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RESUMO

DIAS, Janice Maria Ribeiro; DSc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; Fevereiro de 2010. Estudo da producdo de acido abscisico em
Gluconacetobacter diazotrophicus e caracterizacao do efeito da inoculacéo por tal
bacteria na resposta de plantas de cana de acucar aos estresses hidrico e salino.
Orientador: D.Sc. Gongalo Apolinario de Souza Filho. Conselheiros: D.Sc. Ricardo
Enrigue Bressan-Smith e D.Sc. Fabio Lopes Olivares.

Em culturas, como a cana-de-aguUcar, a desidratacéo e o excesso de sais no solo
podem causar alteracbes bioquimicas, fisiolégicas e moleculares, resultando em
uma reducao do crescimento, da qualidade e, consequentemente, em uma queda
na producdo. Recentemente, foi demonstrado que plantas colonizadas com
bactérias endofiticas induzem alteracfes na resposta a estresses abioticos. Entre
as bactérias endofiticas de cana-de-acucar, estda a Gluconacetobacter
diazotrophicus, que € conhecida por fixar nitrogénio atmosférico e produzir
horménios, o que poderia interferir na resposta fisioldgica. O objetivo, deste
trabalho, foi estudar o efeito da inoculagédo de G. diazotrophicus na resposta de
plantas de cana-de-aclUcar aos estresses salino e hidrico, por meio de analises
fisiologicas (capitulo 1); expressdo de genes de proteinas envolvidas na
sinalizacdo de resposta a horménios e interagdo planta-bactéria (capitulo Il);
quantificacdo do hormonio acido abscisico em cultura de G. diazotrophicus e em
plantas de cana-de-acUcar colonizadas pela bactéria (capitulo Ill). Os resultados

obtidos demonstraram que as plantas de cana-de-acicar inoculadas

Xiv



apresentaram diferentes respostas aos estresses salino e hidrico. Verificou-se
que a colonizagéo pelo endofito aumentou a susceptibilidade ao sal e a seca, mas
principalmente a seca. Duas proteinas de resposta a hormoénio e de defesa
apresentaram-se reguladas durante a colonizacao pela bactéria. Adicionalmente,
foi possivel identificar e quantificar a producdo do horménio acido abscisico em
cultura de G. diazotrophicus. Tal observacéo indica que a presenca da bactéria
interfere no mecanismo de resposta ao estresse. Embora a pesquisa na area de
fixacdo biolégica do nitrogénio, durante a interacédo entre planta e bactéria, esteja
avancada, pouco € sabido a respeito do efeito da colonizacdo por simbiontes
endofiticos, em plantas submetidas a estresses abiodticos. Neste contexto, 0s
resultados obtidos, neste trabalho, poderdo contribuir para um melhor
entendimento dos mecanismos dessa associacdo, particularmente em resposta a

estresses abioticos.
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ABSTRACT

DIAS, Janice Maria Ribeiro; D.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; 2010, February. Study of production of abscisic acid in
Gluconacetobacter diazotrophicus and characterization of the effect of inoculation
by bacteria in response of sugarcane plants to drought and salt stress. Advisor:
D.Sc. Gongalo Apolinario de Souza Filho. Co-advisors: D.Sc. Ricardo Enrique
Bressan-Smith and D.Sc. Fabio Lopes Olivares.

In crops, such as sugarcane, dehydration and excessive salts in the soil can cause
biochemical, physiological and molecular alterations resulting in a reduction in
growth, quality and consequently a decrease in production. Recently it has been
showed that plants colonized by endophytic bacteria changes the response to
abiotic stresses. Among the sugarcane endophytic bacteria, there are the
Gluconacetobacter diazotrophicus, which is recognized by atmospheric nitrogen
fixation and produce hormones, which could interfere with the physiological
response. The objective of this work was to study the effect of inoculation with G.
diazotrophicus in response to sugarcane plant to salt and water stress through
physiological analysis (Chapter I) gene expression of proteins involved in signaling
in response to hormones and plant-bacteria interaction (Chapter 1) and
quantification of the hormone abscisic acid in culture of G. diazotrophicus and
colonized plants (Chapter Ill). The results showed that control and inoculated
plants showed different responses to salt and water stress. It was found that

colonization by the endophyte increased susceptibility to salt and drought, but
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mainly to drought. Two proteins in response to hormone and defense showed up
regulated during the colonization by bacteria. Additionally, it was possible to
identify and quantify the production of the hormone abscisic acid in culture of G.
diazotrophicus. This observation indicates that the presence of bacteria interfere in
the mechanism of stress response. Although research in the area of biological
nitrogen fixation, during the interaction between plant and bacteria is well
advanced, little is known about the effect of colonization by endophytic symbionts
for plants exposed to abiotic stresses. In this context, the results obtained in this
study may contribute to a better understanding of the mechanisms of this

association, particularly in response to abiotic stresses.
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1. INTRODUCAO

A Regido Norte Fluminense tem como uma de suas principais atividades
econdmicas a industria agroagucareira, ocupando aproximadamente 15% da area
agricultavel. A producdo canavieira no Estado do Rio de Janeiro teve seu
crescimento acentuado a partir de 1930, tornando a regido uma das grandes
produtoras nacionais. Na década de 70, os lancamentos do Proalcool e do
Programa Nacional de Melhoramento da Cana-de-acucar (PLANALSUCAR),
instalados em Campos dos Goytacazes elevaram ainda mais a producéao,
contribuindo, dessa forma, para o desenvolvimento da Regido Norte Fluminense.

Devido ao fato de que parte da cultura canavieira, na Regido Norte
Fluminense, esta localizada em locais de solos salino-sodicos (solonchak sédico),
verifica-se uma deficiéncia da cultura, acarretando em expressiva reducao na
produtividade. Adicionalmente, a regido apresenta um déficit hidrico para o cultivo
da cana-de-agucar de 400 a 600 mm anuais (Valicheski, 2006).

A seca e a salinidade do solo estdo entre o0s principais estresses
ambientais para a agricultura. Devido a esses estresses, as lavouras tém sua
produtividade reduzida ou mesmo inviabilizada.

Todas essas condigcbes adversas impostas as plantas podem induzir
alteracdes estruturais, fisioldgicas, bioquimicas e moleculares. Em conjunto, todas
essas respostas estdo envolvidas no mecanismo de adaptacdo ao agente

estressante.



De acordo com Mayak e colaboradores (2004), bactérias endofiticas
podem alterar a resposta a esses estresses abibticos. Entre as bactérias
endofiticas caracterizadas, objeto de estudo de muitos pesquisadores, esta a
Gluconacetobacter diazotrophicus. Inicialmente, essas bactérias foram
caracterizadas como endofiticas fixadoras de nitrogénio. Porém, seu potencial
agrobiotecnolégico se ampliou quando foi demonstrada sua capacidade de
excretar 50% do nitrogénio fixado, bem como sua biossintese de hormonios, que
poderiam, juntamente com o nitrogénio, exercer efeitos diretos sobre a fisiologia
da planta, influenciando no crescimento vegetal.

Embora a pesquisa na érea de fixacdo biologica do nitrogénio, durante a
interacdo entre planta e bactéria, esteja avancada, pouco € sabido a respeito do
efeito da colonizacdo por endofiticos diazotroficos, em plantas submetidas a
estresses  abidticos.  Portanto, levando-se em  consideragdo  que
Gluconacetobacter diazotrophicus € uma bactéria endofitica de cana-de-acucar,
fixadora de nitrogénio e produtora de hormonios analogos aos vegetais, 0
presente trabalho teve como objetivo estudar o efeito dos estresses salino e

hidrico sobre plantas de cana-de-acucar inoculadas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. A cana-de-agucar

A regido de origem presumivel da cana-de-aclcar é o norte da india, de
onde se supde que tenha sido levada para a China e o Oriente Proximo. Os
arabes a transportaram para o norte da Africa e o sul da Europa, e os chineses a
introduziram em Java e nas Filipinas. Cristévao Colombo trouxe a cana para a
Ameérica, em sua segunda viagem, comecando o seu plantio, no ano de 1494, em
Sédo Domingos. Dai foi levada para Cuba, Antilhas e o continente, iniciando-se o
seu cultivo nos Estados Unidos da América, em 1751, no estado de Louisiana
(Leme Junior e Borges, 1965). No Brasil, a cultura teve inicio, em 1532, na
capitania de S&o Vicente, trazida por Martim Afonso de Souza, com canas
oriundas da llha da Madeira (Fernandes, 1984).

Acredita-se que o primeiro engenho do Brasil tenha sido o que Jerdnimo de
Albuquerque estabeleceu em Olinda, em 1540, com a denominagdo de Nossa
Senhora da Ajuda. Por volta de 1590, havia seis engenhos na capitania de Sao
Vicente, 36 na da Bahia e 66 na de Pernambuco (Leme Junior e Borges, 1965).

O melhoramento da cana-de-acucar, no Brasil, presume-se que tenha se
iniciado por volta do século XIX (Matsuoka et al., 1999). Segundo alguns autores,
0os primeiros relatos de que sementes (ndo os colmos) de cana-de-acucar
poderiam originar descendentes, surgiram em Barbados, em 1858 (Deerr, 1921;

Stevenson, 1965). Assume-se que foi em 1885, em Java, que o melhoramento da



cana-de-agucar iniciou-se efetivamente, a partir da germinacdo de sementes de
Saccharum spontaneum. Cruzaram-se a variedade Glagah com Loethers e o0 seu
reciproco, obtendo sementes férteis somente da Glagah. Dessa forma, foi
demonstrada a viabilidade do melhoramento genético da cana-de-acucar, por
intermédio de cruzamentos controlados.

O Brasil, nessa época, e durante muito tempo, importava variedades de
cana-de-acucar de outros paises. Nao havia quarentenario e nenhum controle
fitossanitario dessas importacdes. Devido a essas importagcdes ndo controladas,
nao demorou que ocorressem introducdes de germoplasmas contaminados por
pragas e doencas, ocasionando, dessa forma, uma queda na producao.

Essa baixa produtividade fez com que os pesquisadores voltassem sua
atencdo para a lavoura. Assim sendo, em 1910, o governo federal criou as duas
primeiras estacfes experimentais de cana-de-agucar do Brasil, a de Escada, em
Pernambuco, e a de Campos dos Goytacazes, no Rio de Janeiro.

Em 1972, foi criado o Programa Nacional de Melhoramento da Cana-de-
acucar (PLANALSUCAR), o qual, apos sua extincgdo em 1990, passou a ser
conduzido pelas Universidades Federais que compdem a Rede Interuniversitaria
para o Desenvolvimento do Setor Sucroalcooleiro (RIDESA). A RIDESA é
composta por sete Universidades Federais. Essas instituicdes sdo responsaveis
pelas cultivares de cana-de-acucar com a sigla RB (Republica do Brasil).
Atualmente, existem no Brasil quatro principais programas de melhoramento
genético de cana-de-acucar: RIDESA (RB), Centro de Tecnologia Canavieira
(CTC), Instituto Agrondmico de Campinas (IAC) e, o mais recente deles,
CANAVIALIS (CV).

2.1.1. Importancia econémica da cana-de-agucar

A agroindustria acucareira é a mais antiga atividade agroindustrial do Brasil
e esta relacionada a alguns dos principais eventos histdricos do pais. O
agronegocio sucroalcooleiro é responséavel por 1,76% do PIB nacional, com a
geracao de 4,5 milhdes de empregos diretos e indiretos, além de congregar mais
de 72.000 agricultores e 373 usinas. Atualmente, o Brasil e a india sio os maiores

produtores mundiais de cana-de-acucar. O Brasil € isoladamente o maior produtor



de actcar, e o maior exportador mundial, obtendo 32 milhdes de toneladas ano™

(Tabela 1) das quais 62% sao exportadas (www.jornalcana.com.br).

Tabela 1 - Producéo de acucar (em toneladas) na Regido Sudeste

MINAS GERAIS 1.741.649 1.909.516 2.117.696 2.207.621
ESPIRITO SANTO 48.260 48.949 86.823 85.324
RIO DE JANEIRO 286.203 262.104 243.472 241.005

SAO PAULO 16.833.595 | 19.503.032 | 19.107.894 | 19.662.436
REGIAO CENTRO-SUL 22.084.810 | 25.784.133 | 26.171.148 | 26.749.819
REGIAO NORTE-NORDESTE 3.820.913 | 4.098.300 | 4.825.564 4.297.486
BRASIL 25.905.723 | 29.882.433 | 30.996.712 | 31.047.305

*Posi¢éo em 16/05/09.

Fonte: Unido da Industria e Cana-de-agucar/UNICA e Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento/MAPA.

A producao brasileira de etanol também € a maior do mundo, com 27

bilhdes de litros de alcool ano™ (Tabela 2), devido & utilizacdo em larga escala do

etanol como combustivel renovavel e alternativo ao petréleo.

Tabela 2 - Producéo de etanol (em litros) na Regido Sudeste

ESTADOS/SAFRA 05/06 06/07 07/08 08/09*
MINAS GERAIS 958.902 1.291.445 1.776.760 | 2.167.616
ESPIRITO SANTO 234.960 173.192 252.270 274.592
RIO DE JANEIRO 135.536 87.455 120.274 127.795
SAO PAULO 9.985.276 | 10.910.013 | 13.345.207 |16.722.478
REGIAO CENTRO-SUL 14.352.542 | 16.006.345 | 20.345.559 |25.101.963
REGIAO NORTE-NORDESTE 1.594.452 1.712.864 2.193.358 | 2.404.133
BRASIL 15.946.994 | 17.719.209 | 22.538.917 [27.506.096

*Posicdo em 16/05/09.

Fonte: Unido da Industria e Cana-de-agucar/UNICA e Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento/MAPA.

A Regido Sudeste € a mais produtiva, sendo o Estado de S&o Paulo o
principal produtor de acucar e alcool. O Estado do Rio de Janeiro esta em 11°
lugar no ranking brasileiro na producgéo de &lcool e, em 9°lugar, na producéo de
acucar.

Com a crescente preocupacdo da sociedade mundial sobre o uso dos
combustiveis fésseis, varios paises estdo buscando reduzir ao maximo o uso dos

mesmos, seja pela substituicdo do produto ou pela adicdo de outros combustiveis



para diminuir a carga poluidora (Maule et al., 2001). Estima-se que, com o grande
uso de carros bicombustives, a demanda interna de etanol combustivel sera de
22,1 bilhdes de litros anuais até 2010, enquanto, no mercado externo, a demanda
projetada seja de 5,2 bilhdes de litros (Albino et al., 2006).

Segundo a FAO (http://apps.fao.org), a cana-de-aglcar é cultivada em,

aproximadamente, 20 milhdes de hectares em mais de 90 paises. Com o
aumento da producédo ao longo dos anos, as exportacdes no Brasil saltaram de
8%, na safra de 95/96 (Pinazza e Alimandro, 2001), para 60% do total
comercializado no mercado internacional, colocando o aglicar como o produto de
maior sucesso no agrobusiness brasileiro.

Anualmente, 560 milhdes de toneladas de cana s&o processadas no Brasil.
Para isso, sao cultivados 7,7 milhdes de hectares, localizados principalmente nas
regides Nordeste, Sudeste e Centro-Sul, representando 3,5% das terras sob
agricultura (www.jornalcana.com.br).

Essa alta eficiéncia de producéo alcancada pelo produtor brasileiro vem de
uma longa tradicdo na producdo de cana e aguUcar, de aproximadamente cinco
séculos. Isso se deve também ao esfor¢o conjunto em pesquisas, criando novas
variedades, com maior teor de sacarose, aclimatadas a diferentes condicdes
edafoclimaticas, exibindo toleréncia a estresses bibticos e abioticos, de modo a

extrair um maximo potencial da cultura sob diferentes condicbes ambientais.

2.1.2. O projeto SUCEST

O rapido avanco da era gendmica permitiu a identificacdo e caracterizacao
de muitos genes, e o desenvolvimento de ferramentas in silico, para analisar a
abundancia de transcritos, tornou-se um meétodo alternativo mais facil e bastante
informativo (Gygi et al., 2000). Varios métodos tém sido desenvolvidos para medir
quantitativamente a populacdo de mMRNAs transcrita em um determinado
organismo (White et al., 2000; Dong et al., 2003; Ma et al., 2003). Esses
programas, visando a caracteriza¢do transcriptdmica de algumas espécies, séo
denominados projetos EST.

O objetivo de um projeto EST é conhecer rapidamente genes expressos de

um organismo. Por meio do sequenciamento de cDNAs é possivel obter a



sequéncia de nucleotideos de um gene expresso por uma célula. Um projeto EST
inclui a producdo de uma biblioteca de cDNA, a clonagem dos cDNAs, o
sequenciamento dos clones, identificacdo e anotacdo dos mesmos. (Baudet e
Dias, 2006).

O projeto SUCEST (‘Sugarcane EST’ - http://sucest.lad.ic.unicamp.br) foi
desenvolvido no Estado de S&o Paulo e financiado pela FAPESP (Fundacao de
Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo), com objetivo de sequenciar 0s
genes expressos em cana-de-agucar. O acesso ao banco de dados do SUCEST
ainda é restrito aos pesquisadores e grupos que participaram do projeto.

O projeto gerou 237.954 ESTSs, e as sequéncias foram reunidas em 43.141
cluster (Menossi, 2008). Todas as sequéncias foram obtidas a partir de clones de
37 bibliotecas de cDNAs, construidas a partir de diferentes tecidos e/ou condicdo
fisiologica da planta (Vettore, 2001). Os clones de cDNA sequenciados séo
denominados reads, que sao agrupados, de acordo com seu grau de homologia,
em um mesmo arquivo, o cluster (Ferreira, 2002).

Dentre as bibliotecas do SUCEST, esta presente a biblioteca de cDNA,
obtida de plantas inoculadas com a bactéria endofitica Gluconacetobacter
diazotrophicus. Dessa forma, o banco de dados SUCEST vem a ser uma
poderosa ferramenta para identificar genes expressos em resposta a colonizacao

pelo endéfito

2.1.3. Northern eletrénico: um método automatizado para determinar 0

padréo de expressao em banco de dados EST

Com o grande aumento dos bancos de dados ESTs (marcas de sequéncias
expressas - expressed sequence tags), tem sido possivel adquirir conhecimento
acerca da expressdo de genes tecido-especificos, mediante experimentos
simplificados, como a bioinformatica. Analises baseadas em computadores séao
usualmente referidas com o termo in silico, devido ao fato de a anélise da
expressdo génica, pela utilizacdo de banco de dados ESTs, apresentarem
similaridade com o método laboratorial northern blotting, sendo este,
consequentemente, denominado Northern in silico ou Northern eletrénico (Keller
et al., 2006; Altschul et al., 1997).



Apés a selecdo do gene a ser analisado, € possivel verificar a ocorréncia
do EST, em diferentes tecidos e/ou condi¢éo (bibliotecas) (Ferreira, 2002). O EST
€ um cDNA (DNA complementar) que é a copia de um RNAmM (RNA mensageiro).
Essa contagem do numero de vezes em que cada EST aparece na biblioteca de
interesse (tecido e/ou condicao) é conhecida como analise da expresséo génica in
silico ou Northern eletrénico (Rafalski et al., 1998). Tal método representa uma
alternativa de baixo custo para a analise gendmica, permitindo a analise da

transcricdo de genes in silico e viabilizando a descoberta de fun¢des bioldgicas.

2.2. Fotografia fluorescente eletronica (EFP Browse r). uma ferramenta

para analisar dados biolégicos em larga escala

A fotografia eletronica fluorescente (EFP Browser -

http://www.bar.utoronto.ca) foi desenvolvida para facilitar a interpretacao de dados

de expressdo génica e de outros dados em larga escala. Atualmente, estédo
disponiveis para uso, as fotografias eletronicas de Arabidopsis thaliana, Medicago
truncatula, Oryza sativa (arroz), Populus trichocarpa (alamo), Hordeum vulgare
(cevada), Mus musculus (camundongo) e células de Arabidopsis. No caso de
Arabidopsis, essa ferramenta permite explorar dados de microarranjo e visualizar
a expressao de aproximadamente 22.000 genes, representados em um genechip
da empresa Affymetrix (Winter et al., 2007).

O uso do método fornece imagens coloridas, representando os niveis de
expressdo de um gene em diferentes tecidos, 6rgdos ou em resposta a algum
tratamento em particular. Tal expressdo pode ser visualizada como uma
expressao génica absoluta, relativa ou comparada.

Nesse contexto, o EFP Browser pode ser uma ferramenta conveniente
para interpretar, mas principalmente visualizar a expressdo de genes de

interesse.



2.3. Estresse bioldgico

O estresse, em termos fisicos, € definido como uma forga mecéanica por
unidade de area aplicada a um objeto. Em resposta ao estresse aplicado, um
objeto pode alterar sua dimensdo. As plantas, como um sistema bioldgico, tendo
seu sistema delimitado por membranas, impossibilitam a medicdo da exata forga
exercida pelo estresse e, portanto, é dificil definir e dimensionar o estresse em
termos biolégicos. A maioria das definicdes de estresse define estresse biologico
como uma condi¢do ou for¢a adversa capaz de inibir o funcionamento normal de
um sistema biolégico (Jones e Jones, 1989; Mahajan e Tujeta, 2005).

O estresse € percebido e iniciado pela interacdo de um material
extracelular com uma proteina de membrana. Essa molécula extracelular é
denominada ligante ou eliciador, e a proteina de membrana é chamada de
receptor. Varios sinais de estresse, bidticos (virus, bactérias, fungos, insetos,
herbivoros, roedores etc.) e abiéticos (frio, calor, sal, seca, radiacdo, quimicos,
poluentes etc.), servem como eliciadores para a célula vegetal (Mahajan e Tujeta,
2005).

2.3.1. Estresses abioticos

O crescimento e a produtividade vegetal sdo frequentemente afetados por
distarbios naturais na forma de varios fatores de estresse abidtico, como frio, sal,
seca, calor, metal pesado. Atividades antropogénicas tém acentuado a existéncia
desses fatores de estresse, inibindo o potencial genético do vegetal e limitando
sua produtividade (Mahajan e Tuteja, 2005).

Plantas respondem a esses estresses por meio de altera¢cdes metabdlicas,
fisiolégicas, bioquimicas e genéticas. Consequentemente, existe uma rede de
sinalizacdo complexa e fundamental para possiveis respostas e adaptacfes a

essas condi¢cdes ambientais adversas (Zhu, 2001).



10

2.3.1.1. Estresse salino

A salinidade do solo é um dos principais fatores limitantes na agricultura
mundial (Allakhverdiev et al., 2000), que vem sendo agravada por praticas
agricolas, como por exemplo, manejos de irriga¢do inadequados. Sabe-se que o
desenvolvimento das técnicas de irrigacdo tem causado numerosos casos de
salinizacdo. Dos 270 milhdes de hectares irrigados, 110 milhdes (40%) estédo
localizados em regifes aridas, embora 60% dessa irrigacdo seja praticada em
regibes de clima tropical e subtropical (Smedema e Shiati, 2002).
Aproximadamente 1/3 das terras irrigadas é considerada afetada pela salinidade
(Flowers e Yeo, 1997).

Devido ao acumulo de sal no solo, a salinidade causa um decréscimo no
potencial osmotico do vegetal, resultando em estresse hidrico. O estresse ibnico €
também ocasionado em plantas expostas ao sal, principalmente o Na e o ClI
(Ueda et al., 2003). Adicionalmente, ocorre um desequilibrio idnico pelo disturbio
na concentracdo intracelular de ions essenciais (Greenway e Munns, 1980;
Gorham et al., 1985). Todos esses efeitos podem perturbar funcdes fisiologicas e
bioguimicas da célula, permitindo eventuais mortes celulares.

Durante o estresse salino, a membrana plasmatica € o primeiro contato
com o sal. A permeabilidade da membrana reflete o status da matriz lipidica e da
interacdo proteina-lipideo (Mansour e Salama, 2004). Alguns estudos evidenciam
a importancia de se estudar a permeabilidade da membrana sob salinidade, ja
que esta pode ser o primeiro sitio de trauma durante o estresse (Lauchli, 1990;
Mansour, 1997; Mansour e Salama, 2004).

Diferencas na viscosidade do citoplasma também séo evidéncias de sinais
de resposta ao sal. Plantas com maior viscosidade citoplasmatica sé&o
consideradas mais tolerantes quando impostas a salinidade (Plant e Bray, 1999;
Hasegawa et al., 2000).

A salinidade no solo também pode ocorrer naturalmente, principalmente em
regibes costeiras, onde o lencol freatico frequentemente € contaminado pela agua
do mar. Muitas vezes, a recuperacao destes solos é economicamente inviavel
(Smith et al., 1994).
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De acordo com a Tabela 1, apesar de o estado do Rio de Janeiro possuir
uma longa tradicdo no cultivo de cana-de-acUcar, sua producdo € baixa quando
comparada ao dos Estados de Minas Gerais e Sao Paulo.

Tendo em vista que grande parte da cultura canavieira no Brasil,
principalmente na regido Norte Fluminense, estd distribuida em areas litoraneas,
a cana-de-acucar também é afetada pela salinidade. Isso se deve ao fato de a
cultura passar por deficiéncias hidricas, dependendo dessa forma da irrigacao e
devido a possiveis contaminacdes do lencol freatico pela agua do mar. Como
resultado, ocorre uma queda na producao.

O estresse salino provoca uma série de mudancas nas funcgbes
biossintéticas basicas, incluindo fotossintese, fotorrespiragcdo e sintese de
aminoacidos e carboidratos (Kawasaki et al., 2001; Ozturk et al., 2002; Seki et al.,
2002). Essas alteracdes metabdlicas resultam no declinio da produtividade.

