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RESUMO

Ferro, M.L.T., De Barros, N.M., Dabbas, K.M., Laia, M.L., Kupper, K.C., Moraes, V. A. de, Ferro, J. A. Zingareti, S. Andlise do perfil de
expressao de genes da cana-de-agticar envolvidos na interagdo com Leifsonia xyli subsp. xyli. Summa Phytopathologica, v.33,n.2, p.154-166,

2007.

Utilizando a técnica de macroarranjos de cDNA em membranas
de nailon, analisou-se o perfil de expressao de 3.575 ESTs (“Expressed
Sequence Tags”) de cana-de-agucar, oriundas do projeto SUCEST, em
duas variedades, uma tolerante (SP80-0185) e outra suscetivel (SP70-
3370) ao Raquitismo da Soqueira. Foram analisadas amostras foliares
de plantas inoculadas com Leifsonia xyli subsp. xyli., agente etiologico
do Raquitismo, contrastadas com plantas ndo inoculadas (controle),
para cada variedade, marcadas com sondas de cDNA e hibridizadas
contra os macroarranjos. Ap6os as hibridizagdes e andalises estatisticas
dos dados foi possivel identificar 49 ESTs com expressdo alterada,
sendo 44 na variedade tolerante (41 ESTs induzidos e 3 reprimidos) e
5 na variedade suscetivel (2 ESTs induzidos e 3 reprimidos). Os
resultados obtidos sugerem que a tolerancia da variedade SP80-0185
de cana-de-agtcar a bactéria fitopatogénica pode estar relacionada

com a percepgdo de sinais extracelulares, visto que ESTs relacionados
a vias de transducdo de sinais apresentaram expressdo génica induzida
na variedade tolerante, os quais codificam para uma EST com
similaridade a H'-ATPase da membrana plasmatica, fatores de
transcricdo G-box, OsNAC6, “DNA binding”, familia MYB e “Zinc
Finger” e ainda uma EST com similaridade ao fator de ligagdo ao G-
Box, o qual corresponde a uma seqiiéncia de DNA cis presente em
varios promotores de plantas e requerido para o reconhecimento de
muitos estimulos ambientais. Na variedade suscetivel foi reprimido
uma EST com similaridade a lipase. Esta enzima, também de membrana,
faz parte da sintese do jasmonato, o qual ativa as defesas vegetais
contra patogenos de plantas. Possiveis fungdes para os genes induzidos
ou reprimidos nas cultivares de cana tolerante ou resistente ao
Raquitismo sdo discutidas neste trabalho.

Palavras-chave adicionais: macroarranjos de cDNA, interagdo planta-patégeno, cana de agucar, raquitismo da soqueira

ABSTRACT

Ferro, M.L.T., De Barros, N.M., Dabbas, K.M., Laia, M.L., Kupper, K.C., Moraes, V. A. de, Ferro, J. A., Zingateti, S.M. Differential gene
expression in sugar cane infected by Leifsonia xyli subsp. xyli. Summa Phytopathologica, v.33,n.2, p.154-166, 2007.

The macroarray nylon membrane technology was used to study the
differential gene expression of 3.575 ESTs clones from sugarcane libraries.
Total RNA was extracted from two varieties, one known as tolerant
(SP80-0185) and another known as susceptible (SP70-3370) to the
ratoon stunting disease (RSD), after being inoculated with Lefsonia
xyli subsp. xyli bacterial extracts, and used as probe. Out of the 3.575
ESTs, 49 showed differential expression levels. Most of the selected
ESTs were found in the resistant variety, 41 being induced and 3 being
repressed in response to bacterial inoculation. On the other hand, the
susceptible variety showed only 5 differentially expressed genes, 2
being induced and 3 being repressed. These results indicate that the
tolerance to bacterial infection could be associated to extracellular
signal perception because ESTs associated to signal transduction

pathways were induced in the variety SP80-185, e.g. plasma membrane
H+ ATPase EST. Also, ESTs related to transcription factor expression,
such as G-box, OsNAC6, “DNA binding”, MYB family, Zinc Finger
were induced in the tolerant variety after infection. An EST with
high similarity to G-Box binding factor, a cis-DNA sequence present
in some plant promoter genes required to signal transduction for
environmental signals, was also induced. Even though the susceptible
variety had no significant difference in gene expression, a lipase-like
EST was repressed when plants were infected. Lipase, a membrane
enzyme, is also involved in jasmonate biosynthesis, which plays a
major role in plant defense mechanisms. Putative roles for induced
and repressed genes in both tolerant and susceptible varieties are
discussed here.

Additional keywords: cDNA macroarray, plant-pathogen interaction, ratoon stunting disease, sugarcane.
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Desde os tempos do Brasil coldnia a cultura da cana-de-agucar
tem sido uma grande fonte de riqueza para a economia brasileira
(33). O Brasil ¢ o maior produtor mundial de cana-de-agticar, tendo
obtido uma produgédo recorde de 386 milhdes de toneladas no biénio
de 2004/2005 (38).

A regido Centro-Sul se apresenta como a maior produtora,
responsavel por mais de 70% da producgdo nacional, sendo que
no Estado de Sdo Paulo se concentra a maioria das lavouras de
cana-de-agucar, com cerca de 50 mil produtores e 308 unidades
de processamento industrial, produzindo 17,7 milhdes de
toneladas de agucar e 13,7 milhdes de m* de etanol por ano. Os
Estados de Alagoas, Pernambuco, Minas Gerais e Rio de Janeiro
sdo, também, importantes produtores, contribuindo em conjunto
com quase 30% da safra brasileira (33).

