
que confere resisténcia a doenga causada por X. Albilineans ou sua
repressdo pode causar suscetibilidade.

Foireprimida na variedade suscetivel uma EST com similaridade a
proteina contendo motivo do tipo dedos de zinco “zinc finger-tipo
C3HC4” (LR1051C03, e-value: 1.e-11, gi:15227929). Entre os genes
identificados por mutagénese, em Arabidopsis thaliana, LSD1 codifica
um regulador negativo de PCD (morte programada da célula) de planta.
A proteina codificada por LSD1 contém trés “zinc finger” altamente
relacionados e pode funcionar como reguladora de transcri¢do ou como
uma proteina relacionada com estrutura (13).

E interessante ressaltar que tanto na variedade resistente quanto
na suscetivel foi reprimida uma EST com similaridade ao carreador da
auxina (LR1069F12, e-value: e-41, gi:18409758), que sdo considerados
transportadores de influxo e efluxo responsaveis pela concentragao de
auxina nas cé€lulas. A auxina ¢é transportada através da membrana
plasmatica das células de planta por difusdo e por transportadores
que atuam em dire¢des opostas: transportadores de influxo e efluxo.
Os dois transportadores provavelmente tém um papel importante,
controlando a concentracdo de auxina e sua distribui¢do na planta
(12). O transporte de auxina ¢ essencial em varios estdgios de
desenvolvimento da planta, para garantir um crescimento coordenado
a nivel celular e fornecer a capacidade para responder a estimulos
ambientais (24). Provavelmente, na variedade resistente outra enzima
podera estar desenvolvendo este papel.

As seqiiéncias de aminoacidos dos genes com similaridade a
proteinas hipotéticas e desconhecidas podem ser analisadas para se
determinar a presenga de dominios protéicos caracteristicos e, desta
maneira, inferir possiveis fungdes para as mesmas. Além disso, estes
genes podem ser investigados por meio da técnica de duplo-hibrido,
com o intuito de identificar possiveis interagdes com outras proteinas
de fungdes conhecidas.

Com base nos nossos dados podemos observar a diferenga
na expressao génica entre as duas variedades de cana-de-agucar
quando submetidas a estresse bidtico com X. albilineans. Os
resultados obtidos mostram que o perfil de resisténcia pode
estar relacionado principalmente com o controle do crescimento
da bactéria na planta e a indugdo e repressdo de vias metabodlicas
envolvidas com a resisténcia, como pode-se observar na
variedade de cana-de-agucar resistente a escaldadura e repressao
de vias na variedade suscetivel (Figura: 6)
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