Em resposta ao estresse salino, as plantas desenvolvem uma série de
mecanismos moleculares e bioquimicos (Parida e Das, 2004). A maioria das
plantas pode adaptar-se a niveis de salinidade baixos e moderados, porém, seu
crescimento é severamente limitado a 200 mM de NaCl (Hasegawa et al., 2000).

Neste contexto, varios genes sdo envolvidos. Esses genes séo
responsaveis por codificar proteinas de resposta ao sal (Tabela 3), que podem ser
divididas em dois grupos. O primeiro grupo inclui proteinas que, provavelmente,
respondem ao estresse, no intuito de combaté-lo. Como exemplo, podemos citar
enzimas requeridas na biossintese de osmodlitos, chaperoninas, proteinas LEA
(Late embryogenesis abundant), proteinas ligadoras de mRNA, transportadores
de ions, transportadores de acucar e prolina, enzimas antioxidantes, horménios
vegetais, como o ABA, e varias proteases (Bohnert e Jensen, 1996; Ingram e
Bartels, 1996; Seki et al., 2002). O segundo grupo inclui proteinas que estao
envolvidas na regulacdo da transducdo de sinais e expresséo de genes que,
provavelmente, sdo regulados para responder ao estresse — como proteinas
quinase, fatores de transcricdo e enzimas do metabolismo de lipidios (Shinozaki e
Yamaguchi-Shinozaki, 1997).
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Tabela 3 - Complexidade da resposta ao estresse salino. (Adaptado de Cushman
e Bohnert, 2000)

Compostos e proteinas Exemplos Possiveis modosde a  ¢éo

Osmoprotetores

Aminoécidos (prolina, ectoina)
Compostos dimetil sulfonados
(glicina-betaina)

Polidis (manitol, sorbitol)
AcUcares (sacarose, trealose)

Ajuste osmatico, protecao
da membrana celular e
protecdo contra espécies
reativas de oxigénio

Moléculas de resposta a
estresse oxidativo

Enzimas (catalase, glutationa
redutase, ascorbato
peroxidase, superoxido

dismutase, oxidase alternativa),

Compostos nédo-enzimaticos
(ascorbato, carotenoides,
antocianinas)

Desintoxicacao celular

Proteinas de estresse

Proteinas LEA (Late
Embryogenesis Abundant)

Estabilizacédo de proteinas e
da membrana, reducéo de
estresse hidrico

Proteinas Heat shock (HSP)

Proteinas de resposta a sal,
frio, calor, localizadas em
diferentes compartimentos
subcelulares (chaperonina)

Modulacéo traducional,
prevencao do dobramento
incorreto de proteinas

Transportadores de prétons e

fons

+

Tranportadores de K*, Na*, H
ATPases, Na'/H" antiporter

Remocéo e seqlestro de
ions toxicos do citosol,
formacao do gradiente de
prétons

Transportadores de prétons e
fons

+

Tranportadores de K*, Na*, H
ATPases, Na'/H" antiporter

Remocao e sequestro de
fons tdxicos do citosol,
formacao do gradiente de
protons

Moléculas responsaveis por
manter a fluidez da membrana

H" ATPase, Na'/H" antiporter,
desaturases de acidos graxos

Aumento da fluidez da
membrana

Transporte hidrico

Aquaporinas (CIP, TIP, PIP)

Rela¢des hidricas, abertura
e fechamento estomatico

Moléculas de sinalizagao
celular

MAP quinases, quinases Ca"
dependente, fosfatases,
sensores de Ca’ (SOS3)

Sinalizacgéao celular

Fatores de transcricéo

EREBP, DREB, zinc finger

Ativacdo da transcricao
génica

Reguladores de crescimento

Acido abcisico, etileno,
brassinosteroides, poliaminas,
citocininas

Homeostase hormonal e
regulacéo génica
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No caso da salinidade, Rozeff (1995) reportou que o sal afeta a cultura de
cana-de-agucar e pode interferir na producdo de duas maneiras: afetando o
crescimento e desenvolvimento vegetal e reduzindo a concentracdo de sacarose
no colmo. A cana-de-acucar, atualmente, tem-se tornado uma cultura atrativa
economicamente, usada para a producdo de aproximadamente 60% do agucar
mundial e também de etanol. Dessa forma, plantas de cana, apresentando
aumento de tolerancia as condi¢cdes adversas, sdo altamente desejaveis, pois
fatores ambientais que desfavorecam a cultura sdo os principais causadores de

perda e reducédo da produtividade agricola (Rocha et al., 2007; Bray et al., 2000).

2.3.1.2. Estresse hidrico

O estresse hidrico pode ocorrer como o resultado de duas condigfes,
devido ao excesso ou o déficit de agua. O estresse hidrico mais comum é o déficit
hidrico ou desidratacdo. A remocdo da agua de uma membrana bioldgica
ocasiona distarbios na estrutura lipidica e resulta em uma membrana
excessivamente porosa.

A desidratacdo pode resultar também em perda da integridade de
membrana, da seletividade, da atividade enzimatica e alteragcbes na
compartimentalizacao celular (Mahajan e Tuteja, 2005).

Os componentes da via de sinalizacdo dos estresses hidrico e salino
apresentam resposta cruzada. Virtualmente, cada aspecto da fisiologia vegetal
bem como do metabolismo celular é afetado pela salinidade e pela seca (Liu e
Zhu, 1998).

Existem alguns efeitos fisioldgicos evidentes no estresse hidrico, como
alteracdes no fluxo de ions, fechamento estomatico, producdo de osmoprotetores
e reducdo no crescimento vegetativo e na divisdo celular (Rieira et al., 2005;
Schuppler et al., 1998). O crescimento e expansao foliar sdo geralmente os mais
sensiveis. Isso se deve ao fato de que areas foliares menores apresentam taxa de
transpiragéo reduzida.

O crescimento vegetal e a resposta a estresses sdo amplamente
controlados por hormdnios. Em particular, o hormdnio acido abscisico (ABA) é

bem caracterizado na via de sinalizacdo em resposta a desidratacdo. O ABA
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regula a transpiragdo por meio de movimentos estomaticos, promovendo o
fechamento e inibindo a abertura de células-guarda (Schoeder et al., 2001).
Respostas como aceleracdo da senescéncia e abscisdo das folhas mais velhas
também s&o encontradas.

Entre os estresses abiodticos, o estresse hidrico é o principal fator que
influencia a produtividade canavieira. Este afeta diretamente o tamanho do colmo,
diminuindo a producdo de sacarose (Sugiharto, 2004). A cana-de-acucar
apresenta elevado consumo de agua, necessitando de 250 partes de agua para
formar uma parte da matéria seca da planta (Dillewijn, 1952). Sua irrigagédo so é
cessada antes da colheita, para reduzir a compactagéo do solo, facilitando o uso
de maquinas agricolas e para aumentar o teor de sacarose (Robertson et al.,
1999). Dessa forma, a disponibilidade de agua € um fator limitante na producédo

agricola da cana-de-agucar, tornando-a dependente parcial ou total da irrigacéo.

2.4. O estresse oxidativo como resposta secundaria ao sal e a seca

Uma das alteracdes bioquimicas que ocorrem, quando as plantas séo
sujeitas aos estresses salino e hidrico, € a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS — Reactive Oxygen Species) (Meloni et al., 2003). Porém, durante
o metabolismo vegetal normal, as ROS sdo geradas como produto da cadeia
transportadora de elétrons (Moller, 2001), sendo as mitocondrias e os cloroplastos
importantes geradores intracelulares de ROS (Meloni et al.,, 2003). Em
cloroplastos, as ROS podem ser geradas pela transferéncia direta da energia de
excitacdo da clorofila a, para produzir um oxigénio singleto, ou pela reducédo
univalente do oxigénio do fotossistema I, na reacéo de Mehler (Asada, 1999).

Niveis intermediarios de ROS d&o inicio a uma cascata de morte celular
programada, permitindo que células comprometidas sejam eliminadas (Datt et al.,
2003). A inducdo e execucdo da morte celular desencadeiam processos
controlados e podem ser modulados por moléculas sinalizadoras, como o &cido
jasmonico, acido salicilico e etileno (Lam et al., 1999).

As ROS tém sido consideradas, tradicionalmente, produtos toxicos do
metabolismo aerobico (Rentel e Knight, 2004). Entretanto, nos ultimos anos,

tornou-se aparente que células vegetais produzem niveis enddégenos basais de
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ROS (Wohlgemut et al., 2002). Dessa forma, as ROS estariam atuando como
moléculas sinalizadoras, quando um aumento no acumulo de H,O, e alteracdes
no estado redox alertariam a célula vegetal para uma possivel mudanca do
ambiente (Foyer e Noctor, 2003).

As plantas possuem uma série de mecanismos que atua na protecdo
contra os danos mediados pelas ROS. O termo antioxidante pode ser considerado
para descrever inUmeros compostos capazes de dissipar essas espécies reativas,
sem que a planta passe por uma destruicdo severa (Drége, 2002). Enzimas
antioxidantes, como a ascorbato peroxidase (APX), a superéxido dismutase
(SOD) e a catalase (CAT), estdo envolvidas nos principais mecanismos de
detoxificacdo do meio intracelular (Mittler, 2002).

A reducédo da taxa fotossintética também aumenta a formacéo de ROS, e
aumenta a atividade de enzimas detoxificadoras (Foyer e Noctor, 2005; Logan,
2005; Apel e Hirt, 2004). Quando as plantas se aclimatam, devido as mudancas
do ambiente, ajuste na morfologia da folha, alteragbes na composicdo de
pigmentos e disturbios em processos bioquimicos, a prevencao do dano oxidativo
pode ser verificada.

A superoxido dismutase € o principal dissipador de superdxidos (O), e sua
acao enzimatica resulta na formacao de H,O, e O,. O peroxido de hidrogénio
produzido é entéo retirado pela acao da catalase e uma variedade de peroxidases
(Foyer e Noctor, 1998).

A peroxidacao de lipideos insaturados presentes em membranas biolégicas
€ 0 sintoma mais proeminente da ocorréncia de estresses oxidativos em plantas
(Yamamoto et al., 2001). O malonaldeido (MDA), como produto da decomposicéo
de &cidos graxos poli-insaturados de biomembranas, apresenta um grande
acumulo em condi¢cdes de estresse (Gosset et al., 1994). Em alguns casos, uma
alta estabilidade da membrana pode ser correlacionada a tolerancia a estresses
abidticos (Premachandra et al., 1992).

O sistema antioxidante de resposta ndo esta confinado somente a
estresses abidticos, mas € responsivo também a ataque de patégenos, entre
outros, podendo também desencadear morte celular programada (Apel e Hirt,
2004).
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2.5. A fotossintese e a resposta da maquinaria foto  ssintética a estresses

ambientais

A fotossintese é um processo pelo qual plantas, algas e bactérias
fotossintetizantes convertem a energia solar em uma forma quimicamente estavel
de energia, para sintetizar compostos orgéanicos. Essa transducdo energética é
complexa, envolvendo diversos mecanismos fisicos e quimicos (Strasser et al.,
1998).

O processo fotossintético ocorre no cloroplasto. Essa organela, em plantas
superiores, possui entre 3 e 10 um de diametro, com comprimento de 1 a 4 um. A
dupla membrana do cloroplasto, interna e externa, separa o sistema fotossintético
do citoplasma. A membrana externa é altamente permeavel a pequenas
moléculas, enquanto a membrana interna possui proteinas transportadoras para
transferéncia seletiva de certos metabolitos (Steffen, 2003). No interior do
cloroplasto, localiza-se um sistema de membranas altamente organizado,
denominado membranas tilacoidais ou tilacoide, cercado por uma matriz aquosa,
0 estroma.

A membrana tilacoidal possui um sistema altamente complexo de proteinas
inseridas na bicamada lipidica, incluindo também um espac¢o aquoso denominado
limen. Os lipideos correspondem aproximadamente a 50% da massa total do
tilacoide, sendo os outros 50% correspondentes aos principais complexos
proteicos: fotossistema | e Il (PSI e PSII), citocromo bgf (Cytbef) e ATP sintase
(ATPase) (Steffen, 2003).

Um elemento-chave na conversdo da energia fotossintética € o transporte
de elétrons dentro e entre os complexos proteicos. As reacdes de transferéncia de
elétrons sao rapidas (picossegundos) e altamente especificas (Jajoo et al., 2001).
O processo € iniciado quando a luz é absorvida por complexos pigmento-proteina
(PSI, PSII, Cytb6f e ATPase) que estdo envolvidos na separacdo de cargas,
transferéncia de elétrons e sintese de ATP (Steffen, 2003).

Outro principio basico compartilhado por todos o0s organismos
fotossintetizantes é o uso de clorofilas e carotenoides como pigmentos coletores
de luz. Esses pigmentos organicos sdo capazes de absorver a energia luminosa
que iniciara as reacdes fotoquimicas da fotossintese. A energia luminosa,

absorvida pelos coletores de luz (LHC), composta por complexos de pigmento-
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proteina, é transferida para os centros de reacdo do PSI e PSIl onde é usada para
iniciar a separacao primaria de cargas.

Considerando que as clorofilas sdo os principais pigmentos coletores de
luz, os carotenoides, sdo entdo chamados de pigmentos acessorios, possuindo
também um papel fundamental na protecdo dos complexos de pigmento-proteina
contra excessos de luz e espécies reativas de oxigénio.

Biossinteticamente, as clorofilas derivam-se de uma porfirina e consistem
de um anel tetrapirrélico, contendo um atomo central de Mg?*. A diferenca entre
clorofila a e b reside no fato de que a primeira possui um radical metil e a segunda
possui um radical aldeido.

A denominacdo carotenoide € um termo genérico para classificar uma
classe de carotenos e seus derivados oxigenados, as xantofilas.
Aproximadamente 150 dos 600 carotenoides conhecidos sdo encontrados em
organismos fotossintetizantes. Os carotenoides consistem de uma cadeia de oito
unidades isoprénicas conjugadas. Geralmente, eles sao distintos por seu grupo
final. Entretanto, derivados foram encontrados onde o esqueleto de carbono foi
encurtado pela remocdo de fragmentos. Esses derivados sdo denominados
apocarotenoides, diapocarotenoides ou norcarotenoides. Ja em relagédo a plantas
superiores e algas verdes, os pigmentos encontrados séao (3-, €- e Y- carotenos
(Steffen, 2003). Um possivel método de extracdo desses pigmentos das folhas é
pela utilizacdo de solventes organicos (Steffen, 2003).

Sendo a fotossintese um processo fisico-quimico dependente de luz, esta
também pode ser influenciada pelas condicdes ambientais do meio em que a
planta se encontra (Devlin, 1976). Portanto, diferentes estresses ambientais
podem afetar a eficiéncia fotossintética de uma planta, prejudicando a taxa de
reacoes quimicas inerentes ao processo, Ou a organizacdo estrutural dos
componentes envolvidos. Neste sentido, a configuracdo dos complexos proteicos
ao longo da membrana tilacoidal (Figura 1) representa papel fundamental
(Opanasenko et al., 1999), visto que esses, ao atuarem sobre o sistema, podem

ser danificados pelos estresses ambientais, prejudicando seu funcionamento.
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Figura 1 - O Fluxo de elétrons durante a fotossintese na membrana tilacoidal.

Diversos estresses exercem, sobre o organismo, um aumento no custo da
manutencdo, refletindo em sua respiracdo. Alta temperatura, luz excessiva,
drogas, doencas e a propria salinidade mostraram um aumento na respiracdo
com reducao da fotossintese (Takemura et al., 2000).

A provavel sequéncia de eventos fisiolégicos e bioquimicos pode mudar
com o0 aumento da salinidade, alterando o nivel de gas carbdénico intracelular e a
abertura de estdbmatos (Takemura et al., 2000). Pelo aumento de CO,, foi
demonstrado que a salinidade interfere diretamente na fotossintese,
provavelmente pela inibicdo parcial da atividade da Rubisco, enzima primordial da
fase bioquimica de fixacdo do carbono (Nazaenko, 1992). A Rubisco existe como
uma holoenzima composta de oito subunidades maiores (LSUs; 55 kD),
codificadas pelo gene cloroplastidico rbcL e oito subunidades menores (SSUs; 15
kD), codificadas no nucleo, pela familia génica rbcS (Spreitzer, 1993).

A sensibilidade da holoenzima Rubisco ao estresse oxidativo também é
bastante elucidada (Cohen, 2005). Shapira et al. (1997) demonstraram que a
oxidacdo é seguida de clivagem proteolitica de polipeptideos da subunidade LSU
e, paralelamente, a traducao de rbcL cessa, retornando apenas quando condi¢des
otimas séo reestabelecidas.

A membrana tilacoidal também pode se adequar a condi¢cbes de estresse

abidtico. Isso requer respostas a curto prazo, como transicdo de estado e
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aumento nos componentes de dissipagédo de energia, e respostas a longo prazo,
como mudancgas na razdo PSI/PSII (Aro e Andersson, 2001).

O estresse salino também resulta num significativo acumulo de soédio e
cloro nas folhas, induzindo uma reducdo no teor de pigmentos e, portanto, um
decréscimo na eficiéncia fotossintética (Lu et al., 2002). Esse decréscimo poderia
ser, de outro modo, uma consequéncia indireta de uma fisiologia prejudicada
devido ao estresse.

Um método que tem sido bastante proposto para se estudar o desempenho
fotossintético é o uso de medidas da fluorescéncia da clorofila a, associada ao
fotossistema 1l (Newton e McBeath, 1996). Isso foi possivel devido ao
desenvolvimento de fluorimetros modulados (Ogren et al., 1985) que utilizam uma
fonte luminosa de excitacdo modulada (1 a 100 kHz), juntamente com um sistema
de deteccdo de fluorescéncia. Em alguns casos, mudancas nas variaveis de
fluorescéncia podem ser observadas, porque a maioria das cultivares tolerantes
exibe um reduzido decréscimo na eficiéncia fotoquimica, quando crescem em

condi¢Oes de estresse (Plaut et al., 1990).

2.5.1. A fluorescéncia da clorofila a como monitoramento do desempenho

do aparelho fotossintético

A energia do féton absorvido pelos pigmentos fotossintéticos desencadeia
as reacOes fotoquimicas (Schreiber et al., 2000). O fluxo de fétons excita a
molécula de clorofila, levando-a a um primeiro estado excitado, singleto
(Holzwarth, 1991), e a separacdo de cargas no centro de reacdo ocorre apos
alguns picossegundos (Bolhar-Nordenkampf et al., 1993). Quando ndo ocorre a
separacdo de cargas, 0 pigmento excitado retorna a um nivel basal e a energia
absorvida é emitida como calor (D) e fluorescéncia (F) (Krause e Weis, 1991).

Com o inicio da absorcdo da energia luminosa, os aceptores localizados
nos tilacoides estdo aptos a receber elétrons das moléculas de clorofila a
especial. Como resultado, o nUmero de aceptores apto a aceitar os elétrons é
rapidamente reduzido a zero, visto que todos os sitios de reducao estdo ocupados
em consequéncia da ativacao da fase fotoquimica. Dessa forma, a fluorescéncia &

elevada durante a atividade do aparelho fotossintético, sendo reduzida
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posteriormente. A cinética de emissdo da fluorescéncia e as fases da curva sao
convencionalmente denominadas de OJIP (Figura 2).
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Figura 2 - Cinética da emissédo de fluorescéncia.

Apbs o tecido fotossintetizante ser mantido no escuro (adaptagédo de 15 a
30 minutos), verifica-se que, durante a iluminacdo, ha uma elevacéao inicial da
fluorescéncia denominada de Fy (fluorescéncia minima ou inicial). O valor Fq
representa a emissao de luz pelas moléculas de clorofila a excitadas, antes de a
energia ser transferida para o centro de reacdo do PSII (Mathis et al., 1981). O
valor de F( € alterado por estresses ambientais, devido a mudancas estruturais
nos pigmentos fotossintéticos do PSII (Adams et al., 1993).

A inducéo da fluorescéncia da clorofila envolve uma fase transiente, que é
rapida (OJIP), e uma fase nado transiente, lenta (ap6s P). A fluorescéncia
transiente da clorofila € conhecida como fluorescéncia variavel (F,),
representando a fluorescéncia entre os niveis O (Fo — fluorescéncia inicial) e P (Fn,
— fluorescéncia maxima) (Krause e Weis, 1991).

A diminuicdo da fluorescéncia, apos o nivel P, é denominada quenching
(), que é uma forma de dissipagdo. Os quenchings séo divididos em dois tipos:
quenching fotoquimico (qP) e quenching n&o-fotoquimico (qN). O quenching
fotoquimico é a dissipagdo ocasionada pela utilizacdo da energia absorvida pelo
processo fotoquimico. O quenching nao-fotoquimico representa a dissipacédo da

energia absorvida por outras formas, principalmente por calor.
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Em fluorimetros de luz modulada de modelo Mini-Pam, o processo de

dissipacéo de energia, denominado quenching, é expresso matematicamente:

qP = (F’m - F) / (F’m - Fo)
Se considerarmos gN =1 - qgP
AN = (Fm = F'm) / (Fm — Fo)

Onde o sinal (‘) esta relacionado ao tecido fotossintetizante previamente
iluminado.

Como ja citado anteriormente, a energia absorvida pode ser utilizada na
producdo de ATP e NADPHo,, liberada na forma de calor (D) e emitida na forma de

fluorescéncia (F).

Neste sentido, 0s processos fotoquimicos poderiam ser representados pela
equagao:

Ph+D+F=1
Onde:

Ph - rendimento quéantico do fotossistema Il
F - fluorescéncia

D - dissipacao na forma de calor

De acordo com Schreiber et al. (1998), o rendimento quantico do
fotossistema 1l (Ph) pode ser representado pela razdo F,/F,. Em condicdes
normais, as plantas apresentam essa razao entre 0,75 e 0,85 (Butler e Kitajima,
1975), verificada em diferentes espécies e entre variedades de uma mesma
espécie.

Sendo assim, a razdo F,/Fn, € proporcional ao rendimento quantico maximo
do PSII, sendo sensivel a diversas alteracbes ambientais que possam afetar a
eficiéncia na absorgéo de energia (Babani e Lichtenthaler, 1996).
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2.6. Sinalizacao celular em resposta a estresses

Plantas sdo organismos sésseis que, para sobreviver as condicbes
adversas, desenvolveram uma via de resposta sofisticada ao primeiro sinal de
alteracdo do ambiente, e entdo transduzir o sinal, obtendo, posteriormente, uma
resposta fisioldgica a condicéo imposta (Cao et al., 2007; Finkelstein et al., 2002).

O estresse é primeiramente percebido por receptores presentes na
membrana das células, o sinal é entdo transduzido e isto resulta em uma geracao
de mensageiros secundarios, incluindo calcio, espécies reativas de oxigénio
(ROS) e fosfatidil inositol (Figura 3). Esses mensageiros secundarios, como o
fosfatidil inositol, modulam os niveis de calcio intracelular (Mahajan e Tuteja,
2005).

A perturbacdo nos niveis de Ca®" é percebida por proteinas ligadoras de
calcio, bem como por sensores de calcio. Essas proteinas sensoriais interagem
com seus respectivos padrdes de interacdo e iniciam uma cascata de fosforilacéo,
resultando na ativacdo de fatores de transcricAo e de genes responsivos a
estresses (Mahajan e Tuteja, 2005). O produto dessa resposta é a adaptacdo e
possivel sobrevivéncia a condicdo desfavoravel imposta.

Em eucariotos, proteinas quinase estdo envolvidas em aspectos-chave da
regulacdo celular, incluindo divisdo celular, metabolismo, e resposta a sinais
externos, como estresses. Em plantas, diversas MPKs (proteinas quinase
ativadas por mitogénese — do inglés mitogen activated protein quinase) séo
ativadas em resposta a estresses abidticos. Os niveis de transcritos de um
namero de proteinas quinase, incluindo MAPKKK, MAPKK e MAPK, aumentam
em resposta a essas condi¢gdes adversas (Mikolajczyk et al., 2000).

As respostas celulares e moleculares a estresses ambientais tém sido
estudadas intensivamente (Thomashow, 1999; Hasegawa et al., 2000). O
entendimento desses mecanismos, pelos quais as plantas percebem os sinais
ambientais e o0s transmitem a maquinaria celular, para ativar respostas

adaptativas, € de fundamental importancia para a biologia (Xiong et al., 2002).
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Figura 3 - Representacdo da via de sinalizagdo em resposta a uma condi¢do de
estresse. O sinal é percebido por receptor de membrana, pelo qual ativa PLC
(fosfolipase C) e hidrolisa PIP, (fosfatidil inositol 4,5-bifosfato), para gerar 1P3
(inositol trifosfato) e DAG (diacilglicerol). Com a duracao do estresse, 0s niveis de
calcio citosolico sdo aumentados. Essa alteracdo é percebida por sensores de
Ca?* que interagem com seus respectivos componentes da via de sinalizacéo,
como quinases e fosfatases. Essas proteinas sdo responsaveis por ativar fatores
de transcricdo e desencadear a expressdo de genes responsivos, permitindo uma
resposta fisioldgica ao estresse.

Proteinas quinase possuem um papel-chave na cascata de sinalizacdo
celular. Em resposta ao estresse osmaotico, bem como a outros estresses
abidticos e biéticos, ha um aumento na concentracdo de Ca** citosélico (Knight,
2000). A via de sinalizacdo € complexa e envolve uma acao coordenada de varios
genes. O Ca*" é o candidato priméario, que funciona como um fator central na
coordenacao e sincronizacdo de diversos estimulos da resposta celular. Na célula

vegetal, muitos sensores de célcio tém sido descritos como proteinas quinase



24

dependentes de Ca®* (CDPKSs) (Zielinski et al., 1998; Luan et al., 2002) e como
proteinas sensoriais CBLs (similares a calcinerina, do inglés - calcineurin B-like)
(Liu e Zhu, 1998). Vérias isoformas de CBL sao induzidas em condicbes de
estresse (Kim et al., 2003; Cheong et al., 2003; Pandey et al., 2004; Albrecht et
al.,, 2003; Nozawa et al., 2001; Hwang et al.,, 2005). As CBLs interagem
especificamente com uma classe de proteinas quinase, conhecida como CIPK
(CBL-interacting protein quinase) para transduzir o sinal via fosforilacao.