Apesar de toda essa magnitude, a cultura da cana-de-agucar
enfrenta problemas que podem contribuir para diminuir a
produtividade, dentre os quais podem se destacar as doencgas e, em
especial, o raquitismo da soqueira (RS) causado pela bactéria
Leifsonia xyli subsp. xyli.

O raquitismo da soqueira tem sido identificado em quase
todas as areas do mundo em que se produz cana-de-agucar.
Variedades suscetiveis ao patdgeno apresentam colmos finos e
internddios curtos. No entanto, tais sintomas externos podem
ser confundidos com aqueles causados por tratos culturais
inadequados, ou insuficiéncia de agua e/ou de fertilizantes.

A auséncia de gendtipos imunes, a ndo observancia de
técnicas de controle, como a termoterapia durante a produgao
de mudas, bem como a ndo descontaminag¢ido das ferramentas
utilizadas durante o plantio e a colheita, tém contribuido para a
ocorréncia generalizada do RS (13). Além disso, a auséncia de
sintomas especificos e de métodos de diagnose precisos e
rapidos tém dificultado o controle da doenga.

Considerando que o plantio de variedades resistentes ou
tolerantes apresenta-se como um método pratico e seguro para
o controle de doengas de plantas, além de ser ecologicamente
correto, torna-se imprescindivel o conhecimento acerca das
respostas que os vegetais desenvolvem quando atacados por
patéogenos. O acumulo de conhecimentos sobre as interagdes
planta-patdogeno devera contribuir para a obten¢do de variedades
mais resistentes ao ataque de patdgenos e mais adaptados a
nova dindmica mundial de sustentabilidade dos recursos
ambientais.

Desse modo, o conhecimento de genes expressos
diferencialmente durante o processo de infecg¢do podera auxiliar
a elucidar os mecanismos de respostas da planta que levam a
tolerancia ao RS. A identificag¢do de genes induzidos na variedade
tolerante infectada pelo patdégeno pode levar, ainda, ao
estabelecimento de genes candidatos utilizaveis como
marcadores moleculares em programas de melhoramento
genético, ou no desenvolvimento de plantas geneticamente
modificadas agregando caracteristicas desejadas.

Diante da relevancia destes aspectos, o perfil de expressdo de
3.575 clones (ESTs) de cana-de-agtcar foi estudado utilizando a
técnica de macroarranjo de cDNA, permitindo a analise do perfil
de expressdo génica de plantas inoculadas com a fitobactéria em
contraste com o perfil obtido para plantas nao inoculadas (utilizadas
como controle), em variedades de cana suscetivel e tolerante ao
Raquitismo da Soqueira. Possiveis fungdes para os produtos dos
genes diferencialmente expressos serdo discutidos.
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MATERIAL E METODOS

Producao e inoculacio de mudas de cana-de-acgucar

A produgdo e inoculagao de mudas das duas variedades de cana-
de-acucar utilizadas neste estudo, SP80-0185 (tolerante) e SP70-3370
(suscetivel) foram realizadas no CTC (Centro de Tecnologia Canavieira
- Piracicaba-SP). Os toletes de cana-de-agticar previamente inoculados
com a bactéria fitopatogénica, foram plantados no més de outubro e
coletados em julho. Durante o cultivo das plantas utilizou-se adubagao
corretiva, baseada em analise do solo e tratos culturais inerentes a
cultura. A infestagdo de ervas daninhas foi controlada manualmente,
de modo a evitar a contaminag@o das parcelas de plantas que nao
foram inoculadas.

O indculo de Leifsonia xyli subsp. xyli foi feito com a cepa CTCBO07,
isolada no CTC, a mesma utilizada para o seqiienciamento deste genoma
(projeto financiado pela FAPESP). A inoculagio das plantas foi realizada
através de corte dos colmos no sulco de plantio com facdo previamente
mergulhado em uma suspensao de indculo produzido a partir de plantas,
previamente infectadas com a bactéria. A confirmag¢ao da infecgdo das
plantas pela bactéria se deu pela analise da seiva retirada de amostras
aleatdrias de toletes da touceira, por pressdo, ¢ coletados em
microtubos, tipo eppendorf. Amostras de 100uL de seiva foram
colocadas em membranas de nitrocelulose (0,451m) que apds secagem
em estufa foram reveladas com antisoro de coelhos imunizados com L.
xyli subsp. xyli (6).

Os experimentos de inoculagdo do fitopatéogeno em plantas
tolerantes e suscetiveis foram montados em uma area experimental,
localizada no CTC, com 60 plantas, tendo-se 4 repeti¢des para cada
tratamento, dispostas em blocos casualizados. As plantas suscetiveis
inoculadas e controle foram cultivadas no mesmo local, apenas em
blocos diferentes. O mesmo delineamento foi utilizado para a variedade
tolerante. Deste experimento foram coletadas 3 amostras de plantas
de cada tratamento para a realizagdo da analise de expressdo génica
por macroarranjo.

Extracao de RNA total dos tecidos de cana-de-agticar

Decorridos 9 meses do plantio, amostras de tecido foliar (das duas
variedades de cana-de-agtcar, inoculadas e nao inoculadas), foram
coletadas e imediatamente congeladas em nitrogénio liquido para serem
posteriormente armazenadas a -80 °C.