Plantas possuem algumas familias de quinases que ndo sao encontradas
em animais ou leveduras, ou sao altamente divergentes. Por exemplo, CDPKs
sdo encontradas em plantas vasculares, ndo-vasculares, em algas e em certos
protozoarios (Hrabak, 2000). Adicionalmente, existe um grupo de quinases
vegetais, relacionada a uma classe de quinases de levedura (SNF1-type), porém,
a maioria dessas enzimas, em Arabidopsis, apresenta funcdo similar e estrutura
priméria diferente, quando comparadas com as de seu ortdlogo em levedura
(Hrabak et al, 2003). Em 1998, Halford e Hardie deram o nome SnRK (quinase
relacionada a SNF1 — Sucrose Nonfermentingl-Related Protein Quinase) a esse
grupo de quinases e as distribuiram em trés classes: SnRK1, SnRK2 e SnRK3
(Figura 4), em que SnRK1 tem um papel na regulacdo global do metabolismo de
carbono e nitrogénio; e SNRK2 e 3 estao envolvidos na sinalizacdo em resposta a
estresses (Shukla e Mattoo, 2008). Todas essas proteinas possuem um dominio
catalitico tipico — Ser-Thr — que foram usadas na classificacéo inicial (Hanks e
Hunter, 1995). A maioria dos membros da familia CDPK-SnRK apresenta uma
regido C-terminal que funciona como um regulador da atividade quinase ou um

mediador na interacdo com outras proteinas.
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Adaptado de Hrabak et al., 2003.

Figura 4 - Representacdo esquemadtica da estrutura dos dominios de proteinas
quinase pertencentes a familia CDPK-SnRK. As linhas verticais indicam as
regibes N e C-terminal. Os sitios de ligagdo de calcio estédo indicados por caixas
pretas. O dominio regulatério de SnRK1 esta indicado por linhas pontilhadas,
enquanto SNRK2 e SnRK3 estdo representados por D/E e a caixa quadriculada,
respectivamente.

Ao todo, foram encontrados 38 SnRKs, em Arabidopsis, trés SnRK1, dez
SnRK2 e 25 SnRK3. As duas ultimas classes parecem ser exclusivas de plantas
(Halford et al., 2000). Existem evidéncias de que a classe SnRK2 apresenta papel
importante na resposta a estresses abiéticos em plantas, principalmente a ABA e
estresse osmoético (Umezawa et al. 2004; Mustilli et al. 2002; Yoshida et al. 2002;
Li et al., 2000;). Com relacéo a classe SnRKS3, as 25 proteinas sdo representadas
por CIPKs (proteinas quinase que interagem com CBLs, do inglés — CBL-
interacting protein quinase) (Albrecht et al., 2001); SOS2 (salt overly sensitive 2)
(Liu et al., 2000); SIPs (SOS3 interacting proteins) (Halfter et al., 2000); e PKSs
(proteinas quinase S) (Guo et al., 2001).

Os dois primeiros genes de SnRK2, encontrados em Arabidopsis, foram
clonados em 1993 e denominados ASK1l e ASK2 (Parker et al., 1993).
Posteriormente, a classe SnRK2 foi renomeada como SnRK2.1 a SnRK2.10
(Halford e Hardie, 1998; Hrabak et al., 2003). Em arroz, dez quinases ort6logas,
as proteinas da classe SnRK2 foram identificadas por sua ativagdo durante o
estresse osmoético e exposicado ao ABA, e classificadas como SAPKs — SAPK1 a
SAPK10 (Kobayashi et al., 2004).
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2.7. Imunidade inata em plantas

Praticamente todas as plantas encontradas em um ecossistema natural
podem ser infestadas por bactérias, virus, fungos, nematoides ou insetos. Esses
diferentes organismos liberam moléculas efetoras (também chamadas fatores de
viruléncia) dentro da célula vegetal, causando doencas. Apesar de todos esses
ataques, as plantas sdo capazes de se proteger. Os mecanismos de defesa
vegetal sdo complexos e compostos de mdltiplas linhas de defesa que séao
efetivas contra uma diversidade de patdgenos. Essas barreiras de defesa podem
ser quimicas ou fisicas, inibindo a infec¢ao (Bari e Jones, 2009).

O sistema de defesa induzido inclui alteragcdes moleculares, bioquimicas, e
mudancas morfoldégicas, como estresse oxidativo, expressdao de genes
relacionados, producdo de compostos antimicrobianos, e morte celular
programada (van Loon et al., 2006).

Ao contrario dos animais, as plantas ndo possuem células especializadas
em desencadear resposta imune. Em resposta a essa alteracdo, as células
vegetais se reprogramam, priorizando a defesa do sistema para que as funcdes
celulares voltem a homeostase (Spoel et al., 2008).

As plantas se defendem contra a maioria dos patdgenos mediante um
mecanismo basal de defesa (também chamado de sistema imune inato). O
sistema imune vegetal tem sido representado em esquemas como um modelo
‘zig-zag’, no qual, a percepc¢do de padrdes moleculares associados a microbios e
patdbgenos (MAMPs e PAMPs — microbial- or pathogen- associated molecular
patterns) reconhecem receptores relacionados a esses padrdes (PRRs — pattern
recognition receptors) na imunidade desencadeada por PAMPs. Como uma forma
de burlar esse sistema, os patdgenos secretam moléculas efetoras capazes de
suprimir essa imunidade e desencadear a doenca, resultando na susceptibilidade
do vegetal desencadeada por efetores. Mais uma vez, as plantas reconhecem
essas moléculas efetoras e ativam o sistema imune, formando um sistema de

inativacao e ativacao (‘zig-zag’) (Chisholm et al., 2006; Jones e Dangl, 2006).
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2.8. Bactérias endofiticas diazotréficas

As plantas podem interagir especificamente com diferentes
microorganismos formando associacdes mutualisticas e patogénicas. A presenca
desses microorganismos pode ser requerida para O crescimento e o0
desenvolvimento do vegetal em diferentes ecossistemas (Hardoim et al., 2008).
Durante o desenvolvimento dessa associacao, o sistema de defesa da planta &
estritamente regulado por uma sinalizacdo complexa (cross-talking) e por
transducéo de sinais (Eugem et al., 1999; McDowell e Dangl, 2000), determinando
se a interagdo sera benéfica (Lambais, 2001).

De modo geral, a palavra endofitico inclui todos os organismos capazes de
colonizar, durante alguma parte do seu ciclo de vida, os espacos intercelulares e
tecidos vasculares de diferentes 6rgdos vegetais, sem causar, na planta
hospedeira, dano aparente ou algum sintoma de doenca (Petrini 1991). As
bactérias endofiticas sdo estudadas ha mais de 120 anos. Durante todo esse
tempo, vérias bactérias foram isoladas e caracterizadas. Herbaspirillum,
Gluconacetobacter e Burkholderia sdo alguns dos exemplos de bactérias
endofiticas fixadoras de nitrogénio.

O termo endofitico foi primeiramente introduzido na area de pesquisa de
fixacdo de nitrogénio associado com gramineas, por Do6bereiner (Baldani e
Baldani, 2005). A definicdo da palavra foi dada por De Bary (1866) e refere-se a
flora micotica que habita o interior dos tecidos vegetais. Posteriormente, o termo
foi também aplicado para bactérias, passando por diversas definicdes conceituais.

As bactérias endofificas sé@o classificadas em obrigatorias e facultativas,
sendo as Ultimas caracterizadas como bifasicas, alternando entre plantas e
ambiente (principalmente o solo).

Embora a presenca de bactérias endofiticas nas plantas seja variavel e,
ocasionalmente, transiente, elas sdo capazes de desencadear mudancas
drasticas na fisiologia e modular o crescimento e desenvolvimento vegetal
(Conrath et al.,, 2006). Adicionalmente, varios mecanismos moleculares estao
envolvidos devido as alteracbes acarretadas pela invasdo bacteriana. Muitos
genes candidatos com funcdo desconhecida tém sido encontrados e
caracterizados por serem diferencialmente expressos durante a associacao

planta-bactéria (Rocha et al., 2007). Isso indica que as etapas iniciais da
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colonizacéo endofitica sdo ativamente monitoradas e, possivelmente, aumentadas
ou diminuidas pela planta (Vargas et al., 2003).

A diversidade e a composi¢cdo da comunidade bacteriana na endosfera sao
provavelmente governadas por eventos estocasticos e influenciadas por
processos que determinam a colonizacéo (Battin et al., 2007), como, por exemplo,
fatores do solo. Considerando a heterogeneidade do solo nos niveis micro-
habitados e a distribuicdo heterogénea da raiz vegetal no solo, as etapas de
colonizacdo dependem da probabilidade de ocorrer a interacdo raiz-bactéria
(Figura 5) (Hardoim et al., 2008).

Adaptado de Hardoim et al., 2008.

Figura 5 - Diferentes tipos de enddfitos e o processo de colonizacdo bacteriana.
Os fatores do solo e a comunidade bacteriana determinam os eventos de
associacao raiz-bactéria. Bactérias oportunistas e enddfitos passageiros (células
azuis e vermelhas) sdo restritos ao espaco do cortex. Elas sé@o incapazes de
invadir o tecido-especifico e manipular o metabolismo vegetal. Os endofitos
verdadeiros (células amarelas) possuem algumas propriedades oportunistas e,
adicionalmente, sdo capazes de invadir o tecido vascular, adaptando-se ao
ambiente vegetal sem causar aparente desarmonia.

Nesses ultimos anos, varios efeitos positivos foram atribuidos as bactérias
endofiticas, como a promocdo do crescimento vegetal, controle bioldgico de
pragas e doencas nas plantas, fixagdo bioldgica de nitrogénio (Downing et al.,
2000; Verma et al.,, 2001), inducdo de resisténcia sistémica (Hallmann, 1997),
producdo de siderdforos (Burd et al.,, 1998; Wenbo et al.,, 2001) e producéo de
antibioticos (Strobel e Daisy, 2003).
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Outros estudos com endofiticos diazotréficos demonstraram que essas
bactérias produzem hormdnios reguladores do crescimento vegetal, como auxina
(Fuentes-Ramirez et al., 1993), giberelina (Bastian et al., 1998) e citocininas, as
quais contribuem para melhorar a nutricdo mineral e a utilizacdo de agua pelas
plantas (Bazzicalupo e Okon, 2000). Adicionalmente, foi verificado que muitas
dessas bactérias promotoras de crescimento produzem e metabolizam a enzima
1-amino ciclopropano-1-carboxilato (ACC) desaminase, um precursor do etileno
(Mayak et al., 2004).

A sintese desses hormonios, pelas células bacterianas, poderia atuar na
modulacdo dos niveis endégenos. Com o desequilibrio desses niveis hormonais,
poderia haver alteracbes na resposta vegetal aos diferentes estresses ou
condicdo ambiental imposta.

Relativamente poucos mecanismos foram demonstrados para explicar as
alteracOes na resposta a estresses ambientais, em plantas inoculadas com essas
bactérias promotoras do crescimento vegetal (Mayak et al., 2004). Porém,
acredita-se que essas bactérias diazotroficas, em associacdo com plantas
crescidas sob condi¢cbes adversas, como seca e salinidade, poderiam modificar a

adaptacao as condicfes de estresse.

2.8.1. Gluconacetobacter diazotrophicus

Gluconacetobacter diazotrophicus, anteriormente denominada Acetobacter
diazotrophicus, é uma bactéria gram negativa, aerébia, medindo de 0,7 a 0,8 x 2 a
4 um e ndo apresentando movimento espiralado. Sua ocorréncia é restrita,
podendo ser encontrada em associagdes com plantas de propagacéo vegetativa,
ricas em aclcar, como cana-de-agUcar, batata doce, capim Camerrom
(Do6bereiner et al., 1993) e abacaxi (Tapia-Hernandez et al., 2000).

As pesquisas com bactérias diazotroficas foram iniciadas, na década de
60, com a observacao de que algumas variedades de cana-de-agucar poderiam
obter aproximadamente 60% de seu nitrogénio por meio da fixacao bioldgica do
nitrogénio (Baldani e Baldani, 2005). Esses resultados permitiram, posteriormente,
0 isolamento e a identificacdo de G. diazotrophicus, em plantas de cana-de-

acucar (Cavalcante e Ddbereiner, 1988).
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Adicionalmente, entre as propriedades fisiologicas dessa bactéria, foram
observadas a tolerdncia a altas concentracdes de sacarose (até 30%),
sensibilidade ao sal, tolerancia a acidez (baixo pH e &cidos organicos) e
habilidade de excretar o nitrogénio fixado, sendo capaz de fixar nitrogénio em
ambientes com pH a 2,5 (Bertalan et al., 2009; Cojho et al. 1993). Em 1999,
Baldani e colaboradores demonstraram que a inoculacdo de Gluconacetobacter
diazotrophicus, estirpe PAL5, em plantas micropropagadas de cana-de-agucar,
aumentou o peso fresco de parte aérea em 28%, 0 que é considerado
comercialmente significativo. Um outro efeito da colonizac&o dessa bactéria é sua
relacdo com a biossintese de hormoénios vegetais (Fuentes-Ramirez et al., 1993).

A Gluconacetobacter é capaz de colonizar tecidos radiculares e partes
aéreas pela penetracdo na ponta da raiz e raizes laterais (James et al., 1994).
Essa colonizacdo da cana-de-agucar pela bactéria foi demonstrada por meio de
microscopia eletrénica e oOtica (James et al., 1994; Olivares et al.,, 1996). Na
superficie da raiz, a bactéria se concentra nas regides de juncdo das raizes
laterais. Dentro da raiz, esta pode ser vista no interior de células da epiderme e
nos espacos intercelulares do parénquima, bem como dentro de vasos do xilema,
através dos quais, a bactéria parece migrar para a parte aérea da cana-de-agucar
(Dong et al., 1994; Reis et al., 1995).

Gluconacetobacter diazotrophicus PAL5 foi a terceira bactéria endofitica
diazotréfica a ter seu genoma completamente sequenciado. Seu genoma é
composto de 3,9 Mpb e dois plasmideos de 16,6 e 38,8 Kb, respectivamente. As
894 sequéncias génicas encontradas estdo relacionadas ao modo de vida
endofitico, como fixacdo de nitrogénio, promocdo do crescimento vegetal,
metabolismo de acucar, transportadores, biossintese de auxina e a ocorréncia de

bacteriocinas (Bertalan et al., 2009).

2.9. Papel dos estbmatos na resposta imune inata

Estébmatos sdo poros microscépicos presentes na superficie da area foliar,
compostos de duas células especializadas da epiderme, denominadas células-
guarda (Lawson, 2008). Através dos estbmatos, as plantas conduzem as trocas

gasosas necessarias para a fotossintese e controla a perda de agua por meio da
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regulacdo da abertura do poro. As plantas regulam a abertura e o fechamento
desse poro mediante as alteragbes na pressdo de turgor dentro das células-
guarda. Os movimentos estomaticos sdo influenciados por numerosas condi¢cdes
ambientais, como intensidade de luz, umidade relativa do ar, concentracdo de
CO,, salinidade e desidratacdo (Underwood et al., 2007).

Mudancas na abertura estomatica em resposta ao ambiente sdo mediadas
por uma complexa sinalizacdo. O horménio acido abscisico (ABA) é um
componente-chave de diferentes vias de sinalizacéo, relacionadas ao estresse em
plantas, e desempenha um papel central na sinalizacado celular, permitindo o
fechamento estomatico. Essa sinalizacdo via ABA é transduzida por meio de
sinais, incluindo a producdo de compostos como Oxido nitrico (NO) e H,O,, e
sinais intermediarios, como a quinase especifica de células-guarda OST1 open
stomata 1 (SnRK2.6), e alteracées e oscilacdes nos niveis de Ca?* citosélico (Fan
et al., 2004; Mustilli et al., 2002; Schroeder et al., 2001).

Historicamente, essa abertura na superficie foliar era considerada uma
porta de entrada passiva para microorganismos (Figura 6). Entretanto, estudos
recentes tém demonstrado que o estdbmato desempenha um papel ativo, durante
a invasao bacteriana, como parte de um sistema imune inato da planta (Melotto et
al., 2008).

Adaptado de Melotto et al., 2008.

Figura 6 - Células bacterianas presentes na superficie foliar, ilustrando a

agregacdo de algumas bactérias proximas ao tricoma e a invasao bacteriana
através dos poros estomaticos.

Em 2006, Melotto e colaboradores usaram plantas de Arabidopsis

adaptadas a luz, nas quais 70-80% dos estbmatos estavam abertos. Quando as

folnas foram expostas a uma suspensdo bacteriana de Pst DC300, a um

patdogeno de tomate e Arabidopsis, uma reducdo marcante nos numeros de
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estOmatos abertos foi observada dentro de 1 a 2 horas de incubag&o. No entanto,
apos 3 horas, muitos dos estdmatos reverteram seu estado para aberto.

Diversos estudos verificaram que estdmatos de Arabidopsis apresentaram
resposta a presenca de bactérias e ao tratamento com padrées moleculares
associados a patégenos, derivados de bactérias (PAMPs). A percepcédo de
PAMPs, por receptores de reconhecimento de padrbes (PRRs), é a base da
imunidade inata em muitos organismos superiores, incluindo animais, insetos e

plantas (Ausubel, 2005; Chisholm et al., 2006; Jones e Dangl, 2006).

2.10. Papel dos horménios na defesa vegetal

Alguns patégenos apresentam, em seu sistema regulatério, a capacidade
de sintetizar biomoléculas que mimetizam fitorménios e interferem na resposta
imune do vegetal. Esses hormdnios microbianos resultam em um desequilibrio
hormonal e ativacdo inapropriada de defesa (Robert-Seilaniantz et al., 2007),
promovendo viruléncia.

O etileno, o &cido salicilico, o acido abscisico e o acido jasmdnico sao
descritos como reguladores da resposta a varios patdogenos, pestes e a estresses
abidticos (Glazebrook, 2005; Lorenzo e Solano, 2005; Broekaert et al., 2006;
Loake e Grant, 2007; Balbi e Devoto, 2008). O acido salicilico tem um papel
crucial na resposta de defesa e esta geralmente envolvido na ativagdo da
resposta contra biotroficos, bem como no estabelecimento da resisténcia
sistémica adquirida (Grant e Lamb, 2006). Em contraste, o etileno e o acido
jasmonico estdo usualmente associados a defesa contra necrotréficos e insetos
herbivoros (Beckers e Spoel, 2006; Mur et al., 2006).

Outro horménio que também tem sido observado, na resposta de defesa
vegetal, € o fitormbnio acido abscisico. Ele € um dos principais hormdnios que
regula a adaptacdo de plantas a estresses ambientais, pela modulacdo da
expressdo de genes responsivos a condicdes adversas e pelo controle do
fechamento estomatico, durante o estresse hidrico. Algumas pesquisas incluem
quinases, fosfatases, proteinas-G, enzimas ligadoras de RNA, fatores de

transcricdo, mensageiros secundarios (Ca"), espécies reativas de oxigénio, 6xido
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nitrico e fosfolipideos na via de sinalizacdo a ABA (Himmelbach et al., 2003;

Israelsson et al., 2006; Hirayama e Shinozaki, 2007) (Figura 7).
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Adaptado de Spartz e Gray, 2009.
Figura 7 - Esquema ilustrativo indicando receptores de ABA atuando em
diferentes locais celulares. A proteina ligadora de RNA (FCA) interage no nucleo
com o fator FY para controlar a abundéancia de FLC, um inibidor da floracdo. No
cloroplasto, a subunidade H da quelatase-Mg (CHLH) se liga ao ABA e atua como
regulador positivo na via de sinalizacdo. Estudos genéticos tém demonstrado a
participacdo de receptores do tipo GPCRs e da proteina-G na via sinalizacao de
ABA. Adicionalmente, proteinas como fosfolipase D (PLD), fosfatase 2C (PP2C),
quinase ativadas por mitogénese (MAPK), quinase relacionada a SNF1 (SnRK),
acido fosfatidico (PA), espécies reativas de oxigénio (ROS) e oxido nitrico (NO)
também estdo envolvidos na resposta a esse horménio.

Em geral, acredita-se que o ABA esteja envolvido na regulacdo negativa da
defesa vegetal contra organismos biotréficos e necrotréficos (Bari e Jones, 2009).
Estudos demonstraram que a aplicagdo exdgena de ABA aumentou a
susceptibilidade de Arabidopsis (de Torres-Zabala et al., 2007), feijdo (Mohr e
Cahill, 2001) e arroz (Koga et al., 2004) a bactérias e fungos. Recentemente,
Yasuda e colaboradores (2008) demonstraram que o tratamento com ABA
reprime a inducdo de resisténcia sistémica adquirida (SAR), indicando uma
interacdo entre SAR e a via de sinalizagao de ABA em Arabidopsis.

Alguns patégenos sao capazes de alterar os niveis de ABA endogeno da
planta. Por exemplo, plantas de tabaco infectadas com o virus do mosaico
apresentaram aumento do teor de ABA e a resisténcia do vegetal ao virus

(Whenham et al., 1986). Similarmente, plantas de Arabidopsis infectadas com Pst
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DC3000 acumularam altos niveis do horménio quando comparados aos das
plantas-controle (de Torres-Zabala et al., 2007). Esses dados sugerem que alguns
patdogenos podem possuir a habilidade de produzir ABA ou alguma molécula que
mimetize sua funcéo, interferindo na resposta de defesa do vegetal (Bari e Jones,
2009).

2.11. COI1, um membro da familia F-box, esta envolv ido na resposta a

hormonios e na defesa vegetal

Diversos estudos tém demonstrado que a concentracdo de acido
jasmonico aumenta na resposta a infeccdo por patdogenos, ferimentos ou pela sua
aplicacdo exodgena, induzindo genes relacionados a defesa (Lorenzo e Solano,
2005; Wasternack, 2007). Por exemplo, a sintese de coronatina — uma fitotoxina
de Pseudomonas syringae pv. tomato, que mimetiza &cido jasmonico -
desencadeia a resposta de defesa dependente de metil jasmonato e suprime a
resposta dependente de acido salicilico, resultando na inducdo da doenca (Cui et
al., 2005; Laurie-Berry et al., 2006). Adicionalmente, tem sido demonstrado o
efeito da coronatina na prevencdo do fechamento estomatico induzido por
PAMPs, facilitando a entrada do patégeno na folha (Melotto et al., 2006).

Andlises utilizando mutantes indicaram que uma proteina sensivel a
coronatina (COI1 coronatine insensitive 1 — proteina da familia F-box) funciona
como um substrato para o reconhecimento modulado pela multi-subunidade SCF
(SKP1 - Culinal — proteina F-box) e determina a especificidade do alvo da
ubiquitina ligase E3 (Moon et al., 2004; Xul et al., 2002). O complexo SCF*°"
(Figura 8) esta envolvido na degradacdo de proteinas pelo proteossomo 26S e é
requerido na resposta a acido jasmonico (Xie et al., 1998). Em leveduras e células
animais, o reconhecimento do alvo pela ubiquitina ligase E3 depende tipicamente

da fosforilacdo e de mudancas pés-traducionais do substrato.
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.............

Adaptado de Spartz e Gray, 2009.

Figura 8 - Esquema ilustrativo da resposta ao acido jasménico, regulada
negativamente por SCF“® (complexo multimérico SCF ubiquitina-ligase),
mediante a repressao da atividade transcricional.

FCO'l interfere na

Ainda ndo estd claro como a acdo dependente de SC
inibicdo do fechamento estoméatico. Diversos estudos mostram a interagéo
antagonista entre a sinalizacdo de acido jasmonico (JA) e a sinalizacdo mediada
por &cido salicilico (SA) ou acido abscisico (ABA) (Laurie-Berry et al., 2006;
Brooks et al., 2005; Anderson et al., 2004). Poréem, uma hipotese atrativa é que a
coronatina usa a interacao antagonista entre a sinalizagdo de JA, AS e ABA da
planta para afetar a resposta estomatica. A sinalizacdo estomatica ainda néo esta
totalmente clara, portanto, futuras pesquisas serdo necessarias para entender a

natureza dindmica que caracteriza a sinaliza¢do das células-guarda.

2.12. Producéo de horménios por microorganismos

A primeira observacdo da sintese de fitormdnios por microorganismos foi
realizada em plantulas de arroz infectadas com o fungo Gibberella fujikuroi
(Kurosawa, 1926). O composto identificado, que conferia o aumento do

crescimento da planta, foi denominado giberelina. Posteriormente, técnicas
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bioguimicas permitiram a identificacdo de outros horménios, como auxina e
citocinina de bactérias e fungos (Robert-Seilaniantz et al, 2007).

Crozier e colaboradores, em 1988, caracterizaram o horménio auxina, por
meio de espectrometria de massas acoplado a um cromatografo gasoso (GC-
MS), em cultura de Azospirillum brasilense. Dez anos depois, a presenca de IAA
foi também observada em cultura de Gluconacetobacter diazotrophicus, em meio
guimicamente definido (Bastian et al., 1998).

Adicionalmente, diferentes giberelinas (GA1, GAs, GAs, GAg e GAy) foram
caracterizadas em cultura de Azospirillum lipoferum (Piccoli et al., 1996; Bottini et
al.,, 1989), confirmando mais uma vez a producdo de hormoénios por
microorganismos.

As vias de sinalizagdo, bem como a quantidade produzida desses
horménios, sdo diferentes e especificas para cada microorganismo. Entretanto,
durante a interacdo, a sintese desses horménios € requerida para o
estabelecimento da doenca ou colonizacao (Jamsson, 2000).

O sequenciamento de cepas de Pseudomonas revelou a presenca de
genes envolvidos na biossintese de hormdnios vegetais (Feil et al., 2005). Valls e
colaboradores (2006) demonstraram que Ralstonia solanacearum pode produzir
auxina e que mutantes dos genes, envolvidos na biossintese, apresentam
reducdo da viruléncia do patdgeno. No caso do fungo G. fujikuroi, a giberelina
produzida € quimicamente similar e apresenta o mesmo papel fisiolégico da
giberelina de origem vegetal.

Os estudos ja realizados indicam que microorganismos produzem
horménios, principalmente, para modular o balanco hormonal do hospedeiro
vegetal, induzindo a repressao da resposta de defesa (Robert-Seilaniantz et al.,
2007).
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3. TRABALHOS

3.1. EFEITO DA COLONIZACAO POR Gluconacetobacter diazotrophicus
SOBRE A RESPOSTA FOTOSSINTETICA E ENZIMATICA DE PLA NTAS DE
CANA-DE-ACUCAR SUBMETIDAS AOS ESTRESSES SALINO E HI DRICO

3.1.1. RESUMO

Bactérias endofiticas podem interferir na fisiologia vegetal resultando em
alteracdes no crescimento, resisténcia a doencas e aumento de produtividade.
Esses beneficios sdo considerados uma consequéncia indireta da producdo de
fitormbénios, solubilizagdo de nutrientes e fixacdo de nitrogénio pela bactéria.
Embora esses fatores sejam favoraveis, um endofitico capaz de biossintetizar
horménios e alterar o metabolismo da planta poderia também melhorar ou
comprometer a resposta vegetal a uma condigcdo adversa. Neste trabalho, s&o
apresentados resultados que demostram que a bactéria endofitica
Gluconacetobacter diazotrophicus PAL5 interfere na resposta aos estresses
salino e hidrico. Os parametros fotossintéticos analisados — rendimento quantico
(Fv/Fm), quenching fotoquimico (gP), quenching nao-fotoquimico (gNP) e
pigmentos fotossintéticos — indicam que plantas colonizadas por G. diazotrophicus
apresentam maior susceptibilidade durante os estresses salino e hidrico.

Adicionalmente, analises da atividade antioxidante corroboram o0s resultados
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acima citados, nos quais foi possivel observar alteracdes na resposta antioxidante

de plantas inoculadas.

3.1.2. ABSTRACT

Endophytic bacteria can interfere with plant physiology resulting in changes
in growth, disease resistance and increased productivity. These benefits are
considered as an indirect consequence of the production of phytohormones,
solubilization of nutrients and nitrogen fixation by bacteria. Although these factors
are favorable, an endophytic able to biosynthesize hormones and alter the
metabolism of the plant it could also improve or impair the plant response to
adverse conditions. This work presents results that demonstrate that the
endophytic bacterium Gluconacetobacter diazotrophicus PAL5 interferes in
response to salt and drought stresses. Photosynthetic parameters analyzed -
quantum vyield (Fv / Fm), photochemical quenching (gP), non-photochemical
qguenching (gNP) and photosynthetic pigments - indicate that plants colonized by
G. diazotrophicus have a higher susceptibility during the salt and drought stresses.
Additionally, analysis of the antioxidant activity corroborate the above results, it

was possible to observe changes in antioxidant response of inoculated plants.

3.1.3. INTRODUCAO

Entre os varios estresses ambientais que afetam o metabolismo e a
producdo vegetal, a salinidade e a seca se destacam por estarem entre 0s
principais fatores limitantes, desencadeando uma série de alteragcdes bioquimicas
e fisiologicas (Allakhverdiev et al., 2000). A fotossintese, juntamente com o
crescimento celular, esta entre os processos primarios a serem afetados pela
seca e salinidade (Chaves et al., 2009; Munns et al., 2006). Os efeitos podem ser
diretos, como alteragbes no metabolismo fotossintético (Lawlor e Cornic, 2002),

ou secundario, aumentando a formacdo de espécies reativas de oxigénio e
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atividade de enzimas antioxidantes (Apel e Hirt, 2004). Nesse sentido, mudancas
nas condicbes ambientais, frequentemente, resultam em desequilibrios entre a
energia absorvida, durante a fase fotoquimica da fotossintese, e a utilizacdo da
energia, durante o transporte de elétrons fotossintéticos (Huner et al., 1998).
Nessa condigdo, a taxa de transferéncia de energia de excitagcdo da antena, para
o centro de reacdo fotoquimica excede a taxa de transporte de elétrons
(Herrmann et al., 1997). Durante o estresse, as plantas respondem a condicao
adversa, por meio de alteracdes da composicdo dos pigmentos fotossintéticos e
da atividade de processos bioquimicos que previnem o dano oxidativo aos
fotossistemas.

Existem evidéncias que sustentam a hipétese de que bactérias promotoras
do crescimento podem conferir resisténcia em plantas expostas a estresses
(Mayak et al., 2004). A pesquisa nessa area ainda é incipiente, pouco é sabido a
respeito da resposta de plantas inoculadas submetidas a estresses abidticos.

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo estudar o efeito dos
estresses salino e hidrico, sobre plantas de cana-de-acucar inoculadas com a
bactéria promotora de crescimento Gluconacetobacter diazotrophicus PAL5, por
meio de medi¢bes da eficiéncia fotoquimica (Fv/Fm, qP e gN) e de teor de
pigmentos fotossintéticos (clorofilas e carotendides). Adicionalmente, foram
quantificados os niveis de peroxidacdo de lipideos e a atividade de enzimas

antioxidantes (ascorbato peroxidase, catalase e guaiacol peroxidase).

3.1.4. MATERIAL E METODOS

3.14.1. Material biolégico

3.1.4.1.1. Material vegetal e condi¢des de cultivo

Durante os trabalhos, foram utilizadas plantas de cana-de-acucar da
cultivar RB 758540, cultivadas a partir de minitoletes, cedidos pela Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro (Campus Leonel Miranda — Campos dos
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Goytacazes/RJ). Os minitoletes foram previamente submersos em agua a 52°C
durante 2 horas, para possivel desinfestacao.

ApOs o tratamento, os minitoletes foram plantados em vasos plasticos de
700 mL, contendo substrato inerte, composto por uma mistura de areia
autoclavada e vermiculita, numa proporgéo de 2:1. Em seguida, os vasos foram
transferidos para casa-de-vegetacdo onde permaneceram por 20 dias. Apds esse
periodo, as plantas foram utilizadas nos experimentos de inoculacdo e submissao

aos estresses salino e hidrico.

3.1.4.1.2. Microorganismo, manutencao e preparo do  inéculo

Para as inoculagdes, foi utilizada a bactéria G. diazotrophicus PAL-5,
cedida gentiimente pelo Professor Fabio Olivares do Laboratério de Biologia
Celular e Tecidual da UENF. A manutencdo da bactéria em laboratorio foi
realizada por meio de culturas-estoque. Estas consistiam da mistura, em tubo de
1,5 mL, de 800 pL da cultura da bactéria crescida em meio DYGS (Rodrigues
Neto et al., 1986) liquido com densidade o6tica de 1,3 a 1,5 Abs, em 600 nm, com
200 pL de glicerol a 50%. Apods a mistura, as culturas-estoque foram congeladas
em nitrogénio liquido e armazenadas a -70°C.

Para o preparo do indculo, culturas-estogue foram descongeladas em gelo
e inoculadas em meio DYGS liquido numa proporcdo de 5%. A cultura foi
incubada em Erlenmeyer contendo chicanas, e vedada com mantas de algodao
envoltas em gaze. O crescimento da bactéria se deu a 30°C durante 24 horas,
utilizando-se agitador orbital com rotagéo de 120 min™.

No processo de inoculacdo, a quantidade de in6culo utilizada foi medida
em camara de Newbauer até que se obtivesse cerca de 10° células por mL de

solucéo.

3.1.4.2. Inoculacéo de plantas de cana-de-agucar

Plantas de cana-de-acucar foram inoculadas com a bactéria, por meio da

imersdo de suas raizes na cultura de G. diazotrophicus. As raizes das plantas
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foram mantidas imersas na solugdo durante 3 horas. Para anular a possivel
interferéncia de componentes do meio de cultura nos resultados a serem obtidos,
as plantas-controle foram imersas em meio DYGS (Rodrigues Neto et al., 1986)
isento de bactéria, por igual periodo de tempo.

Apébs a inoculacédo, as plantulas foram novamente transferidas para vasos
plasticos de 700 mL, contendo o substrato inerte, e irrigadas com a cultura
bacteriana utilizada no processo de inoculacdo. Posteriormente, as plantas foram
acondicionadas em casa-de-vegetacdo onde permaneceram até o final dos

experimentos.

3.1.4.3. Inducédo aos estresses salino e hidrico

Apés duas semanas da inoculagdo, as plantas foram submetidas aos
estresses salino (1,0% de NacCl, resultando em um potencial osmaético (ys) de -0,5
MPa) e hidrico, durante 15 e 30 dias. Para o estresse salino, as plantas foram
irrigadas com 400 mL de solug&o Yoshida salinizada (1 % NacCl). Com relagé&o ao
estresse hidrico, a irrigagcéo foi cessada no primeiro dia de estresse. As plantas-
controle receberam 400 mL de solucdo Yoshida sem o agente estressante.

Durante o tratamento, em intervalos de 2 dias, as plantas-controle e
salinizadas foram irrigadas com 50 mL de &gua destilada. Quantidade suficiente
para evitar a desidratacado e nédo permitir a percolacéo, evitando, dessa forma, a

lavagem do sal, presente no substrato das plantas submetidas ao estresse salino.

3.1.4.4. Analise da eficiéncia fotoquimica do PSII

A analise da eficiéncia fotoquimica foi feita por meio de um fluorimetro de
luz modulada modelo FMS-2 — Fluorescence Monitoring System (Hansatech,
King's Lynn, Norfolk, Inglaterra), utilizando-se de seis repeticbes. As medi¢cbes
foram efetuadas apds 30 minutos de adaptagdo ao escuro, utilizando-se pingas
apropriadas ao sensor do aparelho. As leituras foram realizadas na regido
mediana da primeira folna completamente expandida do cartucho foliar, das 8 as

10 horas da manha.
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O monitoramento do desempenho do fotossistema Il, pela medida das
variaveis de fluorescéncia, foi realizado aos 15 e 30 dias de estresse. A
fluorescéncia inicial (Fo) foi obtida com luz modulada de baixa intensidade (6 pmol
m? s1), e a fluorescéncia maxima (Fm) foi determinada com um pulso de luz
saturante de 10000 umol m™? s™. Foram obtidos dados referentes ao rendimento
quantico do PSIlI (Fv/Fm), quenching fotoquimico (gP) e quenching néo

fotoquimico (gN).

3.1.4.5. Extracdo de pigmentos fotossintéticos

Para a extracdo de pigmentos fotossintéticos, foram utilizados 10 cm? de
area foliar, correspondente a 200 mg de tecido, aproximadamente. Este material
foi retirado da regido mediana da primeira folha totalmente aberta do cartucho
foliar. Foram utilizadas cinco repeticoes.

Durante a extracdo, o tecido retirado de cada tratamento foi cortado em
pequenas tiras e acondicionado em tubos de ensaio com tampa, contendo 4 mL
de DMSO (Dimetilsulfoxido). Estes foram mantidos no escuro por 4 dias em
temperatura ambiente.

ApoOs o0 4° dia, foi realizada a leitura em espectrofotometro do extrato
obtido. Foram utilizados o comprimento de onda de 665 nm, 649 nm e 480 nm.

Utilizando-se as equacdes de Wellburn (1994), foram estimados os teores

de pigmento da area foliar.

Clorofila a = 12,19 A665 — 3,45 A649
Clorofila b = 21,99 A649 — 5,32 A665
CarOtenéldeS xantofilas+ carotenos = (1000 A48O - 2,14 Ca - 70,16 Cb)/220

3.1.4.6. Determinacao dos niveis de peroxidagdo de lipideos
A peroxidacao lipidica foi determinada, indiretamente, pelo contetudo de

espécies reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS, subprodutos da peroxidacéo

lipidica), baseado na metodologia proposta por Dhindsa e Matowe (1981), porém
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com algumas modificagbes. Foram macerados em nitrogénio liquido 500 mg de
amostra vegetal. O macerado foi entdo homogeneizado em 5 mL de 0,1 % de
acido tricloroacético (TCA) com 0,01 % de polivinil poli pirrolidona (PVPP). O
homogenato foi centrifugado a 10000 g por 5 minutos. Para cada aliquota de 1 mL
do sobrenadante, foram adicionados 4 mL da solucdo de 20% de TCA, contendo
0,5% de TBA. A mistura foi aguecida a 95T por 30 minutos e, entdo, resfriada
rapidamente em gelo. ApoOs centrifugacdo de 10000 g por 10 minutos, a
absorvancia do sobrenadante foi lida a 535 nm e o seu valor subtraido do valor da
absorvancia inespecifica a 600 nm. A concentracdo de TBARS foi calculada
usando o coeficiente de extingdo molar de 155 mM™* cm™. As leituras foram
realizadas em leitor de microplaca de 96 pocos (pQuant, BIO-TEK). Foram

utilizadas cinco repeticoes.

3.1.4.7. Determinacao da atividade de enzimas antio xidantes

3.1.4.7.1. Extracéo de proteinas

Foram utilizadas folhas de plantas de cana-de-acucar com 15 dias de
tratamento. Em um gral de porcelana mantido no gelo, aproximadamente 200 mg
de tecido foliar foram macerados na presenca de tampao de extracdo (100 mM
tampao fosfato de potassio pH 7,5, 1 mM EDTA e 3 mM DTT), na proporcéo de
1:4 (p/v), acrescidos de PVPP, na proporgcéo de 5% (p/v). O homogenato obtido
foi distribuido em tubos de 1,5 mL e centrifugado a 15.000 x g durante 10 minutos
a 4C. Os sobrenadantes foram coletados, transferid os para novos tubos em
aliguotas de 100 pL e, posteriormente, congelados em nitrogénio liquido e

armazenados em freezer a -70C. Foram realizadas tr és repeti¢des.
3.1.4.7.2. Estimativa da concentracao protéica pelo  método de Bradford
O conteudo de proteinas em cada amostra foi determinado pelo método de

Bradford (1976), para posteriores analises das atividades enzimaticas. As leituras

de absorvancia foram realizadas em espectrofotbmetro em A= 595 nm, com 5 pL
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de amostra, 15 pL de agua destilada e 1 mL de reagente de Bradford. Uma curva

de 2 a 20 pg de ovalbumina foi utilizada para a analise dos resultados.

3.1.4.7.3. Determinacao da atividade da enzima cata lase (CAT)

Para determinar a atividade da CAT, foi utilizado o protocolo descrito por
Azevedo et al. (1998), com algumas modificacdes. Em uma placa de Elisa para
leitura de luz ultravioleta, foram adicionados 250 pL de extrato enzimatico diluido
(50 pL de extrato enzimatico em 950 pL de tampéo fosfato de potassio 100 mM
pH 7,5). A reacéo teve inicio com a adi¢do de 50 puL de H,O; diluido (1,5 pL de
H.O, 30% em 48,5 uL de tampéao fosfato de potassio 100 mM pH 7,5), e o
monitoramento da decomposicdo de H,O, foi feito em espectrofotbmetro, por
meio das leituras de absorvancia a 240 nm durante 1 minuto. O meio de reacdo
sem H,O; foi utilizado como branco. Os resultados de atividade de CAT foram

expressos em pM min™* mg de proteina.

3.1.4.7.4. Determinacao da atividade da enzima guai acol peroxidase (GPX)

A determinacgéo da atividade da GPX foi baseada no método utilizado por
Zhang e Kirkham (1994), com modificacbes. Em uma placa de Elisa, foram
adicionados 125 pL de guaiacol diluido (0,1677 pL de guaiacol em 125 uL de
tampao fosfato de potassio 50 mM pH 6,0) e 125 uL de H,0; diluido (0,03125 pL
de H,0, 30% em 125 pL de tampéo fosfato de potassio 50 mM pH 6,0). A reacéo
teve inicio com a adicdo de 50 pL de extrato enzimatico diluido (20 pL de extrato
enzimatico em 980 pL de tampao fosfato de potassio 50 mM pH 6,0), e a atividade
da GPX foi determinada por mensuracdo da taxa de oxidacdo de guaiacol a
tetraguaiacol, por meio de monitoramento do acréscimo na taxa de absorvancia a
470 nm. O meio de reacdo sem extrato enzimatico foi utilizado como branco. Os

resultados de atividade de GPX foram expressos em uM min™ mg de proteina.
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3.1.4.7.5. Determinacao da atividade da enzima asco rbato peroxidase (APX)

A atividade da APX foi determinada de acordo com o método descrito por
Barka (2001). Em uma placa de Elisa para leitura de luz ultravioleta, foram
adicionados 200 pL de solucao-estoque de acido ascorbico (0,008132 g de acido
ascorbico em 40 mL de tampéo fosfato de potassio 50 mM pH 7,0 acrescido de
0,1 mM de EDTA) e 50 pL de H,0O; diluido (0,025 pL de H,0O, 30% em 50 pL de
tampéao fosfato de potassio 50 mM pH 7,0 acrescido de 0,1 mM de EDTA). A
reacao teve inicio com a adicdo de 50 pL de extrato enzimatico diluido (50 uL de
extrato enzimatico diluido em 950 pL de tampéao fosfato de potassio 50 mM pH 7,0
acrescido de 0,1 mM de EDTA), e o monitoramento da oxidag&o do ascorbato foi
feito mediante leituras de decréscimo de absorvancia a 290 nm em
espectrofotometro. O meio de reacdo sem extrato enzimatico foi utilizado como
branco. Os resultados de atividade de APX foram expressos em uM min™ mg de

proteina.

3.1.5. RESULTADOS

3.1.5.1. Efeito dos estresses salino e hidrico sobr e a eficiéncia fotoquimica e
teores de pigmentos fotossintéticos em plantas colo nizadas por
Gluconacetobacter diazotrophicus

No intuito de avaliar os efeitos da salinidade e seca sobre a eficiéncia
fotoquimica e teores de pigmentos fotossintéticos, plantas de cana-de-acucar
foram submetidas a 1% de NaCl e auséncia de irrigagédo, durante 15 e 30 dias.
Foram avaliados os seguintes parametros: rendimento quantico do PSII (Fv/Fm),
guenching fotoquimico (qP), quenching nao-fotoquimico (gN), clorofila a, clorofila

b e carotenoides.
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3.1.5.1.1. Rendimento quéantico do PSII (Fv/Fm)

Em 15 dias de tratamento, a salinidade ocasionou a diminuicdo da
eficiéncia fotoquimica (Fv/Fm), caracterizada pelo rendimento quantico (figura
9A), em plantas de cana-de-agucar. Verifica-se que plantas inoculadas e
salinizadas apresentaram uma maior reducdo, quando comparadas com a das
plantas submetidas ao sal e ndo-inoculadas. Aos 30 dias, plantas inoculadas e
expostas a salinidade (figura 9B) apresentaram significativa reducédo, se
comparada com as plantas submetidas a salinidade e ndo-inoculadas.

Com relagdo ao estresse hidrico, aos 15 dias (figura 9C), somente as
plantas inoculadas apresentaram decréscimo, sendo observada uma consideravel
reducdo nos valores de Fv/Fm. No entanto, a continuacdo do estresse hidrico
mostrou-se mais drastica para as plantas de cana-de-acUcar. Plantas submetidas
a seca e inoculadas ndo resistiram ao estresse imposto. Todas as plantas
colonizadas e impostas a esse estresse estavam mortas com 20 dias de

tratamento (figura 9D).

3.1.5.1.2. Quenching fotoquimico (gP)

Como pode ser visualizado na figura 10 (10A e 10C), aos 15 dias, houve
acréscimo dos valores de gP em todos os tratamentos, quando tais valores foram
comparados aos das plantas-controle. As plantas submetidas a salinidade e seca
apresentaram o0s maiores valores de P, sendo que as plantas inoculadas e
estressadas foram as que apresentaram o0 maior acréscimo. Cabe ressaltar que
plantas inoculadas também apresentaram aumento nos valores de gqP, quando
comparados com os valores da planta-controle. No entanto, com relagdo aos 30
dias de tratamento (figuras 10B e 10D), nenhuma alteracdo foi observada com
relacdo ao estresse salino. No entanto, houve reducdo de gP nas plantas

submetidas a seca.
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3.1.5.1.3. Quenching nao-fotoquimico (gN)

Aos 15 dias de tratamento, verificou-se que o estresse salino acarretou
uma reducéo dos valores de gNP (figura 11A). Tal resultado n&o foi observado em
plantas inoculadas e salinizadas. Os valores de gNP dos demais tratamentos
foram similares aos da planta-controle. Entretanto, no 30° dia, observou-se que
plantas inoculadas e expostas a salinidade (figura 11B) apresentaram significativo
aumento da variavel analisada.

Para o estresse hidrico (15 dias), a mesma observacdo pode ser verificada
na figura 11C, na qual somente plantas ndo-inoculadas e na auséncia de agua
apresentaram decréscimo. No 30° dia de tratamento, plantas néo-inoculadas e
submetidas a seca (figura 11D) apresentaram consideravel acréscimo nos valores
de gNP, sendo esses superiores aos das plantas ndo-inoculadas e salinizadas.
Resposta similar foi observada em plantas colonizadas pela bactéria e expostas

ao sal.
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Figura 9 - Efeito dos estresses salino e hidrico sobre o rendimento quantico
(Fv/Fm) de plantas de cana-de-agucar colonizadas por Gluconacetobacter
diazotrophicus. As plantas foram submetidas aos diferentes estresses, durante 15
(figuras A e C) e 30 dias (figuras B e D). As barras representam o erro-padrao da
média. Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey a 1% de probabilidade (n=10).
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Figura 10 - Efeito dos estresses salino e hidrico sobre o quenching fotoquimico
(gP) de plantas de cana-de-acucar colonizadas por Gluconacetobacter
diazotrophicus. As plantas foram submetidas aos diferentes estresses, durante 15
(figuras A e C) e 30 dias (figuras B e D). As barras representam o erro-padréo da
meédia. Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey a 1% de probabilidade (n=10).
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Figura 11 - Efeito dos estresses salino e hidrico sobre o quenching néo-
fotoquimico (gNP) de plantas de cana-de-aglicar colonizadas por
Gluconacetobacter diazotrophicus. As plantas foram submetidas aos diferentes
estresses, durante 15 (figuras A e C) e 30 dias (figuras B e D). As barras
representam o erro-padrdo da média. Médias seguidas das mesmas letras nao
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade (n=10).
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3.1.5.1.4. Pigmentos fotossintéticos

Foram avaliados os teores de clorofila total, clorofila a, clorofila b e
carotenoides. Adicionalmente, esses valores foram utilizados para calcular as
razdes clorofila a/b e carotenoide/clorofila.

De acordo com a figura 12A, todos os tratamentos (sal, inoculada e
inoc/sal) ndo apresentaram alteracdo nos teores de clorofila, aos 15 dias, quando
comparados aos teores das plantas-controle. Aos 30 dias de tratamento, verificou-
se, em plantas expostas a salinidade pequena, a redugdo dos teores de pigmento,
sendo essa diminuicdo acentuada na presenca da bactéria (figura 12B).

Para o estresse hidrico (15 dias), nas plantas expostas a seca (figura 12C),
nao foi verificado decréscimo no teor de clorofila. Porém, a colonizacdo pela
bactéria ocasionou as plantas submetidas a seca um significativo decréscimo nos
teores de clorofila. Aos 30 dias, as plantas na auséncia de agua e bactéria
também apresentaram uma grande reducao dos teores de clorofila (figura 12D).

Os resultados obtidos para clorofila a evidenciam que, aos 15 e 30 dias,
ndo ha nenhuma alteracdo nos teores desse pigmento, em plantas salinizadas,
tanto na presenca quanto na auséncia da bactéria (figura 13A e 13B).

Foi possivel verificar que o estresse hidrico, aos 15 dias, também néo
ocasionou nenhuma reducdo nos niveis de clorofila a de plantas de cana-de-
acucar, principalmente em plantas inoculadas. Porém, no 30° dia de tratamento, a
diminuicdo dos teores de clorofila a, em plantas submetidas a seca, foi bastante
significativa.

Os dados de clorofila b mostram que, aos 15 dias, o estresse salino
ocasionou pequeno decréscimo nos teores desse pigmento, sendo essa reducéo
maior na presenca da bactéria endofitica (figura 14A). Aos 30 dias de tratamento,
somente as plantas inoculadas e submetidas a salinidade apresentaram reducéo
nos teores de clorofila b (figura 14B).