O RNA total foi isolado de amostras individuais de folhas de cana-
de-acucar, incluindo as nervuras, utilizando solugdo monofasica de
fenol e isotiocianato de guanidina. Trés gramas de tecido foram
macerados em N, liquido, homogeneizados em 15 mL de Trizol Reagent
(Invitrogen) e mantidos por cinco minutos a temperatura ambiente
(24°C). Em seguida, foram adicionados 0,2 mL de cloroférmio para
cada 1 mL do reagente Trizol e, entdo, as amostras foram agitadas
vigorosamente ¢ incubadas por 3 minutos a temperatura ambiente.
Ap0s as amostras serem centrifugadas a 7.500 x g por 15 minutos, a
4 °C, o sobrenadante foi transferido para um novo tubo de 15mL.
Adicionou-se 0,5 mL de alcool isopropilico para cada ImL de reagente
Trizol usado na homogeneizagao inicial. A mistura foi mantida a
temperatura ambiente por 10 minutos e depois centrifugada a 12.000
x g por 15 min, a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado
foi lavado com etanol 75% (1 mL de etanol para cada 1 mL de reagente
Trizol utilizado na homogeneizagao inicial). As amostras foram agitadas
vigorosamente e centrifugadas a 7.500 x g por 5 minutos. O pélete de
RNA foi dissolvido em agua livre de RNase (agua tratada com
dietilpirocarbonato DEPC) e armazenado a —80 °C.
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A quantificacdo do RNA extraido foi feita em biofotometro
(Eppendorf), na diluigdo 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).

Preparac¢ao de membranas para macroarranjo

Para realizacdo do ensaio foram utilizadas um conjunto de 4
membranas de alta densidade confeccionadas a partir de DNA
plasmidial de bactérias recombinantes contendo todos os ESTs
das bibliotecas de folha (LV) e de cartucho (LR) produzidas no
projeto Sucest (40). Uma membrana foi utilizada para cada
tratamento realizado em triplicata, respectivamente. As
amostras de DNA plasmidial contendo os ESTs da cana foram
obtidas por meio de micro-preparagao realizada através de lise
alcalina em placas de 96 pogos.

Foram transferidas 3.575 amostras de DNA plasmidial para
membrana de nailon de 85 x 125 mm, carregada positivamente
(Genetix), com o auxilio de um sistema robotizado (Q-BOT-
GENETIX-UK) do Centro Brasileiro de Estocagem de Genes (3).
As amostras foram depositadas em duplicata com espagamento de
900 micron entre pontos, num arranjo 5x5, incompleto, perfazendo
um total de 7.150 pontos por membrana. Apds a transferéncia do
DNA, as membranas foram submetidas a tratamento em solucdo de
desnaturacao (NaCl 1,5M e NaOH 0,5M) e de neutralizagdo (NaCl
1,5M e Tris Base 1M pH 7) por 5 e 10 min, respectivamente e,
logo em seguida, o DNA foi imobilizado a membrana por meio de
radiacdo com luz UV (1600 joules/cm?), seguindo as recomendagdes
do fabricante (Genetix,UK).

Hibridizac¢oes

Sintese da sonda de cDNA

As sondas foram produzidas seguindo o protocolo descrito
por Schummer (35) com modificagdes. 30pug de RNA total foram
transformados em ¢cDNA utilizando a enzima transcriptase reversa
SuperScript II (Invitrogen) em seu tampao de sintese 1X acrescido
de iniciador Oligo dT (dT VN, Invitrogen), nucleotideos ndo
marcados (dATP, dTTP, dGTP a 10 mM cada) e 30 mCi de [a**P]
dCTP, seguido de incubagdo por 30 minutos a 42 °C. Adicionou-se
a seguir dCTP nao marcado para a concentragdo final de ImM e a
reagdo prolongou-se por mais 60 minutos. A sonda foi purificada
em coluna de Sephadex G-50 (34).

Sintese da sonda oligo-vetor

Para verificagdo da homogeneidade de deposicdo do DNA
plasmidial nas membranas, estas foram hibridizadas com uma sonda
construida a partir de um fragmento de 40 pares de base do gene de
resisténcia a ampicilina presente no vetor pSPORT1. O fragmento
foi amplificado pela reag@o de cadeia da polimerase (PCR) com
os oligonucleotideos 5’-GTG GTC CTG CAA CTT TAT CCG
C-3’e 5’-TAG ACT GGA TGG AGG CGG ATA A-3’ na presencga
de [a-*P]dCTP, de acordo com o protocolo descrito por McPherson
em http://www.tree.caltech.edu/protocols/overgo.html (21). No
momento da analise das membranas foram excluidas as ESTs cujos
pontos apresentaram um sinal de intensidade fraca (menor que
10% da média de todos os pontos da membrana), bem como as
ESTs cujas réplicas apresentaram sinais com intensidade muito
variaveis (razao maior que dois entre o maior e o menor sinal).
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Pré-hibridizac¢ido e hibridizacio de membranas de alta
densidade

As hibridizac¢des foram realizadas seguindo o protocolo descrito
por McPherson (21). Para diminuir o background, as membranas foram
colocadas inicialmente em solu¢do SDS 0,1% fervente, seguindo as
recomendagdes do fabricante.

As membranas foram pré-hibridizadas a 58 °C, por 4h na primeira
vez que foram utilizadas e por 2 horas nas demais utilizando-se um
volume de 10 mL e solugdo (1% BSA, 7% SDS, tampao fosfato de
sodio 1M pH 7,0) por membrana. As membranas foram hibridizadas
em 10 mL da mesma solugdo, qual foi adicionada a sonda purificada,
por 18 horas, a 58 °C.

Lavagem das membranas

Ap6s a hibridizagao, 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; 0,5xSSC + 0,1% SDS, respectivamente. Apos
as lavagens as membranas foram seladas e expostas em cassetes
(Imagem Plate-Fujifilm) por um periodo de 96 h. As imagens foram
captadas e digitalizadas utilizando-se um leitor de imagens
(Phosphoimager FLA3000-G -Fujifilm, Tokyo).

Remocao da sonda

Para a remogdo da sonda as membranas hibridizadas foram lavadas
duas vezes, por periodos de 15 minutos a 65 °C, com 100 mL de
solucdo pré-aquecida a 65 °C por membrana contendo 0,4N NaOH +
0,1% SDS e lavadas duas vezes a temperatura ambiente com uma
solugdo de 0,1% SDS + 0,1% SSC + 0,2N Tris-HCI pH 8.0. As
membranas foram novamente seladas e colocadas nos cassetes por
periodos de 96 horas. A eficiéncia da remogao da sonda foi monitorada
repetindo-se o processo de leitura do fosforo radioativo (FLA-3000-
Fujifilm).

Anailises Estatisticas

As imagens obtidas foram analisadas, individualmente, pelo
programa “Array Vision” versao 8.0 (Imaging Research, St. Catherines,
ON, Canada), o qual transforma as intensidades de sinal emitidas por
cada ponto (EST) da membrana em valores numéricos. Esses valores
foram armazenados em uma planilha eletronica com trés colunas, sendo
que na primeira havia a informag¢do do ponto (EST) na membrana a
que esta linha se referia, na segunda os valores brutos obtidos para
este ponto e na terceira coluna os valores de background, também
referente a esse mesmo ponto.

Essa planilha eletronica foi lida no programa MS Excel (Microsoft,
Redmond, WA), onde o valor liquido para cada ponto (EST) da
membrana foi obtido, subtraindo-se o respectivo valor de background
do respectivo valor bruto para cada um dos pontos (EST) analisados.
Uma vez que havia dois pontos na membrana referentes a um mesmo
EST, obteve-se a média desses dois pontos para todos os EST
analisados.

Uma segunda planilha foi gerada onde na primeira coluna havia
todos os EST analisados e nas demais colunas os valores liquidos
obtidos para cada um desses pontos, sendo cada uma dessas colunas
referentes a uma membrana analisada. Em seguida, os valores liquidos
foram transformados para log na base dois a fim de normalizar os
dados para posterior analise estatistica.
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Os dados transformados foram organizados conforme disposi¢ao
requerida pelo programa SAM (“Significance Analysis of
Microarrays”) (37), o qual foi utilizado para a identificagdo dos EST
diferencialmente expressos, seguindo as orientagdes contidas no
manual do programa (37).

O SAM baseia suas analises estatisticas em uma série de testes-¢
especificos para cada gene, adaptadas para a deteccdo de genes
diferencialmente expressos em larga escala. Os genes que apresentaram
niveis de expressdo além de um certo limiar sdo designados como
genes com resposta diferencial potencialmente significativa. Além disso,
0 SAM calcula o valor de “Fold Change”, que ¢ a razdo entre o valor
obtido para o experimento tratado pelo valor obtido para o experimento
controle para um dado gene, para cada EST e o valor de descobertas
falsas (FDR) (2) para um conjunto de genes, neste caso ESTs.

A relacdo dos genes diferencialmente expressos foi obtida
ajustando o valor delta do SAM de modo a obter um valor de FDR
igual ou menor que 5% e “Fold Change” maior ou igual a 2 ou
menor ou igual a -2.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A técnica de macroarranjos de cDNA foi empregada com o objetivo
de identificar o padrdo de expressdo génica de duas variedades de
cana-de-agucar, uma tolerante (SP80-0185) e uma suscetivel (SP70-
3370) a Leifsonia xyli subsp. xyli, bactéria causadora do Raquitismo da
Soqueira em cana-de-agticar. Nas membranas de macroarranjos utilizadas
foram imobilizados 3.575 clones de plasmideos recombinantes
contendo cDNAs de folha e cartucho sequenciados pelo programa
SUCEST, foram imobilizadas em membranas de nailon, gerando o
macroarranjo.

Para avaliar as possiveis flutuagdes na quantidade de DNA
depositado nas membranas foram calculados os coeficentes de variagdo
(cv) de sinal dos pontos apds a hibridizagdo das mesmas com a sonda
oligo vetor conforme metodologia utilizada por Felix et al. (9). Apenas
as membranas com valores de cv inferiores a 10% foram usadas para
subseqiientes analises (dados ndo mostrados). Na Figura 1, pode-se
observar que a maioria dos pontos apresentou a mesma intensidade de

| - | - S
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sinal, comprovando a homogeneidade na quantidade de DNA
depositado roboticamente.

O perfil de expressao génica pode ser observado pelo contraste
entre membranas de nailon hibridizadas com sondas de cDNA obtidas
a partir de variedade tolerante ndo inoculada (controle) e inoculada
(tratamento) e variedade suscetivel ndo inoculada (controle) e
inoculadas (tratamento). Na Figura 2 ¢ possivel observar que ndo
houve hibridizag@o de todos os pontos, como verificado para a sonda
do oligo-vetor que possui homologia com todas as seqiiéncias
depositadas (Figura 1). A expressao génica diferencial pode ser aferida
pela diferenga observada na intensidade de sinais obtidos para um
determinado ponto (EST), apos hibridizacdo com cDNAs da planta
em condigao controle ou tratada, que refletem, em ultima instancia, as
quantidades de RNAs mensageiros produzidos nas plantas tolerantes
e suscetiveis quando inoculadas (tratadas) ou ndo inoculadas (controle)
com o patogeno (Figura 2).