Com relacdo ao estresse hidrico aos 15 dias, resultados semelhantes
podem ser observados na figura 14C, em que plantas inoculadas e submetidas a
seca apresentaram diminuicdo no teor de clorofila b. Observa-se, aos 30 dias
(figura 14D), que plantas desidratadas também mostraram uma significativa

reducdo do pigmento.
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Figura 12 - Efeito dos estresses salino e hidrico sobre o teor de clorofila total de
plantas de cana-de-acucar colonizadas por Gluconacetobacter diazotrophicus. As
plantas foram submetidas aos diferentes estresses, durante 15 (figuras A e C) e
30 dias (figuras B e D). As barras representam o erro-padrdao da média. Médias
seguidas das mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a
1% de probabilidade (n=5).
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Figura 13 - Efeito dos estresses salino e hidrico sobre o teor de clorofila a de
plantas de cana-de-acucar colonizadas por Gluconacetobacter diazotrophicus. As
plantas foram submetidas aos diferentes estresses, durante 15 (figuras A e C) e
30 dias (figuras B e D). As barras representam o erro-padrao da média. Médias
seguidas das mesmas letras nao diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a
1% de probabilidade (n=5).
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Figura 14 - Efeito dos estresses salino e hidrico sobre o teor de clorofila b de
plantas de cana-de-acUcar colonizadas por Gluconacetobacter diazotrophicus. As
plantas foram submetidas aos diferentes estresses, durante 15 (figuras A e C) e
30 dias (figuras B e D). As barras representam o erro-padrao da média. Médias
seguidas das mesmas letras nao diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a
1% de probabilidade (n=5).

Na analise de carotenoides, aos 15 dias, observou-se que a inoculacao

proporcionou um aumento no teor do pigmento analisado (figura 15A).

hY

Adicionalmente, verifica-se que plantas submetidas a salinidade apresentaram
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acréscimo nos niveis de carotenoides, tanto na presenca quanto na auséncia da
bactéria. Aos 30 dias (figura 15B), nenhuma alteracdo foi observada entre os
tratamentos.

Para o estresse hidrico (15 dias), resultados similares foram encontrados
em plantas na auséncia de agua e do endoéfito, e em plantas colonizadas (figura
15C). Porém, quando as plantas eram colonizadas e submetidas a seca, os
teores de carotenoides apresentavam significativo acréscimo. No 30° dia de
tratamento, observa-se, na figura 15D, que plantas expostas ao estresse hidrico,
na auséncia da bactéria, apresentaram decréscimo do pigmento.

As razbes clorofila a/b e carotenoide/clorofila também foram avaliadas.
Para clorofila a/b, aos 15 dias (figura 16A), as plantas salinizadas, plantas
inoculadas, e plantas inoculadas e expostas ao sal apresentaram significativo
aumento da razao clorofila a/b, sendo esse acréscimo mais evidente nas plantas
salinizadas na presenca da bactéria. Resultados similares foram observados aos
30 dias (figura 16B), em que plantas submetidas ao estresse salino e inoculadas
apresentaram forte acréscimo da razéo.

Os dados obtidos para estresse hidrico evidenciam que, aos 15 dias,
plantas ndo colonizadas e expostas a seca, e plantas inoculadas apresentaram
um pequeno aumento da razdo analisada (figura 16C). No 30° dia, valores
semelhantes puderam ser observados em plantas na auséncia de agua, quando
foi verificado forte aumento da razéo clorofila a/b.

Com relacdo a razdo carotenoide/clorofila, aos 15 dias (figura 17A), todos
0s tratamentos apresentaram aumento na razdo quando comparado ao aumento
na razao das plantas-controle. Aos 30 dias (figura 17B), porém, verificou-se que
plantas inoculadas apresentaram valores similares aos das plantas-controle. Em
plantas salinizadas, um pequeno aumento da razdo pode ser observado, sendo
esse valor ainda mais acentuado na presenca do enddfito. Para o estresse
hidrico, aos 15 dias (figura 17C), foi possivel observar acréscimos na razdo de
plantas nédo colonizadas e expostas a seca, e em plantas inoculadas.
Adicionalmente, plantas estressadas (seca) e colonizadas pela bactéria
apresentaram forte aumento da razdo carotenoide/clorofila. Como pode ser
observado na figura 17D, aos 30 dias, o estresse hidrico também ocasionou

aumento consideravel na razdo analisada.
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Figura 15 - Efeito dos estresses salino e hidrico sobre o teor de carotenoides de
plantas de cana-de-acucar colonizadas por Gluconacetobacter diazotrophicus. As
plantas foram submetidas aos diferentes estresses, durante 15 (figuras A e C) e
30 dias (figuras B e D). As barras representam o erro-padrao da média. Médias
seguidas das mesmas letras nao diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a
1% de probabilidade (n=5).
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Figura 16 - Efeito dos estresses salino e hidrico sobre a razéo clorofila a/b de
plantas de cana-de-acucar colonizadas por Gluconacetobacter diazotrophicus. As
plantas foram submetidas aos diferentes estresses, durante 15 (figuras A e C) e
30 dias (figuras B e D). As barras representam o erro-padrao da média. Médias
seguidas das mesmas letras nao diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a
1% de probabilidade (n=5).
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Figura 17 - Efeito dos estresses salino e hidrico sobre a razéo
carotenoide/clorofila de plantas de cana-de-agucar colonizadas por
Gluconacetobacter diazotrophicus. As plantas foram submetidas aos diferentes
estresses, durante 15 (figuras A e C) e 30 dias (figuras B e D). As barras
representam o erro-padrdo da média. Médias seguidas das mesmas letras nao
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade (n=5).
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3.1.5.6. AlteracBes nos niveis de peroxidacdo lipid ica em plantas de
cana-de-aglcar colonizadas por G. diazotrophicus e submetidas a

salinidade e desidratacao

De acordo com a figura 18A, em folhas, todos os tratamentos
apresentaram niveis similares aos das plantas-controle, com 15 e 30 dias.
Resultados similares foram observados em raizes (figura 18B).

Com relacdo ao estresse hidrico, em folhas, a mesma observacéo foi
verificada, aos 15 e 30 dias (figura 18C), com excecdo somente das plantas
inoculadas e expostas a seca (30 dias). Entretanto, resultados distintos foram
verificados em raizes (figura 18D). Aos 15 dias, plantas inoculadas apresentaram
uma maior concentracdo de espécies reativas a TBARS, quando expostas a
desidratacéo. Tal observagao nao foi verificada nos demais tratamentos, em que
plantas ndo-inoculadas, submetidas ao estresse hidrico, e plantas inoculadas ndo
expostas a desidratacdo apresentaram niveis equivalentes a condicdo das
plantas-controle. Aos 30 dias, as plantas submetidas ao estresse hidrico

apresentaram aumento dos niveis de peroxidacéo lipidica.
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Figura 18 - Alteracdes nos niveis de peroxidacao lipidica de folhas (figuras A e C)
e raizes (figuras B e D) de plantas de cana-de-aclUcar colonizadas por
Gluconacetobacter diazotrophicus. As plantas foram submetidas aos diferentes
estresses, durante 15 e 30 dias. As barras representam o erro-padrdo da média.
Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste de
Tukey a 1% de probabilidade (n=5).
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3.1.5.7. Resposta antioxidante em plantas de cana-d e-agucar
inoculadas e expostas aos estresses salino e hidric o

Observa-se, na figura 19A, que a enzima ascorbato peroxidase apresentou
uma maior atividade em resposta a inoculacdo. Tal observacdo também pode ser
visualizada em plantas inoculadas e submetidas a salinidade e seca, sendo esse
acréscimo mais evidente em plantas salinizadas. Com relacdo a atividade
enzimatica em plantas nao-inoculadas, resultados similares podem ser
constatados em plantas expostas ao estresse hidrico e em plantas-controle. No
entanto, a atividade da ascorbato é praticamente dobrada em plantas expostas ao
sal.

Na analise de catalase, observa-se, na figura 19B, que os tratamentos
impostos néo alteraram a atividade da enzima. Todas as plantas apresentaram
atividades similares.

Para guaiacol peroxidase (figura 19C), foi possivel verificar que a
inoculacao possibilitou um pequeno incremento de sua atividade. Porém, plantas
inoculadas e estressadas apresentaram valores ainda maiores que os de plantas
estressadas, na auséncia da bactéria. A maior atividade enzimética foi observada

em plantas colonizadas e expostas a seca.
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Figura 19 - Efeito dos estresses salino e hidrico sobre a atividade de enzimas
antioxidantes (ascorbato peroxidase — figura A, catalase — figura B e guaiacol
peroxidase - figura C), em folhas de cana-de-acucar colonizadas por
Gluconacetobacter diazotrophicus. As plantas foram submetidas aos diferentes
estresses, durante 15 dias. As barras representam o erro-padrdo da média.
Médias seguidas das mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste de
Tukey a 1% de probabilidade (n=3).
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3.1.6. DISCUSSAO

Levando-se em consideracdo que Gluconacetobacter diazotrophicus é uma
bactéria endofitica de cana-de-agucar, produtora de horménios analogos aos de
vegetais, decidiu-se testar a hipotese de que a presenca de tal bactéria poderia
ou nao interferir na resposta aos estresses salino e hidrico, em plantas de cana-
de-acUcar.

A salinidade e a desidratacdo induzem uma série de respostas fisiolégicas,
como forma de estabelecer a adaptacdo do vegetal a condicdo adversa. Dentre
os parametros fisiologicos afetados, a atividade fotossintética apresenta
alteracdes na eficiéncia das reagfes fotoquimicas, dos centros de reacao, durante
0 estresse. Esses estresses ambientais que limitam a fotossintese ocasionam
também o aumento de espécies reativas de oxigénio, capazes de ocasionar
danos oxidativos em uma grande quantidade de biomoléculas. Em resposta, as
plantas ativam um sistema antioxidativo de defesa, a fim de minimizar o estresse
oxidativo causado pelos estresses hidrico e salino. Nesse contexto, plantas de
cana-de-acucar, inoculadas com o enddfito, foram submetidas a salinidade e a
desidratacdo por um periodo de 15 e 30 dias. Apos esse periodo, foram
realizadas andlises quanto a eficiéncia fotoquimica (Fv/Fm, gP e gNP), teor de
pigmentos fotossintéticos (clorofila a, clorofila b e carotenoides), niveis de
peroxidacdo de lipideos e atividade de enzimas antioxidantes (ascorbato
peroxidase, catalase e guaiacol peroxidase).

Tipicamente, a perda ou diminuicdo no rendimento quéantico da fotoquimica
do PSIlI (F/Fn) é um indicador confiavel do estresse abibtico, bem como da
fotoinibicdo (Schreiber et al., 1998; Bolhar-Nordenkampf e Oquist, 1993). A razdo
entre a fluorescéncia variavel e a maxima (F,/F,) é amplamente empregada na
interpretacdo dos sinais da emissao de fluorescéncia (Krause e Weiss, 1991),
como uma medida da eficacia dos centros de reacdo na absor¢cdo de fotons.
Como ja mencionado, em condi¢cdes normais, as plantas apresentam o valor da
razao entre 0,75 e 0,85 (Butler e Kitajima, 1975).

Para a caracteristica Fv/Fm (figura 9), plantas submetidas ao sal e a seca,
na presenca do endofito, apresentaram decréscimo da razdo, indicando uma
menor eficiéncia fotoquimica como consequéncia do estresse+inoculagdo. Os

resultados obtidos mostraram que os estresses salino e hidrico foram mais
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prejudiciais em plantas inoculadas, sendo o estresse hidrico ainda mais severo
em plantas colonizadas. Isso indica que a presenca da bactéria, possivelmente,
reduziu a eficiéncia fotoquimica do PSII. Apesar da verificacdo do decréscimo de
Fv/IFm, todos os valores de razdo observados ainda permaneceram dentro do
valor desejado para essa caracteristica (0,75 — 0,85).

Embora a razdo Fv/Fm seja o parametro de fluorescéncia mais utilizado,
outras variaveis sao também empregadas na avaliacdo de efeitos ambientais.
Uma dessas op¢Bes € a andlise do quenching. Quando uma molécula de
pigmento absorve energia luminosa e torna-se excitada, existem varias formas de
essa molécula retornar ao seu estado basal. A transferéncia de elétrons é uma
delas (Takahashi et al., 2009). Essa dissipacdo de energia € conhecida como
guenching fotoquimico (qP). Porém, quando a energia luminosa incidente excede
a capacidade de absorgao, esse estado excitado pode dissipar essa energia por
rotas ndo desejaveis. O mecanismo de protecdo contra esse iminente dano ao
sistema é denominado quenching nédo-fotoquimico (qNP) (Merchant e Sawaya,
2005). Nesse contexto, foram feitas analises de gP (figura 10) e gNP (figura 11).

Para a variavel gP, foi possivel verificar, aos 15 dias, que a inoculagéo
proporcionou um aumento em plantas de cana-de-acgucar inoculadas, sendo esse
aumento ainda maior na presenca dos estresses hidrico e salino. No entanto, com
relacdo aos 30 dias de tratamento, somente plantas submetidas a seca
apresentaram decréscimo. Tal resultado sugere que o aumento de P ocorre nos
primeiros dias de colonizacdo, sendo estabilizado com o passar do tempo.
Valores de gP, quanto mais préoximos a 1,00, indicam um estado de baixa energia,
onde Qa se mantém oxidada. Os valores de gP, aos 15 dias, foram transientes,
nao sendo mantidos ao longo do tratamento (30 dias). Isso indica que essa
variacdo inicial se deve a um possivel processo de aclimatagdo, devido ao
estresse e a inoculacao.

Com relacdo a variavel gNP, seu aumento durante a interacdo planta-
patdgeno ja é bem caracterizado (Berger et al., 2007; Chaerle et al., 2004; Meyer
et al., 2001). Porém, tais estudos em planta-endéfito ainda ndo foram elucidados.
De acordo com os resultados para quenching nao-fotoquimico (figura 11), aos 15
dias de tratamento, verificou-se que os estresses salino e hidrico acarretaram
reducdo dos valores de gNP, o que néo foi observado em plantas inoculadas e

estressadas. O resultado obtido sugere que a colonizacdo por G. diazotrophicus
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interferiu na resposta de NP, impedindo seu decréscimo. No entanto, no 30° dia,
observou-se que, em plantas inoculadas, o estresse salino acarretou um forte
aumento da variavel analisada. Tal resultado indica que a presenca da bactéria
endofitica possibilitou um possivel aumento da dissipacdo termal no aparelho
fotossintético. Adicionalmente, o alto valor de gNP, encontrado nas plantas
inoculadas e salinizadas, sugere também uma alteragdo da atividade dos
transportadores de elétrons ou uma diminuicdo do consumo de NADPH (Maxwell
and Jonhson, 2000). Todas essas consequéncias, caracterizadas por aumentos e
reducBes das variaveis de fluorescéncia, sugerem uma maior susceptibilidade das
plantas colonizadas e expostas aos estresses hidrico e salino.

Em estudos de patogénese, € verificado o desenvolvimento de areas
cloréticas nas folhas infectadas. Essa observacao ndo € visualizada na interacéo
planta-enddfito, porém, a literatura é incipiente para caracterizacao dessa variavel
em plantas inoculadas e submetidas a estresses. Nesse sentido, visando estudar
o efeito da colonizacdo por G. diazotrophicus, sobre teores de pigmentos de
plantas estressadas e para um melhor entendimento dos resultados das variaveis
de fluorescéncia (Fv/IFm, gP e qNP), avaliou-se o teor de pigmentos
fotossintéticos. Foram analisados os teores de clorofila total, clorofila a, clorofila b
e carotenoides, bem como as razdes clorofila a/b e carotenoides/clorofila.

As analises acerca do teor de pigmento sdo indicadores potenciais de
estresses abioticos, servindo como diagndéstico. Segundo Gabrielsen (1948), os
teores de pigmento influenciam as taxas fotossintéticas se estiverem abaixo da
concentragdo Otima para este processo.

Com relacdo aos teores de clorofila a (figura 13), a colonizacdo pelo
endofito ndo foi capaz de alterar a concentracdo do pigmento.

Os resultados obtidos para clorofila b (figura 14) sugerem que a
colonizac&o acarreta redugéo no teor desse pigmento em plantas colonizadas e
salinizadas. Adicionalmente, observou-se que plantas ndo-inoculadas expostas ao
estresse hidrico também apresentaram forte decréscimo. Tais dados sugerem
que a presenca da bactéria endofitica aumenta a degradacdo de clorofila b
durante o estresse.

A funcdo dos carotenoides também é relatada em resposta a estresses
ambientais. Os carotenoides sdo componentes essenciais do aparelho

fotossintético, estando envolvidos na captacdo da energia luminosa, estabilizacéo
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da membrana tilacoide (Havaux, 1998) e na protecdo do aparelho fotossintético
contra o dano causado pelo oxigénio singleto (*O.). Dessa forma, os carotenoides
podem reduzir indiretamente a acdo de espécies reativas de 'O, (Foyer e
Harbinson, 1994), servindo, assim, como substrato e impedindo a peroxidacéo de
lipidios.

A analise dos teores de carotenoides (figura 15) revelou que, aos 15 dias, a
inoculacdo proporcionou um aumento no teor do pigmento analisado. Os dados
obtidos, para carotenoides, indicam que a presenca da bactéria G. diazotrophicus
influencia a sintese de carotenoides, nos primeiros 15 dias de interacao,
aumentando sua producdo. Adicionalmente, plantas inoculadas e expostas a
salinidade e seca apresentaram o0 maior teor de carotenoides entre 0s
tratamentos, sugerindo um possivel aumento na concentracdo do pigmento
acarretado pela bactéria endofitica.

Spundova e colaboradores, em 2003, sugeriram que a raz&do clorofila a/b
indica a degradacéo relativa de pigmentos, bem como a estabilidade relativa dos
centros de reacdo e do complexo pigmento-proteina coletor de luz (LHC). Sendo
assim, a andlise da razéo clorofila a/b permitiu verificar que plantas inoculadas e
desidratadas, aos 15 dias, e plantas inoculadas e expostas a salinidade, aos 30
dias, apresentaram maior acréscimo da razdo clorofila a/b, indicando que a
bactéria, indiretamente, influencia a degradacdo relativa de pigmentos,
corroborando os resultados observados para clorofila b, e evidenciando a maior
susceptibilidade de plantas inoculadas aos estresses impostos. De acordo com
Walters (2005), mudancas na razao clorofila a/b podem ser consideradas como
uma adaptacdo ao estresse. Um aumento da razdo favorece um incremento de
unidades do PSIl como uma forma de aumentar a eficiéncia na conversao de
energia.

Visando verificar a propor¢cdo de carotenoides em relacdo aos teores de
clorofila, foi analisada a razéo carotenoides/clorofila (figura 17). Aos 15 dias, todos
0s tratamentos apresentaram aumento na razao se comparado ao das plantas-
controle, sendo que plantas submetidas a seca e colonizadas pela bactéria
apresentaram forte aumento da razdo. Resultados similares foram obtidos em
plantas inoculadas e expostas a salinidade, aos 30 dias, quando foi observado o
maior valor entre os tratamentos. Porém, plantas inoculadas (30 dias)

apresentaram valor da razdo equivalente ao das plantas-controle.
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De acordo com Hendry et al. (1987), a perda de pigmentos € um indicador
significativamente visivel em plantas submetidas a estresses ambientais. As
mudancas nos teores de clorofilas e carotenoides séo indicadores potenciais dos
estresses oxidativos. Além disso, a razdo entre clorofila a e b, bem como a razéo
entre carotenoides e clorofilas pode ser utilizada como um indicador de resposta
ao estresse, servindo como diagnadstico.

Uma outra alteracdo bioquimica que ocorre em plantas sujeitas a estresses
€ a peroxidacdo de lipideos. Essa decomposicdo dos acidos graxos poli-
insaturados de biomembranas € resultante da producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) (Mittler, 2002). Pela quantificacdo dos teores de TBARS (figura
18), verificou-se que folhas de plantas inoculadas apresentaram niveis similares
aos das plantas-controle, com 15 e 30 dias de tratamento. Resultados
semelhantes foram verificados em raizes.

Os dados obtidos para peroxidacao lipidica sugerem que, nas condigdes
utilizadas neste ensaio, a presenca da bactéria ndo modifica a resposta oxidante
em folhas e raizes de plantas submetidas a salinidade e a desidratacéao.

A geracdo de ROS também tem sido relatada como mecanismo de defesa
inicial, durante o estresse biotico induzido por patégenos (Apel e Hirt, 2004).

Levando-se em consideracdo que a bactéria G. diazotrophicus € um
endofito que realiza a interagcdo com a cana-de-acucar sem causar sintoma de
doenca (James et al., 1994), é possivel supor que a nao alteracdo de espécies
reativas em plantas inoculadas seja parte de um mecanismo da bactéria envolvido
no estabelecimento da interacdo e, portanto, a ndo ativacdo do sistema de defesa
da planta colonizada acarreta uma melhor interacdo planta-endéfito. Porém, em
raizes, € interessante ressaltar que plantas submetidas ao estresse hidrico, na
presenca da bactéria, sofreram um efeito aditivo, apresentando um maior nivel de
peroxidacao e consequentemente, uma maior concentracdo de ROS.

Para prevenir ou aliviar os danos causados por ROS, as plantas
desenvolveram um complexo sistema antioxidante que inclui a enzimas, como a
catalase (CAT), a ascorbato peroxidase (APX) e a guaiacol peroxidase (GPX)
(Netto, 2001; Mittler, 2002; Cavalcanti et al., 2004).

Nesse sentido, decidiu-se analisar a resposta antioxidante em folhas de
plantas de cana-de-acglcar, colonizadas por G. diazotrophicus e submetidas a

salinidade e a desidratacdo (15 dias). As atividades dessas trés enzimas, que
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compdem o sistema de defesa ao estresse oxidativo, foram avaliadas (figura 19):
CAT (catalase), APX (ascorbato peroxidase) e GPX (guaiacol peroxidase).

A enzima ascorbato peroxidase apresentou uma maior atividade em
resposta a inoculacdo. Tal observacédo pode ser visualizada em folhas de plantas
inoculadas e submetidas a salinidade e desidratacdo, sendo esse acréscimo mais
evidente em resposta ao sal. Com relacdo a atividade enzimatica em plantas néo-
inoculadas, e plantas expostas a seca, essas apresentaram resultados similares.
No entanto, a atividade da ascorbato €, praticamente, o dobro em plantas néo-
inoculadas e expostas ao sal.

Ascobato peroxidases sdo enzimas com funcdo geral similar a das
catalases. No entanto, elas realizam a remocao do H,O,, usando o ascorbato
como agente redutor (Shigeoka et al., 2002; Van Breusegem et al., 2001). A APX,
por ser predominantemente citosolica e organelar (Foyer e Noctor, 2000), tem
maior participacdo na eliminagdo do H,O, produzido pela enzima superoxido
dismutase. A presenca de H,O, € um sinal sistémico para a inducdo de APX
(Karpinski et al. 1999). Como verificado, a ativacdo de peroxidases é descrita em
resposta a estresses (Lee et al., 2001; Quiroga et al., 2000), demonstrando seu
importante papel em plantas sob condi¢cdes adversas. Inversamente a CAT, as
peroxidases sao significativamente induzidas nessas condi¢bes (Mhadhbi et al.,
2004). Tal informacédo corrobora os dados observados, em que a atividade de
CAT nao apresentou alteracbes em resposta aos tratamentos.

A CAT é encontrada no citoplasma, mitocondrias e peroxissomos de
células animais, vegetais e microorganismos aerobicos (Scandalios, 1990).
Catalases vegetais estao envolvidas em funcdes fotorrespiratorias (Canvin, 1990),
retirada de H,O, durante a [-oxidagdo de acidos graxos e germinacdo de
sementes (Willekens et al., 1995).

Para guaiacol peroxidase, foi possivel verificar que a inoculagdo também
possibilitou o incremento de sua atividade, similar & da APX. Porém, plantas
inoculadas e estressadas apresentaram valores ainda maiores que em plantas
estressadas, na auséncia da bactéria. A maior atividade enzimatica foi observada
em plantas colonizadas e expostas a seca.

A GPX esta associada com o0s processos bioquimicos e fisioldgicos de
crescimento, formacéo celular, desenvolvimento de frutos, biossintese de etileno

e com a resposta a varios estresses (Matamoros et al., 2003; Jebara et al., 2005).
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A GPX atua, eficientemente, na remoc¢do do H,O, acumulado na célula pela
atividade da SOD.

Os dados obtidos, neste trabalho, demonstraram que a colonizagcao pela
bactéria endofitica Gluconacetobacter diazotrophicus interferiu na resposta aos
estresses salino e hidrico. Os parametros avaliados sugerem que plantas
inoculadas sdo mais susceptiveis a desidratacdo. De acordo com Barbosa (2008),
plantas de cana-de-agucar, na presenca da bactéria G. diazotrophicus,
apresentam alteracbes nos parametros de trocas gasosas durante o estresse
salino. Foi observado que a condutancia estomatica ndo foi afetada pela
salinidade, em plantas inoculadas. Tal resultado sugere uma inibicdo do
fechamento estomatico em plantas expostas a salinidade, promovida pelo
endofito. Os resultados encontrados por Barbosa (2008) corroboram a maior
susceptibilidade a seca observada em plantas inoculadas. Uma hipétese para
explicar tal observacao, seria a de que a bactéria G. diazotrophicus seria capaz
de interferir no fechamento estomatico, afetando os mecanismos de controle de
perda de agua e, consequentemente, elevando os danos provocados por seca e

salinidade.