Figura 1. Imagem digitalizada de membrana de nailon 85 x 125cm,
contendo 3575 clones ESTs em duplicata, preparadas a partir de DNA
plasmidial de bibliotecas de folha (LV) e cartucho (LR), geradas no projeto
SUCEST e hibridadas com sonda construida para reconhecer a_seqiiéncia
do gene Amp' do vetor pSPORT1, marcadas com 30 uCi de [cqu] dCTP.

Figura 2. Imagens digitalizadas de
membranas de nailon 85 x 125cm,
contendo 3.575 clones ESTs em
duplicata preparadas a partir de DNA
plasmidial de bibliotecas de folha (LV) e
cartucho (LR), geradas no projeto
SUCEST. (A) Hibridizagdo com cDNA
da variedade SP80-0185, tolerante ao
raquitismo da soqueira, ndo inoculada
(controle); (B) Hibridizagdo com cDNA
de planta variedade tolerante inoculada
com fitobactéria, (C) Hibridizagdo com

suscetivel ao raquitismo da soqueira, nao
inoculada (controle), (D) Hibridizagao
da variedade sucetivel inoculada. As
quatro sondas de c}]})NA foram marcadas
com 30 pCi de [o P] dCTP.
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ApOs a realizacdo das analises estatisticas foram gerados os
graficos de dispersdo dos dados produzidos pelo programa SAM
(37), para cada uma das variedades de cana investigadas (Figura 3).
O comportamento da variedade suscetivel quanto ao numero de
genes diferencialmente expressos pode ser visto na figura 3 “A”.
Observa-se que as linhas tracejadas estdo muito proximas da linha
central, mostrando que a variedade suscetivel apresentou poucos
genes diferencialmente expressos na presenca do patéogeno
bacteriano, sugerindo que esta variedade ndo dispara a ativagdo de
mecanismos de defesa frente ao ataque do patdgeno, ou seja, a
bactéria invasora consegue colonizar os tecidos da planta hospedeira
sem que a expressao de genes de resposta de defesa vegetal seja
ativada. Por outro lado, quando se analisa o perfil de expressdo
génica da variedade tolerante (Figura 3), observa-se que as linhas
tracejadas se localizam a uma maior distdncia da linha central,
mostrando que um nimero maior de genes foram diferencialmente
expressos quando comparado a resposta da cultivar suscetivel, o

que nos permite levantar a hipotese de que a variedade tolerante,
quando na presenca da fitobactéria, induz mecanismos de resposta
a estresse biotico.

Ap0s analises estatisticas comparativas das membranas foram
identificadas 49 ESTs diferencialmente expressas, quando
considerados os resultados obtidos para as duas cultivares, tolerante
e suscetivel, utilizadas neste estudo. As seqiiéncias desses ESTs
foram submetidas a busca nos bancos de dados (25, 36), por meio
do algoritmo Blast-x, e os resultados estdo apresentados nas Tabelas
1 e 2. Das 49 ESTs que apresentam expressdo significativamente
alterada, 44 foram obtidas para a variedade tolerante e 5 para a
variedade suscetivel. Dos genes expressos diferencialmente na
variedade suscetivel, 2 ESTs foram induzidas e 3 reprimidas, todas
oriundas de bibliotecas de cartucho de cana-de-agucar (LR). Ja na
variedade tolerante foram induzidas 41 ESTs e reprimidas 3. De 41
ESTs que foram induzidas, 36 sdo de biblioteca de cartucho e 5 sdo
de biblioteca de folha (LV). Com relagdo as ESTs que foram

SAM Plot

Expected
SAM Plot

Expected

Figura 3. Graficos de dispersao dos dados gerados pelo programa SAM (22). As linhas tracejadas indicam o nivel
de significancia. Os genes acima ou abaixo da linha de significancia sdo considerados induzidos ou reprimidos,
respectivamente. Em “A” ¢ apresentado o grafico relativo a variedade suscetivel e em “B” o relativo a variedade

de cana-de-agucar resistente a Leifsonia xyli subsp. xyli.
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reprimidas na variedade tolerante, 2 sdo oriundas de biblioteca de
cartucho e 1 de folha.

Quando se analisa os dados da Tabela 1, verifica-se que, embora
algumas ESTs tenham sido identificadas na variedade suscetivel, como
tendo sua expressao alterada, a analise das seqiiéncias em bancos de
dados ndo permitiu a identificagdo das fungdes atribuidas as ESTs que
foram induzidas, de forma que foram categorizadas como proteinas
hipotéticas ou com fun¢do desconhecida. Com relag@o as ESTs cuja

expressao apresentaram-se reprimidas, duas correspondem a proteinas
desconhecida e hipotética, respectivamente, ambas identificadas
inicialmente em Arabidopsis thaliana e aindauma EST com similaridade
a uma proteina com atividade de lipase

Os resultados mostram que na variedade suscetivel infectada com
Leifsonia xyli subsp. xyli, foi reprimida uma EST (SCCCLR1022C01,
e-value 2e-58) que apresenta similaridade com motivos de lipase
(Tabela 1). Em Arabidopsis o gene DADI1 codifica a fosfolipase A1l

Tabela 1. Genes induzidos e reprimidos em cana-de-agucar (variedade SP703370) suscetivel ao Raquitismo da Soqueira.

Genes Induzidos Seqiiéncia e- value Descricao

SCBGLR1097F10 Gl/22773253 2e-22 Proteina desconhecida [Oryza sativa)]
SCEQLR1093HO01 GI/16805287 2.9 Proteina hipotética [ Plasmodium falciparum)
Genes reprimidos Seqiiéncia e- value Descricao

SCCCLR1022C01 1/20146431 2e-58 Proteina semelhante a lipase [Oriza sativa)
SCCCLR1076G03 GI11285694 1.00e-16 Proteina hipotética [Arabidopsis thaliana)
SCQSLR1089CO01 GI10177031 3.00e-27 Proteina desconhecida [Arabidopsis thaliana)

(PLAT), que catalisa a etapa inicial da biossintese do Jasmonato (14
15) hormonio cuja expressao ¢ induzida em multiplas respostas de
defesa de planta (12) . Os Jasmonatos sdo derivados de acidos graxos
com 12 carbonos, os quais sdo sintetizados a partir de intermedidrios
de 18 carbonos na via octadenoide (ODA) (24). Uma lipase gera a-
acido linolénico, que ¢ o primeiro precursor da via do ODA. O 4cido
linolénico ¢ entdo convertido em acido jasmonico e metil-jasmonato,
coletivamente chamados de jasmonatos (MeJA) (1). Os jasmonatos
sao hormonios produzidos como resposta a estresses em plantas,
agindo como reguladores da resposta de defesa vegetal contra patdégenos
e pragas que atacam vegetais (30). Segundo Gershenzon (12) o acido
jasmonico ativa a expressdo de genes que codificam inibidores de
protease produzidas por patéogenos, representando assim outro
mecanismo de defesa da planta, pois impedem a degradagdo da parede
celular do vegetal, e consequentemente, a invasao do patégeno.

Quando se analisa os dados da Tabela 2, ¢ possivel observar que a
interagdo entre a variedade de cana-de-agucar tolerante a Leifisonia
resultou no aumento da expressdao de um gene relacionado a proteina
de membrana que atua percebendo sinais extracelulares, H-ATPase, e
com fatores de transcricdo G-Box, OsNAC6 Nac dominio, DNA
binding, fator da familia MYB e proteina similar a fatores de transcri¢do
contendo “dedos de zinco” (“Zinc Finger”).

A resposta apropriada da planta durante o ataque de patdgenos
emerge da percepcao de sinais extracelulares capazes de desencadear a
ativagdo de vias de transdug@o de sinais nas células do hospedeiro. A
especificidade das interagdes entre plantas e patdégenos ¢ ainda um
fenomeno pouco compreendido e a elucidacdo deste fendomeno
representa uma tarefa importante. Os resultados apresentados mostram
a indugdo, na variedade tolerante, de uma EST (SCCCLR1070B12, e-
value 4e-37) com similaridade a proteina H*-ATPase de membrana
plasmatica. Proteinas do tipo H-ATPase de membrana plasmatica
tem um papel importante na fisiologia de plantas, constatando-se,
ainda, que a atividade desta enzima ¢ essencial para a nutrigdo e
crescimento da planta. Enzimas da familia das H'-ATPases de
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membrana podem estar sujeitas a regulagdo por fatores de crescimento
como hormonios e ainda por luz, os quais podem alterar a atividade da
mesma (27). Moléculas H*-ATPase podem ser reversivelmente ativadas
ou desativadas pelo ataque de patogenos. Esse tipo de regulagdo é
mediada por um dominio auto-inibitorio especializado na extremidade
C-terminal da cadeia polipeptidica, que age na regulagdo da atividade
da bomba de protons (29). Desta maneira, esta enzima pode agir como
um intermediario em certas vias de transdu¢do de sinal, incluindo
aquelas que iniciam a ativagdo de respostas de defesa de plantas (42).
De acordo com Dixon et al. (7), a base molecular para o reconhecimento
do patogeno inclui um grande nimero de reagdes associadas a
resisténcia, que sdo iniciadas através da H'-ATPase da membrana
plasmatica do hospedeiro. Exemplos na literatura mostram que a
ativagdo desta enzima pode ser apenas uma etapa em uma cascata de
sinais que leva a ativacdo das defesas em plantas, fato este que pode
ser observado em folhas de espinafre, onde algumas fitotoxinas de
fungos, dentre as quais a fusicoccina, ativa uma H'-ATPase da
membrana plasmatica do hospedeiro (16, 41). Outro exemplo diz
respeito ao mecanismo de resposta a Cladosporium fulvum pelo
tomateiro, o qual envolve a ac¢do de proteinas fosfatases, que ao
desfosforilar residuos na H*-ATPase da membrana plasmatica
promovem a ativacgdo desta (39). Tal enzima funciona como uma
bomba de protons dependente de ATP capaz de estabelecer um
gradiente de pH através da membrana (positivo no meio extra e
negativo no meio intracelular) que ocasiona uma diferenca de
potencial (entre —100mM fora e —200mM dentro da célula) capaz de
gerar energia para a captacdo de nutrientes (26, 29). Sabendo-se que os
sintomas do raquitismo induzidos em cana pela Leifsonia, decorrem
de estado de caréncia nutricional na planta, ¢ razoavel hipotetizar que
a ativacdo da expressdo da H*-ATPase de membrana verificada neste
trabalho para a cultivar tolerante de cana (SP80-0185) pode refletir
uma situagdo em que a planta tenta compensar o estado de caréncia
induzido pela a¢do do patdogeno, ativando a captagdo de nutrientes
mediado pelo gradiente eletroquimico gerado com a ativagdo da H'-
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Tabela 2. Genes induzidos e reprimidos na variedade de cana-de-agtcar tolerante ao Raquitismo da Soqueira.