3.1.7. CONCLUSOES

= De acordo com as condi¢bes em que foi realizado este trabalho, confirmou-
se que plantas colonizadas por G. diazotrophicus apresentam maior
susceptibilidade aos estresses salino e hidrico. Essa sensibilidade foi mais
proeminente em resposta ao estresse hidrico, em que foi verificada a morte de

todas as plantas aos 20 dias de tratamento.
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3.2. IDENTIFICACAO E CARACTERIZA(;AO DOS GENES SnRK E COI1,
ENVOLVJDOS NA REGULACAO ESTOMATICA EM PLANTAS DE CA NA-DE-
ACUCAR COLONIZADAS POR Gluconacetobacter diazotrophicus

3.2.1. RESUMO

Com base em estudos ja realizados, pode-se verificar que plantas possuem
um sistema de percepcao e resposta a microorganismos. Esse mecanismo de
defesa acarreta alteragfes fisioldgicas iniciadas por sinais externos, resultando
em uma cascata de sinalizacdo, que irdo modular a ativacdo ou repressao de
genes. De acordo com os resultados obtidos no capitulo anterior, plantas de cana-
de-acucar respondem a interacdo com a bactéria endofitica G. diazotrophicus,
resultando numa possivel alteracdo dos mecanismos de controle de perda de
adgua. Essa alteracdo pode ser proveniente da interferéncia da bactéria nas vias
de sinalizacdo do horménio acido abscisico, que controla o fechamento
estomatico. Os resultados encontrados, neste trabalho, indicaram a participacéo
da quinase SnRK2.4 (SAPKG6) e da proteina COI1, sugerindo, respectivamente, o
envolvimento dessas proteinas nos mecanismos de sinalizacdo de ABA e de
defesa vegetal, desencadeados pela colonizacdo por Gluconacetobacter
diazotrophicus.
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3.2.2. ABSTRACT

Based on previous studies, we verified that plants have a system of
perception and response to microorganisms. This defense mechanism causes
physiological changes initiated by external signals, resulting in a signaling cascade
that will modulate the activation or repression of genes. According to the results
obtained in the previous chapter, sugarcane plants respond to interaction with the
endophytic bacterium G. diazotrophicus, resulting in a possible alteration of the
mechanisms of control of water loss. This change may be coming from the
interference of bacteria in the signaling pathways of the hormone abscisic acid,
which controls stomatal closure. The results found in this work indicated the
involvement of SnRK2.4 (SAPK6) quinase and COI1 protein, suggesting,
respectively, the involvement of these proteins in the mechanisms of ABA
signaling and plant defense, triggered by colonization by Gluconacetobacter

diazotrophicus.

3.2.3. INTRODUCAO

Embora a associagdo planta-endofito seja vantajosa para ambos o0s
organismos, acredita-se que as plantas de cana-de-acucar reconhecem a bactéria
endofitica e ativam uma resposta de defesa (Vinagre et al.,, 2006). Essa
percepcdo e resposta sdo pertencentes a uma via de sinalizacdo celular, que
envolve a ativacdo de proteinas, quinases, fosfatases, mensageiros secundarios
como o Ca*, resultando, consequentemente, na regulacdo génica (Kobayashi et
al., 2004).

Os resultados encontrados no primeiro trabalho permitiram a especulacao
de que a bactéria endofitica G. diazotrophicus poderia estar interferindo nas vias
de sinalizagdo de ABA, ocasionando, dessa forma, alteragbes nos mecanismos
de regulacédo estomatica. Como consequéncia, um efeito mais drastico, durante o

estresse hidrico, péde ser observado.
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Melotto et al. (2008) verificaram que os estdématos participam de forma
ativa na resposta de defesa, pela ativacdo de sinais intermediérios, como a
quinase especifica de células-guarda OST1 open stomata 1 (SnRK2.6), e de
alteracées e oscilacdes nos niveis de Ca?" citosélico (Fan et al., 2004; Mustilli et
al.,, 2002; Schroeder et al.,, 2001). Adicionalmente, Melotto et al. (2006)
demonstraram também a participagdo da proteina COI1 no movimento
estomatico, durante a infeccdo. COI1 é uma proteina insensivel ao efeito de
coronatina, um composto analogo ao metil-jasmonato, de bactérias.

Atualmente, uma forma facil e rapida de entender a ativagdo do sistema de
resposta vegetal, bem como as vias de sinalizacdo, é pelo uso de andlise de
expressao génica in silico. A disponibilidade dos bancos de dados e a utilizagéo
de ferramentas para analise in silico possibilitaram a caracterizagdo funcional de
diversos genes. Assim, com base no banco SUCEST e pelo uso de andlises via
bioinformética, genes de proteinas poderiam ser identificados e sua funcao
sugerida, baseando-se em sua expressao nas bibliotecas, e de acordo com a
funcdo em diferentes espécies.

Em 2000, o projeto genoma da cana-de-agucar (SUCEST), financiado pela
FAPESP, foi iniciado por pesquisadores do Estado de Sao Paulo, o que
proporcionou um grande impulso nas pesquisas com cana-de-acucar. O SUCEST
gerou 37 bibliotecas de cDNA, sendo sequenciados 237.954 ESTs. Dentre as
bibliotecas, encontra-se a biblioteca AD1, obtida de plantas inoculadas com a
bactéria endofitica G. diazotrophicus.

Como citado anteriormente, os estbmatos participam ativamente da
resposta de defesa, durante a infeccdo por microorganismos (Melotto et al.,
2008). Genes de proteinas que participam dessa resposta poderiam ser
analisados, visando a um melhor entendimento das vias de sinalizagdo vegetal,
durante a interacao planta-endofito. Nesse contexto, este trabalho visou contribuir
para identificacdo e caracterizacdo, pelo uso de andlises in silico, dos transcritos
SnRK e COIl1, de plantas de cana-de-acgucar colonizadas por G. diazotrophicus.
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3.2.4. MATERIAL E METODOS

3.24.1. Identificacdo, alinhamento e andlise filog enética das sequéncias
génicas CDPK-SnRK e COI1

Sequéncias de proteinas CDPK-SnRK e COI1 foram identificadas nos

bancos NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e Phytozome (http://phytozome.net), e

utilizadas para posterior busca no banco SUCEST
(http://sucest.lad.ic.unicamp.br/en/). Os clusters encontrados no SUCEST foram

alinhados no banco NCBI, utilizando-se as ferramentas blastx e thlastx

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/). Ap6s a confirmagdo, as sequéncias de
nucleotideos foram convertidas em aminoacidos

(http://ca.expasy.org/tools/dna.html) e alinhadas no programa CLC Protein

Workbench 5.1 (http://www.clcbio.com), para visualizar a conservacdo das
mesmas.

Para a realizagdo da analise filogenética, os alinhamentos foram obtidos

pela utilizacdo do programa ClustalW2 (http://.ebi.ac.uK/Tools/clustalw2/). O

resultado do alinhamento no ClustalWw2, em formato PHYLIP, foi submetido ao

software PHYLM (http://www.atgc-montpellier.fr/phyml). Esse software gera
arvores filogenéticas pelo método maximum likelihood (Guindon et al., 2003). O
resultado obtido, no PHYLM em formato Newick, foi utilizado no programa

TreeView 1.6.6 (http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/rod.html) para a construcéao

e visualizacdo da arvore filogenética.

3.2.4.2. Northern eletrdnico dos genes SnRK e COI1 via banco SUCEST

As frequéncias dos reads de cada cluster, referentes a classe SnRK e as
proteinas COI1, foram analisadas no programa Proteinas on line, desenvolvido
pela Doutoranda Ver6nica Aguiar. O cluster analisado, contendo seus reads, foi
obtido do banco SUCEST e salvo em arquivos txt (bloco de notas). O programa
Proteinas on line faz a leitura do arquivo txt, avaliando a frequéncia da biblioteca
(tabela 4) presente em cada read. Posteriormente, foi gerado um grafico

correspondente a frequéncia desses transcritos.
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Tabela 4 - Bibliotecas de cDNA de cana-de-acucar do banco SUCEST, indicando
o tecido/condi¢cao das mesmas

CODIGO DAS -
BIBLIOTECAS DESCRIGAO DA BIBLIOTECA NL‘JQA!EARSSPE
DO SUCEST
Plantas in vitro inoculadas com Gluconacetobacter diazotrophicus (var.
AD1 SP701143 18137
Meristema apical de folhas jovens e caules de canas maduras
AM1 (var. SP803280) 12480
Meristema apical de folhas jovens e caules e canas maduras
AM2 (var. SP803280) 15648
i (o
CL6 g?clJOCS submetidos a estresse luz (escuro) e estresse por temperatura 4°C e 7392
FL1 Flor de cana com base medindo 1 cm de comprimento (var. SP8087432) 18523
Flor de cana com base medindo 5 cm de comprimento
FL3 (var. PB5211, PB57150-4) 13056
FL4 Pedunculo floral com 50 cm de comprimento (var. PB5211, PB57150-4) 16885
FL5 Pedunculo floral com 20 cm de comprimento (var. PB5211, PB57150-4) 10080
FL8 Pedunculo floral com 10 cm de comprimento (var. PB5211, PB57150-4) 5167
Plantas in vitro inoculadas com Herbaspirilum rubrisubalbicans
HR1 (var. SP701143) 12000
LB1 Broto lateral de plantas de cana (var. SP803280) 7488
LB2 Broto lateral de plantas de cana adultas 10559
LR1 Cartucho foliar de plantas de cana-de-aclcar (var. SP803280) 14036
LV1 Folhas estioladas de plantulas 6432
(SP83-5077, SP80-185, SP87-396, SP80-3280 e SP803280 X SP81-5441)
RT1 Raizes de cana-de-agUcar crescidas no solo (var. SP803280) 8640
RT2 Raizes de cana-de-acUcar crescidas no solo (var. SP803280) 12288
RT3 Raizes de plantas adultas de cana-de-agucar crescidas no solo 10559
RZ2 Zona de transicado entre raiz/folha de plantas de cana (var. SP803280) 5760
Zona de transicao entre raiz/folha de plantas de cana imaturas
RZ3 (var. SP803280) 15168
Cascas de plantas de cana crescidas em casa de vegetacao
SBL (var. SP803280) 16318
Sementes de cana-de-agUcar em diferentes estagios de 11040
SD1 desenvolvimento (var. RB805028)
Sementes de cana-de-acUcar em diferentes estagios de
SD2 desenvolvimento (var. RB805028) 10366
ST1 Primeiro interno de plantas de cana-de-agucar (var. SP803280) 8448
ST3 Quarto interno de plantas de cana-de-acUcar (var. SP803280) 11930

Para comparar a frequéncia da biblioteca no cluster, o programa faz a
normalizacdo dos numeros de reads, da seguinte forma:

- Calcula o fator tecido-especifico

Fator tecido-especifico = [NUmero de reads da maior biblioteca / nimero
total de reads da biblioteca analisada]

- Calcula o fator da biblioteca

Fator da biblioteca = [Fator tecido-especifico X numero total de reads da
biblioteca analisada].

- Calcula o numero de clones
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Numero de clones = Soma dos fatores das bibliotecas que sejam similares
(Ex: FL = soma do fator de FL1 a FL8).
ApoOs a normalizacéo, foi gerado um grafico nos planos (X, y; x-expressao

relativa, y-bibliotecas) que indica a expresséo génica relativa do cluster analisado.

3.2.4.3. Fotografia fluorescente eletronica dos gen  es SnRK2.4 (SAPKG6)
e COI1

Os cabdigos de acesso (IDs) dos genes SnRK2.4 (SAPK6 em arroz) e COI1
de Arabidopsis thaliana foram obtidos no banco de dados NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), e utilizados para a geracdo da fotografia

fluorescente eletrbnica no site http://www.bar.utoronto.ca. O método solicita a 1D
do gene a ser analisado para gerar a fotografia. Posteriormente, é necessario
indicar se a analise deve ser realizada na planta inteira (6rgédos), em regides de
tecido-especifico ou em resposta a algum estimulo, patégeno ou estresse. Os
niveis de expressédo indicados pela figura representam a expressao relativa dos
genes analisados.

3.2.5. RESULTADOS

3.25.1. Identificacdo de sequéncias génicas de pro teinas quinase da
superfamilia  CDPK-SnRK de cana-de-acucar e filogeni a das proteinas

identificadas

Proteinas ortélogas CDPK-SnRK, em Arabidopsis, foram selecionadas no
banco de dados NCBI. As sequéncias de aminoacidos das proteinas de
Arabidopsis foram utilizadas para a realizagcéo do tblastn no banco SUCEST.

Ao todo, foram identificados 48 clusters de cana-de-acucar, candidatos a
quinases CDPK-SnRK. ApoOs a identificacdo, a sequéncia consensus de cada
cluster foi utilizada na realizagao de um tblastn no banco NCBI, para confirmagé&o

da ortologia. As similaridades encontradas, entre proteinas caracterizadas em
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diferentes espécies, foram anotadas na tabela 5. Foram identificados 3 clusters da
subclasse SnRK1, 15 clusters da subclasse SnRK2, 16 clusters da subclasse
SnRK3, 12 clusters da classe CDPK e 2 clusters ndo caracterizados de serina-
treonina quinase. Como poOde ser observado na tabela 5, alguns transcritos
apresentam similaridade a da mesma proteina de referéncia em outra espécie,
por exemplo, os clusters SCACLR2007G02.g, SCQGSB1083A03.g,
SCRLSB1040B12.g, SCJFLR1074F04.9, SCCCLR1068F10.g e
SCSGFL4031C01.g.

Adicionalmente, a analise filogenética das sequéncias de aminoacidos dos
clusters identificados foi realizada (figura 20). Tal analise permitiu a visualizacao
de quatro grupamentos, indicando a identificacdo da familia SnRK, contendo suas
trés subclasses (SNRK1, SnRK2 e SnRK3), e da familia CDPK.



82

Tabela 5 - Transcritos identificados em cana-de-acgucar que codificam proteinas
quinase, indicando sua possivel similaridade com outra espécie

Ne  Cluster (ID) Prateina hipatética e-vaue
14 |SCHRZ2}0L9 hAQG33875.1] SNFl-elated protein kinase catalytic alpha subunit KINIO (Zea mays) 0.0
16 [SOOARIOMDILY oh|BAA3G298.1] OSK1/ SnRKla (Oryza sativa) 0.0
17 [SOBRI00B059 gyABQI8267.1| sucrase norHermenting related protein kinase b/ SnRKb (Sorghum bicalor) 00

1 |SOMR20880109 gyjACG32779.1 serinefthreonine-pratein kinese SAPK10 (Zea mays) 1E74
2 |SCEERE013FOg refjNP 001149657.1| seringlthreonineprotein kinese SAPKS (Zea meys) 0.0

3 [SOGRINEONG ¢iNP_001067155.1] serinelthreoninearatein kinase SAPKO (Oryza sativa) 4E-179
4 |SORLRO3AMY refNP_001147649.1] serinefthreonine-protein kinase SAPKI (Zea meys) 00

5 [SCRARI0B4E6Y refjNP_001149243.1| seringlthreoninepratein kinese SAPK2 (Zea mays) 0.0
6 [SOOABIOBEILG gyAAPS5046.1| serine/threonine-protein kinese SAPK3 (Oryza sativa) 3E179
7 |SCHRZ0MBOTY refNP_001149107.1] serinefthreoninearatein kinase SAPKT (Zea meys) 3E175H
8  [SCUCSTIONeBILg ghyACG33303.1] serinelthreonineprotein kinese SAPK6 (Zea meys) 1563
9  [SOXCSTIONMADYG refiNP_001044930.1| serine/threoninearatein kinase SAPK4 (Oryza sativa) 3E-180
10 [SOOARIGEFIOg ghACGB3303.1] serinelthreonineprotein kinese SAPK6 (Zea meys) 9142
11 [SCHRIOAFAG  ghACGA2286.1| serinefthreoninepratein kinase SAPKS (Zea mays) FE1B
12 [SCSEHABIALY (gfiNP_001149107.1] serinelthreonine-protein kinese SAPKY (Zea mays) 3-89
13 [SCAQRODTGRY refiNP_001149243.1] serinelthreonineprotein kinase SAPK2 (Zea meys) 5E-36
P |SOCEBLOBARY gh|ACA6236.1| serinelthreonine-protein kinase SAPK4 (Zea mays) 4E-35
21 |SRSBIMOBI2g refjNP_001044930.1] serinefthreonineratein kinase SAPK4 (Qryza sativa) 1E61
15 [SOOARIMEE7Y refiNP_001147857.1] CBL-interacting protein kinase / OIPK-like protein 1 (Zea meys) 00
18 |SCLRAOZBHAG ghACDB3498.1| CBL-nteracting protein kinase 21 (Sorghum bicalor) 00
19 [SHER202MHBg gyACQB3489.1] CBL-interacting protein kinese 23 (Sorghum bicolor) 00
20 |SOOCRII0ICIOg gy ACQB3515.1] CBL-interacting protein kinase 08 (Sorghum bicolor) 00
2 |SCEABIOI2ITYg g ACQB3491.1| CBL-interacting protein kinese 14 (Sorghum bicalor) 1E-174
23 |SOOARIOT6FOg g ACQB3494.1] CBL-interacting protein kinase 25 (Sorghum bicalor) 00
24 |SOUILRISTENG g ACQB3503.1] CBL-interacting protein kinase 03 (Sorghum bicalor) 0.0
25 |SCAQRIOS68069 g ACQB3504. 1] CBL-interacting protein kinese 22 (Sorghum bicalor) 00
26 [SCHRZ2082089  gh|ACQB3506.1| CBL-interacting protein kinase 02 (Sorghum bicolor) 00
28 |SEFSBINEING g ACQB3E0L. 1| CBL-interacting protein kinase 31 (Sorghum bicolor) 26100
20 |SAORDIANY gy ACQB3485.1] CBL-interacting protein kinese 04 (Sorghum bicolar) 00
30 |SCLRIM0ZENY  ghACQB3493.1| CBL-interacting protein kinese 05 (Sorghum bicalor) 4E-120
3N |SCSHANGILY refiNP_001147716.1| CBL-interacting serinefthreoninepratein kinese 1 (Zea meys) 9129
34 |SERMOLIAG gy ACQB3488.1| CBL-interacting protein kinase 09 (Sorghum bicolor) 8111
H [SOBSBIBEBY gh|ACQB3514.1] CBL-interacting protein kinase 24 (Sorghum bicolor) 9E-79
48 |SCERTOGIOY gy ACQBAE08. 1| CBL-nteracting protein kinese 01 (Sorghum bicalor) 5E-71
27 |SOOROBEGY gjAQG24528.1] seringlthreonine-protein kinase 12 (Zea meys) 5E-158
3B [SMIRIEEY refNP_001147964.1] serine/threonine-protein kinase APK19 (Zea mays) 00
3B [SEROBDLY refiNP_001147084.1| calcium-dependent pratein kinase, isoform AK1 (Zea mays) 00
3H |SERNIZMEZY o AAT75244.1| calciumdependert pratein kinese putative (Oryza sativa) 00
37 [SCAROANY refiNP_0011065306.1] calciumdependent protein kinese (Zea meys) 00
30 |SOUOBIABAY reffNP_001149916.1| calciumdependent protein kinase, isoform AKL (Zea meys) 00
40 [SCHURIOIMAG refjNP_001105752.1] calciumdependent protein kinese ZmCPK11 (Zea meys) 00
4] | SOORAA069 dhj|BADL7519.1| calciumdependent pratein kinese - puiative (Oryza sativa)) 00
42 |SEHRAMALZY rgiNP_001152500.1| calciumidependent protein kinese, isoform 2 (Zea meys) 00
43 |SRURI0DLY oy|BACI6472.1] calciumcalmoduindependent protein kinase CalvK putative (Oryza sativa) 00
44 |SCSCAMOTHRBY ref|NP_001151970.1] calciumdependent pratein kinese (Zea mays) 2F-163
45 |SOOARI0AHBY o AAFP3901.2/AF194414 1 calciumdependent pratein kinese (Oryza sativa) 00
46 [SCRIDARBY refjNP_001105307.1] calciumdependent protein kinase (Zea meys) 00
47 |SCHRA0080069 gh|AAA3343. 1| calciumdependent pratein kinase (Zea mays) 00
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Figura 20 - Arvore filogenética da CDPK-SnRK, identificadas em cana-de-agucar,
pelo banco de dados do SUCEST. As sequéncias dos clusters foram alinhadas no
programa ClustalW. Os resultados do alinhamento, no formato “Phylip”, foram
submetidos ao programa “PHYML” para gerar a arvore. A escala é a distancia de
similaridade do agrupamento em questéao.
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3.2.5.2. Genes de quinases da classe SnRK2 sédo regu lados na
biblioteca de plantas de cana-de-acUcar inoculadas com G. diazotrophicus
(AD1)

Tem sido demonstrado que proteinas quinase da subclasse SnRK2 séo
ativadas por 4cido abscisico e estdo envolvidas na regulacdo estomética (Mustilli
et al., 2002; Yoshida et al., 2002). Nesse sentido, genes SnRK2 identificados em
cana-de-acucar tiveram sua expressao relativa analisada, em uma biblioteca de
plantas de cana-de-acgucar colonizadas por G. diazotrophicus.

Conforme apresentado na tabela 5, foi realizada a analise in silico de 13
transcritos (cluster) de cana-de-acUcar que codificam quinases da classe SnRK2,
visando a identificacdo de clusters regulados pela inoculagdo com a bactéria.

O northern eletrdnico mostra que sete clusters se expressam na biblioteca
AD1 (figura 21). Pode-se observar que o cluster SCCCST1006B11.g apresentou a

maior expressao entre 0s membros da subfamilia ShnRK2.
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Figura 21 - Northern eletrdnico dos clusters, que codificam proteinas da familia
SnRK2, em uma biblioteca de cDNA de plantas inoculadas com
Gluconacetobacter diazotrophicus. O eixo Y indica a expressao relativa dos
genes, 0 eixo X indica os nomes de cada cluster. A andlise foi realizada por meio
da utilizacdo do banco de dados SUCEST.
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Como as sequéncias de cana-de-acucar foram selecionadas de um banco
EST (cDNA), provenientes do sequenciamento de transcritos, as sequéncias de
aminoacidos utilizadas sdo apenas parciais. Dessa forma, as sequéncias
consensus dos clusters SnRK2 foram traduzidas para aminoacidos e utilizadas
em um alinhamento, para verificar o nivel de similaridade e conservacao entre 0s

diferentes clusters. O resultado parcial do alinhamento pode ser observado na
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figura 22, onde se verifica um alto grau de conservacdo dos aminoacidos entre 0s
membros da familia ShnRK2.
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Figura 22 - Alinhamento multiplo das sequéncias de aminoacidos dos clusters
correspondentes a subclasse SnRK2. Regifes conservadas sdo marcadas em
vermelho e regides ndo conservadas, em azul. O gréfico de barras indica o nivel
de conservacdo do aminoacido entre os diferentes clusters. As linhas pontilhadas
indicam gaps na sequéncia e permitem a visualizacdo de um melhor alinhamento.

Devido ao fato de o cluster SCCCST1006B11.g apresentar alta frequéncia
na biblioteca AD1, o mesmo foi selecionado para a realizagdo da andlise in silico
nas diferentes bibliotecas do SUCEST. Conforme apresentado na figura 23, o
transcrito analisado apresenta alta expresséo, em resposta a colonizacdo por G.

diazotrophicus, sendo também expresso em interno (biblioteca ST).
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Figura 23 - Northern eletronico, demonstrando a expressao relativa do cluster
SCCCST1006B11.g, que corresponde a proteina SAPK6 (subclasse SnRK2), nas
diferentes bibliotecas do SUCEST. O eixo Y indica a expressao relativa do gene,
o eixo X indica os codigos das bibliotecas analisadas.

No intuito de verificar a expressao dos clusters nas demais bibliotecas do
SUCEST, os transcritos que se apresentaram regulados na biblioteca AD1
tiveram sua expressao relativa analisada (figura 24). Como pode ser verificado na
figura 24D, o transcrito SCCCLR1068F10.g apresentou maior expressao relativa
na biblioteca de plantas de cana-de-aclUcar inoculadas com G. diazotrophicus.
Com excecao dos clusters SCCCST1006B11.g e SCCCLR1068F10.g, os outros
transcritos apresentaram uma menor expressao em AD1, quando comparada com
as das demais bibliotecas do SUCEST.
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Figura 24 - Northern eletronico, demonstrando a expresséo relativa dos clusters
SCQGHR1011E10.g (A), SCCCLB1003E1l.g (B), SCRFLR1034G06.g (C),
SCCCLR1068F10.g (D), SCJFLR1074F04.g (E) e SCEZRZ1013F09.g (F), que
correspondem as proteinas SAPKs (subclasse SnRK2), nas diferentes bibliotecas
do SUCEST. O eixo Y indica a expressao relativa do gene, o eixo X indica os
cbdigos das bibliotecas analisadas.

Devido ao fato de o cluster SCCCST1006B11.g apresentar-se regulado na
biblioteca AD1, este foi selecionado para a realizacdo do alinhamento com
diferentes espécies e filogenia. Para a realizagcdo do alinhamento, sequéncias
proteicas de dez espécies foram utilizadas e alinhadas no programa CLC Protein
Workbench. Observa-se, na figura 25, que o alinhamento permitiu verificar o alto
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nivel de similaridade dos aminoacidos, entre as diferentes espécies. A sequéncia

de cana-de-acgUcar é apenas parcial, como pode ser visualizada.
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Figura 25 - Alinhamento multiplo das sequéncias de aminoacidos da proteina
quinase SAPK6 (SnRK2) de 11 espécies. Regides conservadas sdo marcadas em
vermelho, e regiées nao conservadas, em azul. O gréafico de barras indica o nivel
de conservacdo do aminoacido entre as diferentes espécies. As linhas
pontilhadas indicam gaps na sequéncia e permitem a visualizacdo de um melhor
alinhamento.

Com relacdo a andlise filogenética, foram utilizadas as sequéncias de
aminoacidos das 11 espécies. O resultado apresentado na figura 26 mostra a
formacdo de dois grandes grupos, um formado pelas dicotiledéneas e ou outro
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formado pelas monocotiledéneas. De acordo com a filogenia, a proteina SAPK®6,
proveniente do cluster SCCCST1006B11.g, apresenta maior similaridade com

uma SAPK de arroz (Oryza sativa).
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Figura 26 - Arvore filogenética da proteina quinase SAPK6 (SnRK2) de 11
espécies. As sequéncias de aminoacidos foram alinhadas no programa ClustalW.
Os resultados do alinhamento, no formato “Phylip”, foram submetidos ao
programa “PHYML” para gerar a arvore. A escala € a distancia de similaridade do
agrupamento em questao.