Clones Induzidos
SCEZLR1031F04
SCJLLR1011F07
SCCCLR1070A08
SCEZLR1031D03
SCCCLR1072D07
SCQSLR1040C05
SCJLLR1105H10
SCAGLR2033D06
SCAGLR1043H12
SCBFLR1005B08
SCSGLV1008CO05
SCQGLR2017E02
SCEPLR1008C12
SCACLV1019BI11
SCCCLR1070B12
SCMCLR1032F09
SCQGLR1086B04
SCMCLR1124G08
SCEQLR1094D08
SCSFLV1048G06
SCBGLR1002H04
SCBFLR1026H05
SCBGLR1095E02
SCBGLR1099C01
SCUTLR2023C05
SCQGLV1018G04
SCVPLR2005D05
SCCCLR1070G09
SCVPLR1028G03
SCJFLR1073G05
SCSFLV1045C09
SCVPLR1049G05
SCUTLR2008A12
SCBGLR1002B03
SCBFLR1026F06
SCBGLR1119G03
SCACLR2007B09
SCJFLR1017B12
SCVPLR1028B05
SCBGLR1002C04
SCJLLR1107F04

Clones reprimidos
SCSGLV1013D10
SCAGLR1064H01
SCACLR1128A10

Seqiiéncia
GI/7489731
GI1/6525246
GI/16331649
GI1/20851010
GI/30694961
GI/13475616
G1/4220474
GI/21231532
GI/50934865
GI1/7442735
GI/7436614
GI1/22027646
GI/15220521
GI/5360895
GI/29367383
GI/31323806
GI/19071644

GI1/50942503

GI/50919383

G1/34912488

G1/50919859

GI1/53792247
G1/34900482
GI/50905717
Gl/77556570

G1/33321018
GI/52076301
GI/ 30689543
Gl/55773937
GI/ 50948297

Seqiiéncia
G1/32455536
GI9711877

G1/55296019G1/34898648

e- value
1.00e-162
1.2

.024

5.8

2e-08

5.9

0

1.6

7e-09
1.00e-130
9.00e-79
27

4e-55
8e-10
4e-37

11

le-28
Se-16
le-56

3e-42

6e-73

2e-21
6e-28
2e-22
1e-99
Se-21
2e-32
3e-24
3e-98
2e-16

e- value
.028
7.00e-07

Descricao

Fator de ligagdo ao G-box-1 milho [Zea mays]
Beta-galactosidase alfa peptideo [cloning vector pSportl ]
Endo-1,4-beta-glucanase [Synechocystis sp. PCC6803 }
Semelhante a proteina de membrana de peroxisomo Mus musculus
Semelhante miosina [4Arabidopsis thaliana]

Arginina deiminase

Semelhante a proteina miosina semelhante a cadeia pesada
Ribonuclease E [Xanthomonas campestris pv.campestris]
Semelhante a proteina DNA Binding

Carregador de aminoacidos

Frutose-bifosfato aldolase (EC 4.1.2.13) M3E9.40 [4rabidopsis thaliana)
Semelhante a angiomotina 1; [Homo sapiens]

RNA helicase SDE3 [A4rabidopsis thaliana)

Gene ligado a resposta a estresse salinico [7riticum aestivum]|
Semelhante a proteina de membrana plasmatica H+ATPase-1[ryza sativa]
Proteina kinase serina/treonina

Semelhante a proteina DNA-binding [Oryza satival

Proteina desconhecida (“no hit”)

Semelhante a proteina da familia Myb [Oryza satival
Proteina desconhecida (“no hit)

Proteina putativa do dominio NAC [Oryza sativa]

Proteina desconhecida (“no hit”)

Proteina desconhecida (“no hit”)

“far-red impaired response protein-like” [Oryza sativa]
Proteina desconhecida (“no hit”)

Proteina hipotética [Oryza sativa)

Proteina desconhecida (“no hit”)

Proteina desconhecida (“no hit”)

Semelhante a proteina lisina descarboxilase [Oryza sativa]
Proteina hipotética [Oryza sativa)

Proteina desconhecida [Oryza satival]

Proteina hipotética LOC_Os12g41670 [Oryza sativa]
Proteina desconhecida (“no hit”)

Proteina desconhecida (“no hit”)

Proteina desconhecida (“no hit”)

Proteina desconhecida [Sorghum bicolor]

Semelhante a proteina de transcrigdo bHLH [Oryza sativa]
Proteina desconhecida (“no hit”)

Proteina desconhecida (“no hit”)

Subunidade 10 do fator 3 de iniciacao de traducao de eucariota [Oryza sativa)

proteina que interage com a proteina NEP1 [Oryza satival

Descricao
Semelhante a replicase [ Corynebacterium glutamicum)

Semelhante a cadeia alfa da ATP sintetase [Oryza sativa]

le-721e-72 Possivel importina 9 [Oryza sativa] similar to RANBP9 isoform 1 [Oryza sativa]
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ATPase codificada pelo clone SCCCLR1070B12.