3.2.5.3. Visualizagdo dos niveis de expressdo relat iva do gene
AtSnRK2.4/ASK1 (SAPKG6) de Arabidopsis thaliana, em diferentes tecidos e

orgaos vegetais

Para obter uma possivel informacdo funcional do cluster

SCCCST1006B11.g (SAPK6), seu ortélogo em Arabidopsis foi identificado e sua
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ID utilizada para a geracao da fotografia fluorescente eletrénica (EFP Browser).
Os niveis de expressao relativa sdo indicados por meio da coloracdo dos tecidos,
em que baixos niveis de expressédo sao coloridos em amarelo, e altos niveis, em
vermelho. A cor azul indica a repressao do gene.

Observa-se, na figura 27, que o gene analisado apresenta maior expressao
em folhas senescentes e internd, sendo altamente expresso em graos de pélen.

Sendo a classe SnRK2 responsiva a ABA e a estresse osmoatico,
adicionalmente, decidiu-se analisar tal gene em células-guarda. Conforme
apresentado na figura 28, verifica-se uma consideravel expressdo do gene
SnRK2.4/ASK1 em células do mesofilo e células-guarda, sendo essa expressao

aumentada quando as plantas sdo submetidas ao tratamento com ABA.

Arabidopsis eFP Browser at bar.utoronto_ca
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Figura 27 - Fotografia eletronica fluorescente representando os niveis de
expressdo relativa do gene SnRK2.4/ASK1 (SAPK6), em diferentes tecidos e
orgaos de Arabidopsis thaliana.
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Figura 28 - Fotografia eletrbnica fluorescente do padrdo de expressao tecido-
especifica do gene SnRK2.4/ASK1 (SAPK®6), em estbmatos e células do mesofilo
de Arabidopsis thaliana.

3.2.5.4. COI1 é induzido por plantas de cana-de-a¢l car inoculadas com

Gluconacetobacter diazotrophicus (biblioteca AD1)

A proteina F-box COI1 é um fator-chave da resposta de defesa via acido
jasmodnico e estd envolvida em diversos mecanismos, como crescimento
radicular, fertilidade do polen e defesa contra insetos e patdogenos (Xu et al.,
2002). Como ja foi mencionado, COIl responde a coronatina, um composto
bacteriano analogo ao metil-jasmonato. Adicionalmente, seu papel também tem
sido enfatizado devido a sua possivel interferéncia nos mecanismos de
fechamento estomatico (Melotto et al., 2006).

Nesse contexto, decidiu-se realizar a analise in silico de COI1. Ao todo,
foram identificados seis ortdlogos putativos de COI1. Conforme apresentado na
figura 29, o northern eletrénico mostra que todos os clusters identificados séo
expressos na biblioteca AD1. Entre estes, observa-se que o0 transcrito

SCQSRT1034B12.g apresentou a maior expressao entre os clusters analisados.
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Clusters ortélogos de COI1

Figura 29 - Northern eletrénico dos clusters, que codificam proteinas da COI1, em
uma biblioteca de cDNA de plantas inoculadas com Gluconacetobacter
diazotrophicus. O eixo Y indica a expressao relativa dos genes, o eixo X indica os
nomes de cada clusters. A analise foi realizada com a utilizacdo do banco de
dados SUCEST.

Devido ao fato de o cluster SCQSRT1034B12.g apresentar maior
expressao relativa na biblioteca AD1, este foi selecionado para a realizacdo da
analise in silico nas diferentes bibliotecas do SUCEST. Observa-se, na figura 30,
que o transcrito analisado apresenta expressao nas bibliotecas de meristema
apical (AM), calo (CL), peddnculo floral (FL), broto lateral (LB), raiz (RT), cascas
(SB) e interné (ST). Porém, a maior inducdo ocorre na biblioteca de plantas
inoculadas com G. diazotrophicus (AD). Nas demais bibliotecas, nenhuma
expressao foi observada.

Com o objetivo de verificar a expressédo dos demais clusters nas bibliotecas
do SUCEST, os outros transcritos, que também se apresentaram regulados na
biblioteca AD1, tiveram sua expressao relativa analisada (figura 31). Como pode
ser verificado na préxima figura, os transcritos SCRFLR1055F12.g (figura 31D) e
SCJFAD1010G04.g (figura 31F) também apresentaram uma maior expressao
relativa na biblioteca de plantas de cana-de-acicar inoculadas com G.

diazotrophicus. Todos os demais clusters apresentaram expressdo em AD1,
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porém, qguando comparados as demais bibliotecas, 0s mesmos nédo apresentaram
expressao superior.

Uma observacao interessante pode ser verificada na figura 31F, onde o
transcrito SCJFAD1010G04.g é expresso somente na biblioteca AD1.

B SCOSRT1034B12.8 ]

8

-
(4}
L |

Expressao Relativa

=
L=2
L |

1 lIl 1 1 1.1 lIl tI_l
SB

AD AH CL FL HR LB LR LV NR RT RZ SD ST

Bibliotecas do SUCEST

Figura 30 - Northern eletronico, demonstrando a expressao relativa do cluster
SCQSRT1034B12.g, que corresponde a proteina COI1, nas diferentes bibliotecas
do SUCEST. O eixo Y indica a expressao relativa do gene, o eixo X indica os
cbdigos das bibliotecas analisadas.
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Figura 31 - Northern eletrénico, demonstrando a expresséo relativa dos clusters,

SCCCLR1CO1EO03.g (A),

SCEZLB1009F12.g (B),

SCBFLR1039D08.g (C),

SCQSRT1034B12.g (D) e SCRFLR1055F12.g (E) e SCJFAD1010G04.g (F),
correspondentes a proteina COI1, nas diferentes bibliotecas do SUCEST. O eixo
Y indica a expressao relativa do gene, o eixo X indica os codigos das bibliotecas

analisadas.

Adicionalmente, sequéncias da proteina COI1 de 13 espécies, incluindo a

cana-de-acucar, foram utilizadas na realizacdo de um alinhamento, para verificar

o nivel de similaridade e conservacdo entre as diferentes espécies. O resultado

do alinhamento pode ser observado na figura 32, onde se verificam o grau de

similaridade e a conservacdo dos aminoacidos entre as proteinas COI1 das

espécies utilizadas.
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Figura 32 - Alinhamento multiplo das sequéncias de aminoacidos da proteina
COI1 de 13 espécies. Regides conservadas sdao marcadas em vermelho e regides
ndo conservadas, em azul. O gréfico de barras indica o nivel de conservagédo do
aminoacido entre as diferentes espécies. As linhas pontilhadas indicam gaps na
sequéncia e permitem a visualizagcdo de um melhor alinhamento.
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Com relacdo a analise filogenética, foram utilizadas as sequéncias
proteicas de COI1 de 13 espécies. O resultado apresentado, na figura 33, mostra
a formacdo de dois grandes grupos, um formado por dicotiledéneas e ou outro
formado por monocotiledéneas. Como se observa, a proteina COI1 de cana-de-

acucar € mais proxima a COI1 de sorgo.
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Figura 33 - Arvore filogenética da proteina COI1 de 13 espécies. As sequéncias
de aminoéacidos foram alinhadas no programa ClustalWw. Os resultados do
alinhamento, no formato “Phylip”, foram submetidos ao programa “PHYML” para
gerar a arvore. A escala é a distancia de similaridade do agrupamento em
guestao.

3.2.5.5. Visualizacéo dos niveis de expressao relat iva do gene COIl1 de

Arabidopsis thaliana, em diferentes tecidos e 6rgéos vegetais

Para obter uma possivel informacéo funcional do gene COI1, seu ortélogo
em Arabidopsis foi identificado, e sua ID utilizada para a geracado da fotografia
fluorescente eletronica (EFP Browser). Os niveis de expressao relativa séo
indicados por meio da coloragdo dos tecidos, em que baixos niveis de expressao
sdo coloridos em amarelo, e altos niveis, em vermelho. A cor azul indica a

repressao do gene.
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Observa-se, na figura 34, que o gene analisado apresenta maior expressao
em folhas caulinares, folhas senescentes, raizes e internd, sendo altamente
reprimido em graos de poélen. Uma pequena repressao do gene também pode ser

visualizada em diferentes estadios da semente e de folhas.

Arabidopsis eFP Browser at bar.utoronto.ca

ss @ Winter et al., 2007. PLoS One 2(8): €718
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Figura 34 - Fotografia eletronica fluorescente representando os niveis de
expressao relativa do gene COI1, em diferentes tecidos e orgaos de Arabidopsis
thaliana.

Devido ao fato de a acdo dependente de SCF°" interferir na inibicdo do
fechamento estomético, decidiu-se analisar tal gene em células-guarda. Conforme
apresentado na figura 35, verifica-se um aumento da expressao do gene COI1 em

células-guarda, o que nao foi verificado em plantas tratadas com ABA.
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Figura 35 - Fotografia eletrbnica fluorescente do padrdo de expressao tecido-
especifica do gene COIl, em estdmatos e células do mesofilo de Arabidopsis
thaliana.

3.2.6. DISCUSSAO

Conforme verificado no capitulo I, plantas de cana-de-acucar colonizadas
por G. diazotrophicus apresentaram maior susceptibilidade aos estresses salino e
hidrico, sendo essa sensibilidade mais proeminente em resposta ao estresse
hidrico. Uma explicacdo plausivel seria que a bactéria G. diazotrophicus poderia
estar interferindo na via de sinalizacdo para o controle da abertura estomatica,
acarretando, dessa forma, a maior perda de agua através dos estdmatos. Nesse
contexto, o capitulo Il teve como objetivo avaliar a possivel participacdo de
proteinas SnRKs e COI1, durante a colonizacdo pela bactéria endofitica
Gluconacetobacter diazotrophicus.

Segundo alguns autores (Ding et al., 2009; Huai et al., 2008; Hrabak et al.,
2003), proteinas CDPK-SnRK estdo envolvidas na resposta vegetal ao ABA e a
estresses abibticos. Andlises filogenéticas, realizadas por Hardie (1999, 2000),
demonstraram que quinases pertencentes a superfamilia CDPK-SnRK contém
dominios Ser-Thr, tipicos de eucariotos, utilizados na classificacdo dessas
proteinas. Os dados obtidos, no presente trabalho, possibilitaram a identificacdo
de 48 clusters de cana-de-acgucar, correspondentes a superfamilia CDPK-SnRK.
Foram identificados 3 clusters da subclasse SnRK1, 15 clusters da subclasse
SnRK2, 16 clusters da subclasse SnRK3, 12 clusters da classe CDPK e 2 clusters
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de serina-treonina quinase, sem funcdo exata. Essas proteinas foram alinhadas e
agrupadas filogeneticamente de acordo com suas regibes e dominios
conservados (figura 20). Muitos membros dessa superfamilia possuem uma
regido C-terminal cuja funcéo € regular a atividade quinase ou mediar a interacao
com outras proteinas (Harper et al.,, 1991). De acordo com os estudos
filogenéticos de Hardie (2000), os dominios de todas as Ser-Thr quinases de
Arabidopsis indicam que as subfamilias CDPK e SnRK séao filogeneticamente
proximas umas das outras, e distintas de outras quinases, formando dessa forma
a superfamilia CDPK-SnRK. Essas analises indicam que o padrdo evolutivo da
superfamilia CDPK-SnRK possui uma origem comum. O resultado observado, na
figura 20, e o alinhamento entre os membros de SnRK2 (figura 22) corroboram os
dados de Hardie (2000), nos quais foram verificados o agrupamento das quinases
na arvore filogenética e a alta conservacao das sequéncias proteicas.

Levando em consideracdo que as quinases da classe SnRK2 estao
envolvidas na sinalizacdo em resposta ao ABA e ao estresse osmotico (Shukla e
Mattoo, 2008), os mesmos tiveram sua expressao in silico analisada em uma
biblioteca de cDNA de plantas de cana-de-agclucar inoculadas com G.
diazotrophicus. Entre os 13 clusters analisados, 7 apresentaram-se expressos na
biblioteca AD1, sendo os clusters SCCCST1006B11.g altamente expressos em
plantas de cana-de-acgucar colonizadas pelo enddfito (figura 21).

O cluster SCCCST1006B11.g foi também analisado, nas diferentes
bibliotecas do SUCEST (figura 23), e mostrou-se induzido na biblioteca AD1,
guando comparado ao das demais bibliotecas. Tal cluster, quando submetido a
um blast no NCBI, apresentou alta similaridade com a proteina ASK1/SnRK2.4 de
Arabidopsis e com a proteina SAPK6 de milho. Em estudos realizados por
Kobayashi et al. (2004), foi verificado que a desidratacdo, estresse osmaotico e
ABA induziram o gene OSRK1, idéntico a SAPK6, uma proteina quinase da
classe SnRK2 de arroz.

Adicionalmente, entre os transcritos de SnRK2, analisados nas diferentes
bibliotecas do SUCEST (figura 24), somente SCCCLR1068F10.g apresentou
inducdo em AD1, sendo este também um ort6logo de SAPK®6.

As quinases SnRK2 sdo também conhecidas como SAPKs (proteinas
guinases ativadas por estresse osmotico e ABA — osmotic stress/ABAactivated
protein quinases) (Kobayashi et al., 2004). Segundo Ding et al. (2009), SAPK6
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interage com OREB1, uma proteina relacionada a fatores bZIP, sendo um fator de
ligacdo de elementos responsivos ao ABA.

A primeira SnRK2 (PKABAJ1) foi isolada de uma biblioteca de embrides de
trigo tratados com ABA (Anderberg et al., 1992). Subsequentemente, um outro
membro da subfamilia SnRK2 foi identificado como um regulador central de AAPK
(proteina quinase ativada por ABA — ABA activated protein quinase) envolvido no
fechamento estomatico dependente de ABA em feijdo de fava (Li et al., 1996;
2000). Uma outra proteina quinase ativada por estresse hiperosmotico foi
purificada de células de tabaco. O sequenciamento N-terminal permitiu identificar
sua ortologia com a proteina ASK1 de Arabidopsis (Mikolajczyk et al., 2000),
também pertencente a familia SnRK.

Mustilli et al. (2002) e Yoshida et al. (2002) também identificaram uma
quinase SNRK2 em Arabidopsis, denominada OST1/SnRK2.6. OST1 é expressa
em células-guarda e no sistema vascular, sendo ativada durante o fechamento
estomatico. Sua atividade é estimulada por ABA, mas sua expressao génica nao
é regulada pelo horménio (Mustilli et al., 2002; Yoshida et al., 2002). A analise in
silico, observada na figura 21, mostra que o ortdlogo putativo de OST1 em cana-
de-acucar (SCMCRT2088D10.g) também n&o apresentou aumento de sua
expressdo na biblioteca AD1. Porém, cabe ressaltar que a analise in silico de
ESTs apresenta limitacdes, somente genes expressos sao identificados e tém sua
expressao relativa calculada, entretanto, genes reprimidos néo sao identificados.

Com relacdo ao alinhamento de SCCCST1006B11.g, a figura 25 permitiu
verificar o alto nivel de similaridade entre o gene ASK1/SnRK2.4/SAPK6 de
diferentes espécies. A filogenia do cluster, diferencialmente expresso em AD1
(figura 26) (SCCCST1006B11.g9), mostrou a formacdo de dois grandes grupos: o
de dicotiledoneas e o de monocotiledoneas.

Visando obter uma possivel informacdo funcional do cluster
SCCCST1006B11.g, seu ortdlogo putativo em Arabidopsis foi identificado e sua
ID utilizada para a geracdo da fotografia fluorescente eletrénica (EFP Browser).
Dessa forma, o gene ASK1/SnRK2.4 foi analisado, apresentado maior expressao
em folhas senescentes, internds e graos de pélen (figura 27). A expressdo em
folnas senescentes permite novamente a especulacdo de que o gene, nesse

tecido e condicdo, pode estar respondendo ao horménio acido abscisico,
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envolvido na abscisdo foliar. O ABA estimula a sintese de etileno, que é
responsavel pela abscisao da folha.

Nesse contexto, decidiu-se analisar tal gene em células-guarda. Conforme
apresentado na figura 28, verificou-se uma consideravel expressao do gene
SnRK2.4/ASK1 em células do mesofilo e células-guarda, sendo essa expressao
aumentada quando as plantas eram submetidas ao tratamento com ABA.

Considerando o aumento da expressdao de ASK1 em células-guarda de
Arabidopsis tratadas com ABA (figura 28), os dados obtidos permitem especular
que, durante a colonizacéo por G. diazotrophicus, a proteina SAPK6 de cana-de-
acucar, que estaria envolvida em uma possivel resposta ao ABA ou ao estresse
osmotico, teria sua atuacado alterada, afetando os mecanismos de resposta da
planta a estresses.

Uma outra proteina também envolvida no movimento estomatico é COI1

FCO esta

(coronatine insensitivel). Segundo Xie et al. (1998), o complexo SC
envolvido na degradacdo de proteinas pelo proteossomo 26S e é requerido na
resposta a acido jasmonico (MeJA). Adicionalmente, MeJA desencadeia o
fechamento estomatico similar ao ABA (Wang e Song, 2008), porém, se 0s dois
hormoénios usam mecanismos de sinalizagao similares ou distintos ainda néo foi
esclarecido (Munemasa et al., 2007).

Nesse contexto, foi realizado o northern eletronico de seis transcritos
(clusters) de cana-de-acucar que codificam a proteina COI1 (figura 29). A analise
in silico mostra que todos os clusters foram expressos na biblioteca AD1, sendo o
cluster SCQSRT1034B12.g 0 que apresentou a maior expressao.

Devido ao fato de o cluster SCQSRT1034B12.g apresentar alta frequéncia
na biblioteca AD1, sugerindo sua regulacdo em resposta a colonizagédo por G.
diazotrophicus, este foi selecionado para a realizacdo da analise in silico nas
diferentes bibliotecas do SUCEST, alinhamento da proteina COI1 com diferentes
espécies e analise filogenética.

O cluster SCQSRT1034B12.g apresentou expressao nas bibliotecas de
meristema apical (AM), calo (CL), pedunculo floral (FL), broto lateral (LB), raiz
(RT), cascas (SB) e intern6 (ST). Porém, a maior indugdo ocorre na biblioteca de
plantas inoculadas com G. diazotrophicus (AD) (figura 30).

Adicionalmente, entre os demais transcritos de COI1 (figura 31), foi

identificado um cluster exclusivamente expresso em AD1 (SCJFAD1010G04.9).
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O resultado do alinhamento de SCQSRT1034B12.g, observado na figura
32, possibilitou a observagédo de um alto grau de similaridade e a conservacgéo
dos aminoacidos entre as proteinas COI1 das espécies analisadas. Com relacéo
a analise filogenética, o resultado apresentado, na figura 33, a formacéo de dois
grandes grupos, um formado pelas dicotiledoneas e/ou outro formado pelas
monocotiledéneas. Como pbéde ser observado, COI1 de cana-de-agucar é mais
préxima a COI1 de sorgo. Segundo Paterson et al. (2004), sorgo e cana-de-
acucar sao muito proximos, se comparados as outras espécies cultivadas.
Estima-se que sua divergéncia evolucionaria ocorreu hd 5 milhées de anos atrés,
ao contrario do milho, cuja separacao foi estimada ha 15-20 milhdes de anos
atras.

Com o objetivo de verificar uma possivel informagéo funcional do cluster
SCQSRT1034B12.g, seu ortélogo putativo em Arabidopsis foi identificado e sua
ID utilizada para a geracao da fotografia fluorescente eletronica (EFP Browser).
Dessa forma, o gene COI1 foi analisado, apresentando maior expressdo em
folhas caulinares, folhas senescentes, raizes e internd, sendo altamente reprimido
em graos de polen (figura 34). Tais resultados corroboram o northern eletrénico
nas diferentes bibliotecas do SUCEST, em que foi verificado que COI1 apresenta-
se regulado nas bibliotecas de raiz (RT) e internd (ST) (figura 30).

Como ja foi descrito, COI1 é responsivo ao MeJA, estando esse horménio
também envolvido com a abertura e fechamento estomatico. Adicionalmente, de
forma similar ao ABA, o MeJA também é acumulado em plantas sob estresse
hidrico (Creelman e Mullet, 1995).

Devido ao fato de a acdo dependente de SCF°°"

interferir na inibicdo do
fechamento estomatico, decidiu-se analisar tal gene em células-guarda. Conforme
apresentado na figura 35, verificou-se um aumento da expressao do gene COI1
nessas celulas. Porém, ao contrario de SAPK6, COI1 ndo apresentou um maior
aumento de sua expressao durante o tratamento com ABA.

Tal observacao sugere que o aumento da expressao de COI1, verificado na
biblioteca de plantas inoculadas, pode ser proveniente de uma resposta
independente de ABA, porém envolvida no sistema de defesa do vegetal (Melotto
et al., 2006).

Em resumo, os resultados encontrados para COI1l e SAPK6, e suas

similaridades com proteinas envolvidas com a abertura estomética e em resposta
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a ABA, sugerem que seus respectivos transcritos de cana-de-agucar podem estar
envolvidos na resposta de defesa e hormonal, desencadeada pela colonizagéo
por Gluconacetobacter diazotrophicus PALS5.

G. diazotrophicus é conhecida por seus varios efeitos promotores do
crescimento vegetal. Dentre estes, destaca-se a producgédo de fitormonios pela
bactéria. Atualmente, ndo se sabe ao certo o papel desses hormonios durante a
interacdo cana-enddfito; acredita-se que estejam envolvidos na promoc¢édo do
crescimento. Porém, sabe-se que alteracbes na concentracdo ou qualquer
desequilibrio hormonal pode acarretar mudancas fisiologicas.

Nesse sentido, estudos posteriores poderiam ser realizados, visando a um
melhor entendimento dos mecanismos de defesa e de sinalizagcdo de hormdnios
durante a interagdo cana-de-agucar X G. diazotrophicus, bem como verificar se

ocorre alguma interagdo com as vias de producao e resposta ABA e MeJA.

3.2.7. CONCLUSOES

= SAPKG6 de cana-de-agucar é induzida na biblioteca de plantas colonizadas
por Gluconacetobacter diazotrophicus PAL5 e pode estar envolvida na via de

sinalizacdo do horménio acido abscisico.

= Todos os transcritos de COI1 identificados em cana-de-agucar
apresentaram expressao durante a colonizacdo por G. diazotrophicus.

Adicionalmente, o cluster SCJFAD1010G04.g foi expresso unicamente em AD1.

» Os resultados para COI1l de cana-de-acUcar sugerem o envolvimento
dessa proteina nos mecanismos de defesa vegetal, desencadeado pela
inoculacao de G. diazotrophicus.
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3.3. PRODUCAO DE ACIDO ABSCISICO PELA BACTERIA ENDO FITICA
Gluconacetobacter diazotrophicus PALS E QUANTIFICACAO DO HORMONIO
EM PLANTAS DE CANA-DE-ACUCAR INOCULADAS

3.3.1. RESUMO

O fitormbénio acido abscisico tem papel fisiolégico importante no
desenvolvimento vegetal e em resposta a estresses. Nos Ultimos anos, diversos
horménios vegetais foram identificados e quantificados em fungos e bactérias. A
biossintese desses hormonios, nos diferentes microorganismos, ainda nao tem
sua funcdo bem esclarecida, porém, alguns estudos evidenciam sua importancia
no estabelecimento da interacdo planta-bactéria. Neste trabalho, identificamos o
horménio ABA em meio de cultura quimicamente definido (LGIP) da bactéria
endofitica  Gluconacetobacter  diazotrophicus  PALS5, por GC-EIMS.
Adicionalmente, 0 mesmo horménio foi também quantificado em plantas de cana-
de-acucar inoculadas e submetidas aos estresses hidrico e salino. A inoculacéo
dobrou a quantidade de ABA das plantas de cana-de-aglcar e aumentou a
expressao de genes que respondem especificamente ao ABA. Quando essas
plantas foram submetidas aos estresses, niveis endogenos consideraveis de ABA
puderam ser quantificados, quatro vezes mais em relacdo aos das plantas-
controle. Os resultados mostrados, neste trabalho, sugerem o envolvimento do
horménio acido abscisico na resposta da planta de cana inoculada com a bactéria
ao estresse osmoético. Estudos complementares com mutantes de Arabidopsis
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deficientes em ABA evidenciam que a inoculagdo com a bactéria tem uma funcgéo

fisiologica na germinagéo, similar a do ABA vegetal.

3.3.2. ABSTRACT

The plant hormone abscisic acid has important physiological role in plant
development and in response to stresses. In recent years, several plant hormones
were identified and quantified in fungi and bacteria. The biosynthesis of these
hormones in different organisms has not yet fully understood his role, however,
some studies have shown its importance in the establishment of plant-bacteria
interaction. In this study, we identified the hormone ABA in chemically-defined
culture medium (LGIP) of the endophytic bacterium Gluconacetobacter
diazotrophicus PALS5 by GC-EIMS. Additionally, the same hormone was also
measured in inoculated plants of sugarcane and submitted to drought and salinity.
Inoculation doubled the amount of ABA in sugarcane plants and up-regulated
specific genes of response to ABA. When these plants were exposed to stresses,
considerable levels of endogenous ABA could be quantified, four times more than
the control. The results obtained in this study suggest the involvement of the
hormone abscisic acid in inoculated sugarcane plants response to stresses.
Additional studies with Arabidopsis mutants deficient to ABA showed that
inoculation with the bacterium has a physiological function in germination, similar

to ABA plant hormone.