Em plantas, alguns genes sdo expressos constitutivamente enquanto
outros sdo capazes de responder a estimulos especificos. A capacidade
de responder a estimulos externos e internos ocorre em virtude da
existéncia de uma complexa rede de fatores de transcri¢do (14). A
alterag@o na expressdo de fatores de transcri¢do normalmente resulta
em mudangas significativas no metabolismo vegetal (17). No genoma
da Arabidopsis foram identificados mais de 1.500 fatores de transcri¢éo
que representam um dos grupos funcionais mais importantes (31).
Estudos dos dominios funcionais dos fatores de transcrigdo de plantas,
por andlise funcional e mutacional tém demonstrado que estes
consistem em uma sequéncia de ligagdo do fator ao DNA, ¢ podem
conter ainda sitio de oligomerizagao, dominio de regulagdo de transcricao
e sinal de localizagdo nuclear. A classificagdo dos fatores de transcrigdo
depende de suas caracteristicas estruturais, algumas vezes subdividida
de acordo com o niimero e espagamento dos residuos conservados na
maioria dos dominios (19). Em plantas a ativag@o da transcricao de
numerosos genes ¢ modulada pelas proteinas “DNA-binding”, que
desempenham um papel fundamental na resposta de infeccao por patdogeno
(32). As proteinas “DNA binding” participam de processos celulares
importantes tais como: na replicacdo de DNA e regulagio da expressao
génica. E interessante ressaltar que durante a infecio por Leifsonia a
variedade tolerante de cana-de-agtcar apresentou indugdo génica de duas
ESTs com similaridade a proteinas “DNA binding” regulatorias
(SCQGLR1086B04, e-value 4 e-79 e SCAGLR1043H12 e-value 7 ¢-9).

Uma EST com similaridade a genes codificando proteinas da familia
das proteinas com dedos de zinco (“zinc finger”), que também trata-
se de um fator de transcri¢do, apresentou-se induzida na variedade
tolerante interagindo com Leifsonia. Proteinas “zinc finger” apresentam
alta afinidade para ligagdo com seqiiencias de DNA especificas e
possuem dominios de ligagdo ao DNA caracteristicos em fatores de
transcrigao (20)

Uma familia de proteinas encontradas em plantas e animais sao as
da familia MYB. Durante a infecgao da variedade de cana-de-agucar
tolerante a fitobactéria houve a indugao de uma EST (SCEQLR1094D08
e-value 5 ¢ —16) com similaridade a proteina MYB. Esta familia de
proteinas possui repeticdes de um dominio conservado de 50
aminoacidos e atuam regulando o metabolismo de fenilpropanoides
que atuam em resposta de defesa a patdgenos. Em plantas estas
proteinas sdo localizadas em tecidos especificos ¢ estdo envolvidas no
controle de numerosas vias biossintéticas incluindo a produgdo de
antocianinas e flavonoides, compostos do metabolismo secundario
(28). Proteinas Myb de Antirrbinum majus e tabaco podem ativar o
gene que codifica a primeira enzima que participa no metabolismo de
fenilpropandide, a fenilalanina amonia aliase (PAL), embora também
haja evidéncias a respeito da atuacdo das proteinas MY Bs, como fator
de transcrigdo, em sitios de ativagdo de promotores envolvidos no
metabolismo de fenilpropanoides e na biossintese de lignina. Muitos
compostos envolvidos na induc¢do de resposta de defesa sdo
sintetizados na via biossintética de fenilpropanoides, incluindo lignina
e fitoalexinas, cuja indugdo em situacgdo de ataque por patogenos levar
a polimerizacdo da parede celular, barreira primaria da resisténcia ao
patogeno (8 ) A deposicao de compostos fenolicos na parede celular
vegetal tem sido descrito em muitas espécies de plantas como uma
resposta ao ataque de patdogenos.

Quando a cana é confrontada com o agente do Raquitismo
também podemos observar a indugdo de uma EST com similaridade a
fatores de transcrig@o contendo dominio NAC (SCBGLR1002H04, ¢-
value 1 e-56). Nos membros desta familia uma seqiiéncia de aminoacidos
altamente conservada na regiao do N-terminal da proteina é conhecida
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como dominio NAC (18). Genes codificando fatores de transcrigdo da
familia NAC sdo distribuidos extensamente no genoma de plantas,
onde apresentam papéis importantes em processos de crescimento,
desenvolvimento e senescéncia da planta, ¢ ainda resposta a ferimentos
e defesa contra patogenos (11).

Nossos resultados mostram também que na variedade tolerante
infectada com Leifsonia houve a indug¢do de uma EST
(SCEZLR1031F04, e-value 1e —162) com similaridade a um fator de
transcrigdo que se liga a sequéncias promotoras cis-ativadoras
denominadas G-Box, que segundo Meier & Gruissem (22) corresponde
uma seqiiéncia de DNA cis-ativadora presente em varios promotores
de plantas, sendo requerido em respostas a estimulos ambientais.
Dentre os estimulos fisicos e bioquimicos podemos citar: irradiagao
UV, acido cumarico, frio, desidratagdo, anaerobiose, acido abscisico ¢
luz. De acordo com Ferl & Paul (10), uma ruptura da sequéncia G-Box
comprometeria a habilidade do promotor em responder aos respectivos
estimulos. Uma caracteristica de alguns promotores de plantas ¢ o
requerimento de pelo menos um elemento cis em adi¢do ao G-Box
para uma apropriada ativagao transcripcional. Um destes ¢ o elemento
que responde ao acido abscisico (ABRE), encontrado nos promotores
de varios genes que sdo induzidos pelo ABA. De maneira similar a
outros patogenos de plantas que atuam interferindo no crescimento
do hospedeiro pela producéo e inibi¢do de hormdnios reguladores de
crescimento do vegetal, existem evidéncias de que Leifsonia produza
0 hormdnio ABA que em plantas atua como inibidor de 