3.3.3. INTRODUCAO

Plantas podem interagir com diferentes microorganismos, formando
associacbes benéficas ou patogénicas. Nesses Ultimos anos, varios efeitos
positivos foram atribuidos as bactérias endofiticas, como a promocdo do
crescimento vegetal, a fixacdo bioldgica do nitrogénio (Iniguez et al., 2004; Hurek

et al., 2002; Sevilla et al., 2001), a solubilizagdo de nutrientes (Sessitsch et al.,
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2004; Sturz et al., 2000) e a producéo de fitormonios (Bottini et al., 2004; Cohen et
al., 2008; Schmelz et al., 2003), sendo este ultimo um dos mais aceitos para
explicar os mecanismos promotores de crescimento, em resposta a interacéo
(Persello-Cartieaux et al., 2003; Glick e Bashan, 1997).

O possivel papel desses hormdnios durante a interacdo planta-bactéria
ainda é pouco conhecido, porém acredita-se que as alteragcbes nas taxas
hormonais poderiam auxiliar no estabelecimento da doenca ou colonizacao
(Casséan et al., 2001a and b; Grant and Jones, 2009; Spaepen et al, 2007).

A primeira observacdo da sintese de fitormdnios por microorganismos foi
realizada em plantulas de arroz infectadas com o fungo Gibberella fujikuroi
(Kurosawa, 1926). O composto identificado foi denominado giberelina.
Posteriormente, técnicas fisico-quimicas permitiram a identificacdo deste e de
outros hormdénios, como auxina e citocinina de bactérias e fungos (Bottini et al.,
2004; Robert-Seilaniantz et al., 2007).

O’Donnell et al. (2003) quantificaram o teor de horménios vegetais em
plantas de Arabidopsis, infestadas por Xanthomonas campestris pv. Campestris e
Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000, encontrando elevados niveis de
auxina. Schmelz et al. (2003) confirmaram que PstDC3000 induzia genes da
biossintese de auxina e nas mesmas condi¢des, o patdogeno também induzia a
producdo de acido abscisico (ABA). Estudos realizados por Cohen et al. (2008)
também demonstraram a biossintese do hormoénio ABA pela bactéria endofitica
Azospirillum brasiliense Sp 245, em meio de cultura.

O acido abscisico € um hormdnio vegetal envolvido em varios processos
fisiolégicos da planta (Zeevaart e Creelman, 1988). No desenvolvimento de
sementes, o0 ABA € necessario para induzir a sintese de proteinas de reserva e
lipideos, bem como para a quebra da dorméncia de sementes e na aquisicdo de
tolerancia a desidratacdo (Seo e Koshiba, 2002). O ABA também possui um papel
importante na resposta a varios estresses ambientais, como seca, salinidade e
UV-B (Berli et al., 2010; Travaglia et al., 2007).

Entre as bactérias endofiticas diazotréficas ja caracterizadas, objeto de
estudo de muitos pesquisadores, esta a Gluconacetobacter diazotrophicus.
Inicialmente, essa bactéria foi caracterizada como endofitica fixadora de
nitrogénio. Porém, seu potencial agrobiotecnologico vem ampliando-se. Isto se

deve a sua capacidade de solubilizagcdo de compostos como zinco e fosfato
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(Intorne et al., 2009), producédo de bacteriocinas (Pifion et al., 2002), biossintese
de fitormbnios (Bastian et al.,, 1998), bem como apresentar resisténcia a
antibiéticos e metais pesados (Ahmad et al., 2004). A interacdo G. diazotrophicus
X cana-de-acucar representa um modelo de sistema eficaz para estudos de
associacdo endofitico diazotrofico-monocotiledénea. Tal modelo tem sido
bastante estudado, sendo o PGPB atribuido a fixacdo do nitrogénio e a producéo
de fitormbnios, tanto em cana (Pedraza, 2008) como em outras espécies
sacariferas (Bastian et al., 1999).

Neste trabalho, foi realizada a quantificagdo do hormonio ABA, em cultura
de Gluconacetobacter diazotophicus PAL5, bem como em plantas de cana-de-
acucar inoculadas e submetidas a desidratacédo e salinidade. Tal caracterizacéo
foi obtida por meio de gas chromatography-electron impact mass spectrometry
(GC-EIMS). Adicionalmente, genes envolvidos na resposta vegetal a ABA foram
avaliados por northern in silico, utilizando uma biblioteca de cDNA de plantas de

cana-de-agucar inoculadas com a bactéria G. diazotrophicus (SUCEST).

3.3.4. MATERIAL E METODOS

3.3.4.1. Material biol6gico

3.3.4.1.1. Microorganismo e condi¢des da cultura

Gluconacetobacter diazotrophicus cepa PAL5 (cedida gentilmente pelo
Prof. Fabio Olivares, LBCT/UENF, Campos dos Goytacazes/RJ-Brasil) foi
utilizada. A bactéria foi crescida no meio quimicamente definido LGIP em frasco
erlenmeyer. Foram adicionados 0,5% de sacarose, 0,5% de sacarose + 100 mM
de NaCl, 10% de sacarose e 10% de sacarose + 100 mM de NaCl,
respectivamente, totalizando quatro tratamentos e controle (meio LGIP). A cultura
foi incubada em um shaker orbital com banho (Shaker Pro, Viking, Biocontrol) a
120 rpm, a 307, no escuro, até alcancar a fase estacionaria derterminada pela
ODeoo.
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3.3.4.2. Colonizagdo de cana-de-agucar por Gluconacetobacter
diazotrophicus

G. diazotrophicus foi crescida em meio DIGS, mantida em shaker orbital
por 12 horas a 30C. Apds o crescimento, a cultura foi utilizada para a inoculagcéo
de plantas de cana-de-acucar de 20 dias de idade. As raizes dessas plantas
foram mantidas mergulhadas na cultura bacteriana por 2 horas, plantas-controle
foram mergulhadas em meio DIGS. Passado o tempo de inoculacédo, as mesmas
foram plantadas em substrato areia e vermiculita (2:1) e mantidas em casa de
vegetacdo. Apds 15 dias de colonizacdo das plantas de cana-de-agUcar pela
bactéria G. diazotrophicus, essas foram coletadas da casa de vegetacéo,
mantidas em nitrogénio liquido, e estocadas em freezer — 80, para posterior
analise de ABA.

3.3.4.3. Teste de germinacdo em sementes de Arabidopsis thaliana

Sementes de Arabidopsis thaliana foram esterilizadas, em uma solucéo de
hipoclorito de sddio 5%, e plagueadas em meio liquido contendo sais inorganicos
Murashige & Skoog (1962). Para o teste de germinacdo, sementes foram
germinadas em placas de petri contendo meio MS liquido, meio MS liquido
acrescido de 2 uM de ABA, e de um exudado filtrado, proveniente de uma cultura
de bactérias G. diazotrophicus, crescidas em meio MS liquido, em um shaker

orbital a 30, até atingir a fase estacionaria.

3.3.4.4. Identificacdo e quantificacdo de ABA enddég eno em

Gluconacetobacter diazotrophicus

Para a quantificacdo de ABA em cultura bacteriana, 100 ng de [*Hg]-ABA
(gentilmente doado por J. D. Cohen, Departamento de Horticultura, Universidade
de Minnesota, Saint Paul-EUA) foram adicionados a metade do volume da cultura,
no fim do periodo de incubacdo, como um padrao interno. A mistura permaneceu

durante 3 horas no escuro, a 4C, para o equilibrio do is6topo. A outra metade da
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cultura foi processada sem o padrao interno. A cultura bacteriana foi crescida de
acordo com a descricdo do método ‘Microrganismo e condi¢cdes da cultura’ e,
entdo, sonicadas duas vezes por 6 minutos. Posteriormente, a suspensao
bacteriana foi centrifugada a 5000 rpm por 30 minutos, a 4C. As células foram
descartadas e o sobrenadante foi ajustado para pH 3.0, com acido acético. Apos
0 ajuste do pH, o liquido foi dividido em trés fracdes contendo igual volume de
acetato de etila (saturado com 1% de acido acético) pH 2.8-3.0. As fracdes
contento o acetato de etila foram evaporadas em um rotavapor, e o residuo
dissolvido em 1 mL de uma mistura de metanol: 4gua:acido acético (79:20:1;
v/vlv). Essa mistura foi filtrada e submetida a purificacdo em HPLC, utilizando-se
uma coluna de fase reversa Ci;g pBonda-pack (Waters Associates, Parker Ltd.,
Milford-EUA). A eluicdo foi realizada com o aparato KONIK 500 (Konik
Instruments, Barcelona-Espanha) num fluxo de 2 mL min™, usando um gradiente
de 0-10 minutos para 10% de metanol em 1% de acido acético; de 10-40 minutos
para 10-73% de metanol em 1% de acido acético; de 40-50 minutos para 73% de
metanol em 1% de acido acético; e de 50-60 minutos para 100% de metanol. A
fracdo de 34-40 minutos foi coletada. ApOs a evaporacdo do solvente em um
rotavapor, a amostra foi utilizada na analise por cromatografia gasosa, acoplada a
um espectro de massas (GC-EIMS). Para a derivatizagdo do metil-éster, 2-4 mL
de metanol e 50-100 pL de CH;N, foram adicionados, e deixados por 30 minutos
a temperatura ambiente. Apds os solventes serem eliminados sob N, o extrato foi
dissolvido em 5 pL de hexano e 1 pL desse total foi injetado no sistema GC-MS
(PerkinElmer Elite-5MS). O programa utilizado no GC foi 100-190C a 15 por
minuto e, entdo, de 190-260C a 5T por minuto. A ¢ aracterizacao foi realizada
por comparacdo de ABA auténtico comercial (Sigma Chem. Co., St Louis, MO,
USA), em que Me do ABA enddgeno bacteriano foi comparado ao Me deuterado
do hormdnio-padrao.

3.3.4.5. lIdentificacdo e quantificacgdo de ABA enddég eno em plantas

inoculadas

Para a quantificacdo em plantas de cana-de-acucar inoculadas e

estressadas (sal e seca), aproximadamente, 100 mg de tecido foliar fresco foram
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homogeneizados em 1 mL de metanol gelado: agua: acido acético (79:10:1; v/v)
com 100 ng de [*H¢]-ABA. Apés filtragéio e evaporacéo do metanol, a fase aquosa
foi purificada em coluna C18 Sep-Pack (Waters Associates, Milford-USA), lavada
com hexano e eluida com metanol: agua: acido acético (79:10:1; v/v). Apés a
evaporacao, a amostra foi particionada quatro vezes em acetato de etila saturada
com agua (pH 3.0). Essa fracdo foi entdo evaporada e redissolvida em uma
mistura de metanol: agua: acido acético (79:20:1; v/v/v). Essa mistura foi filtrada e
submetida a purificacdo em HPLC, utilizando-se uma coluna de fase reversa Cig
pBonda-pack (Waters Associates, Parker Ltd., Milford-EUA). A eluicdo foi
realizada com o aparato KONIK 500 (Konik Instruments, Barcelona-Espanha) num
fluxo de 2 mL min™, usando um gradiente de 0-10 minutos para 10% de metanol
em 1 % de acido acético; de 10-40 minutos para 10-73% de metanol em 1% de
acido acetico; de 40-50 minutos para 73% de metanol em 1% de acido acético; e
de 50-60 minutos para 100% de metanol. A fracdo de 34-40 minutos foi coletada.
Apds a evaporacdo do solvente em um rotavapor, a amostra foi utilizada na
analise por cromatografia gasosa, acoplada a um espectro de massas (GC-
EIMS). Para a derivatizagdo do metil-éster, 2-4 mL de metanol e 50-100 pL de
CH2N; foram adicionados, e deixados por 30 minutos a temperatura ambiente.
Apés os solventes serem eliminados sob N, o extrato foi dissolvido em 5 pL de
hexano e 1 pL desse total foi injetado no sistema GC-MS (PerkinElmer Elite-5MS).
O programa utilizado no GC foi 100-190C a 15C por minuto e, depois, 190-
260C a 5T por minuto. A caracterizacao foi realiz ada por comparacdo de ABA
auténtico comercial (Sigma Chem. Co., St Louis, MO, USA), em que Me do ABA
enddgeno bacteriano foi comparado ao Me deuterado do horménio-padréo. As

analises foram realizadas em duplicata.

3.3.5. RESULTADOS

3.35.1. Acido abscisico € produzido pela bactéria endofitica

G.diazotrophicus
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A Dbiossintese de ABA foi identificada na bactéria endofitica
Gluconacetobacter diazotrophicus PALS5 por meio da quantificacdo desse
horménio, em GC-EIMS, em uma suspensdo bacteriana crescida em meio
quimicamente definido. A figura 36 mostra o espectro de massas de Me-ABA. O
espectro confirma a producéo do hormoénio acido abscisico em G. diazotrophicus,

guando comparado ao espectro-padrdo de ABA auténtico, utilizado como

controle.
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Figura 36 - Espectro de massas de ABA proveniente da cultura de G.
diazotrophicus PAL5 (acima) comparado ao espectro-padrdao de ABA comercial
(abaixo).

Adicionalmente, a bactéria foi submetida a diferentes condicbes de
crescimento, mimetizando os estresses osmotico e salino (sacarose e NacCl).
Apés 3 e 5 dias de crescimento nas condicbes citadas, foi realizada a
quantificacdo de ABA. Observa-se, na tabela 6, que a bactéria apresentou niveis

consideraveis do hormoénio somente na presenca de 10% de sacarose, quando
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comparados aos niveis das plantas-controle (Meio LGIP). Verificou-se aumento
na biossintese de ABA aos 3 e 5 dias, apresentando um acréscimo no teor de
ABA de trés a quatro vezes, respectivamente. No mesmo tratamento, acrescido

de NaCl, também observou-se a presenca de ABA, no 5° dia.

Tabela 6 - Teor de ABA, em ng mL™, de G. diazotrophicus PAL5 crescida em
meio quimicamente definido (LGIP), contendo sacarose e NaCl

Tratamento 03 Dias 05 Dias

Sacarose 0,5 % 0,600 + 0,032 0,236 + 0,083
Sacarose 0,5% + NaCl 0,756 + 0,047 -

Sacarose 10 % 2,861 + 0,521 3,623 + 0,619
Sacarose 10 % + NaCl 0,695 + 0,019 1,177 £ 0,532

Meio LGIP 0,839 + 0,016 0,825 + 0,007

3.3.5.2. O ABA bacteriano inibe a germinacdo de sem entes de Arabidopsis

No intuito de verificar se 0 ABA bacteriano apresentava papel fisiol6gico
similar ao do ABA vegetal, no que diz respeito a inibicdo da germinacéao.
Sementes silvestres (wild-type) da cultivar Columbia e sementes de mutantes
abil, insensiveis ao ABA, foram germinadas em meio MS liquido, contendo 2 uM
de ABA e exudado bacteriano. A figura 37 mostra que sementes silvestres
apresentaram inibicdo na germinacdo na presenca de ABA. A mesma observacéo
pode ser verificada nas sementes selvagens germinadas na presenca do exudado
de bactéria. Em contraste, todas as sementes do mutante abil germinaram na

presenca de ABA e do exudado bacteriano.
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Columbia abil

Controle

ABA 2 uM

G. diazotrophicus

Figura 37 - Germinacao de sementes de Arabidopsis thaliana (Columbia e abil)
em placas de petri contendo meio MS liquido, acrescido de ABA 2 uM e do
exudado bacteriano filtrado.

3.3.5.3. Niveis enddgenos de ABA sdo aumentados em  plantas de cana-de-

acucar colonizadas por G. diazotrophicus

Os niveis endbgenos de ABA foram gquantificados em plantas de cana-de-
acucar inoculadas e submetidas aos estresses salino e hidrico (tabela 7). Em
plantas expostas a salinidade e desidratadas, observou-se um aumento de 90 e
350%, respectivamente. Em plantas inoculadas, esse acréscimo também foi
bastante consideravel, apresentando um aumento de 230%. Com relacdo as
plantas inoculadas e estressadas, observaram-se altos niveis endégenos de ABA,

verificando-se um acréscimo de 380% sob desidratacéo, e 390% sob salinidade.
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Tabela 7 - Niveis de ABA endégeno, em ng mL™?, de plantas de cana-de-aglcar
inoculadas e submetidas aos estresses hidrico e salino

Tratamento Teorde ABA(ngg 1)
Controle 93
Desidratacao 178
NaCl 415
Inoculada 215
Inoculada + Desidratacéo 449
Inoculada + NaCl 456

3.3.5.4. Genes responsivos a ABA apresentam express &o diferencial na

presenca da bactéria

Os genes selecionados tiveram sua expressdo diferencial analisada in
silico, em uma biblioteca de cDNAs de plantas de cana-de-agucar colonizadas por
G. diazotrophicus (SUCEST). O Northern eletronico foi realizado mediante a
analise computacional das frequéncias de ESTs na biblioteca de cDNA (AD1). Os
clusters SCRFLR2034A04.g, SCSBHR1052C05.g, SCEPRZ1011All.g e
SCEQRT1027E02.g, encontrados no SUCEST, ortélogos putativos as proteinas
GPAl, PLC1, PP2C e CDPK1, respectivamente, apresentaram-se fortemente
regulados na presenca da bactéria, quando comparados aos clusters das demais
bibliotecas (figura 38).
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Figura 38 - Northern in silico de ESTs, correspondendo aos genes GPAl
(SCRFLR2034A04.g), PLC1 (SCSBHR1052C05.9), PP2C (SCEPRZ1011A11.9) e
CDPK1 (SCEQRT1027E02.g) de cana-de-acucar, usando o banco de dados do
SUCEST.

3.3.6. DISCUSSAO

Uma importante caracteristica das bactérias endofiticas € a biossintese de
composto anadlogos aos horménios vegetais, como auxina (Fuentes-Ramirez et
al., 1993), giberelina (Bastian et al., 1998) e citocininas (Bazzicalupo e Okon,
2000). Algumas dessas bactérias também produzem a enzima 1-amino
ciclopropano-1-carboxilato (ACC) desaminase e metabolizam ACC, um precursor
do etileno (Mayak et al.,, 2004). A sintese desses hormdnios, pelas células
bacterianas, poderia atuar na modulacdo dos niveis endodgenos nas plantas
hospedeiras. Com o desequilibrio desses niveis hormonais poderia haver
alteracdes na resposta vegetal aos diferentes estresses ou a condicdo ambiental
imposta.

No intuito de verificar se bactéria endofitica Gluconacetobacter

diazotrophicus PAL5 é capaz de biossintetizar o horménio ABA, uma suspenséo
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bacteriana, crescida em meio quimicamente definido (LGIP), foi utilizada para
identificar e quantificar ABA, pelo uso de GC-EIMS.

A biossintese de ABA foi identificada no endofito, como mostra o espectro
de massas de Me-ABA (figura 36). O espectro confirma a producdo do hormonio
acido abscisico em G. diazotrophicus, quando comparado ao espectro-padrao de
ABA auténtico, utilizado como controle.

Adicionalmente, a bactéria foi submetida a diferentes concentracbes de
sacarose, na presenca ou auséncia de NaCl, durante 3 e 5 dias. Os dados obtidos
(tabela 6) evidenciaram que a bactéria apresentou niveis consideraveis do
horménio somente na presenca de 10% de sacarose, quando comparados com
0s niveis das plantas-controle (Meio LGIP). Verificou-se aumento na biossintese
de ABA, apresentando um acréscimo no teor de ABA de trés a quatro vezes,
respectivamente. No mesmo tratamento, acrescido de NaCl, também observou-se
a presenca de ABA, no quinto dia. Tal resultado indica que G. diazotrophicus
aumenta seus niveis de ABA, em resposta a um possivel estresse osmotico. O
mesmo resultado é bastante caracterizado em plantas. O ABA é produzido sob
condicbes de desidratacdo e possui uma funcédo importante em resposta ao
estresse hidrico (Shinozaki e Yamaguchi-Shinozaki, 2007; Xiong et al., 2002;
Finkelstein et al.,, 2002). A importancia do ABA para a bactéria ainda é
desconhecida. Dessa forma, estudos posteriores seriam interessantes e
necessarios, no intuito de verificar o papel desse horménio durante o estresse
osmotico na bactéria, bem como seu envolvimento no metabolismo bacteriano.

O ABA regula varios aspectos do desenvolvimento vegetal, como
maturacdo de sementes, dorméncia, germinacéo, abertura estoméatica, adaptacao
a estresses abidticos (Yoshida et al., 2006). Com o objetivo de verificar se o ABA
bacteriano apresenta o mesmo papel fisiologico na inibicdo da germinacao,
sementes de Arabidopsis thaliana foram germinadas em um exudado filtrado,
proveniente de uma cultura de G. diazotrophicus (figura 37).

O exudado foi suficiente para inibir a germinacao das sementes de plantas
silvestres. Os resultados obtidos foram confirmados quando sementes de abil
apresentaram total germinacédo na presenca de ABA e do exudado. Isso indica
que o ABA bacteriano apresenta funcdo semelhante a do horménio ABA
proveniente de plantas, no que diz respeito a inibicdo da germinacdo de

sementes.
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Para verificar se 0s niveis enddgenos de ABA eram aumentados em
plantas inoculadas, realizou-se a quantificagdo do hormdnio, em plantas de cana-
de-acucar colonizadas pela bactéria e submetidas a salinidade e a desidratacéo
(tabela 7).

A concentracdo de ABA aumentou em plantas estressadas. No entanto,
plantas associadas com a bactéria G. diazotrophicus também apresentam niveis
consideraveis do hormonio, sendo essa quantidade aumentada em plantas
inoculadas e estressadas. Cabe ressaltar que, na presenca da bactéria, as
plantas expostas ao sal apresentam niveis de ABA similares aos niveis das
plantas expostas a salinidade e ndo-inoculadas. Porém, as plantas desidratadas
dobraram os niveis de ABA na presenca da bactéria.

Muitos genes de plantas sao regulados em resposta ao ABA. Para verificar
uma possivel regulagdo de genes responsivos ao ABA, durante a colonizag&o por
G. diazotrophicus, quatro clusters putativos ortélogos aos genes envolvidos na
resposta ao hormoénio foram selecionados: GPA1 (G-protein a-subunit), receptor
envolvido no fechamento estomatico mediado por ABA (Grill e Christmann, 2007);
PLC1 (phospholipase C1), descrito como um sinal secundario para potencializar a
resposta primaria ao ABA (Sanchez e Chua, 2001); PP2C (protein phosphatase
2C), regulador da resposta ao ABA na germinacdo de sementes (Yoshida et al,
2006); e CDPK1 (proteina quinase dependente de Ca®'), sensores de Ca®'
responsivos a hormonios (Mehta et al., 2007).

A andlise in silico da expressdo génica pode ser feita baseada na
frequéncia de sequence tags em bibliotecas de cDNA, permitindo a comparagao
de padrdes de expressdo de genes especificos (Ewing et al., 1999). Para isso, a
metodologia utilizada neste trabalho permitiu quantificar os niveis de expressao
dos genes GPAL, PLC1, PP2C e CDPK1, na biblioteca especifica de plantas
inoculadas com G. diazotrophius, oriundas do Banco SUCEST. Como podem ser
visualizados, na figura 38, todos os genes analisados apresentaram inducdo na
biblioteca AD1, mostrando serem regulados na presenca de G. diazotrophicus.
Essa alta expresséo verificada em AD1 confirma a presenca de ABA nas plantas
de cana-de-acuUcar e sugere que a presenca da bactéria estaria ocasionando
perturbacdes nas vias de sinalizacdo, nas quais as proteinas analisadas
participam. Todavia, ndo esta claro o papel do hormbdnio ABA durante a interacao,

bem como os demais hormdnios sintetizados pela bactéria também ndo foram
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totalmente elucidados. Porém, os resultados dos dois primeiros trabalhos
permitem especular que esse desbalanco hormonal, ocasionado pela bactéria,
afetou a resposta de cana-de-acUcar aos estresses salino e hidrico. Nesse
contexto, verifica-se que a bactéria endofitica Gluconacetobacter diazotrophicus
PALS5 néo é benéfica em algumas condigbes ambientais.

Nos ultimos anos, algumas evidéncias do envolvimento de horménios tém
sido demonstradas na interacdo planta-bactéria (Valls et al., 2006; Joo et al.,
2005). Em Arabidopsis, mutantes na via de biossintese ou insensiveis ao ABA
mostraram-se mais resistentes a bactéria Pseudomonas DC3000 (de Torres-
Zabala et al., 2007), indicando que o hormdnio aumenta a susceptibilidade do
vegetal durante a interacdo. Essa alteracdo poderia também estar ocorrendo em
plantas colonizadas por G. diazotrophicus. Nesse caso, a bactéria poderia
biossintetisar ABA para subverter ou reduzir a resposta da planta a colonizacao.
Porém, como o enddfito ndo causa nenhum dano aparente, a colonizagdo é bem
sucedida. Contudo, durante a interacdo, outros hormdnios sdo produzidos, como
giberelinas e auxinas. Esse desequilibrio hormonal poderia também acarretar
alteracdes na resposta vegetal.

Enfim, o efeito de cada horménio ainda nao foi totalmente esclarecido.
Atualmente, os estudos realizados evidenciam a participacdo dos mesmos na
modulacdo da defesa vegetal. Nesse contexto, experimentos posteriores
poderiam ser realizados para avaliar o papel desses horménios durante a
interagao.

3.3.7. CONCLUSOES

= A bactéria endofitica Gluconacetobacter diazotrophicus PAL5 produz ABA

in vitro, em meio de cultura quimicamente definido (LGIP).

= O ABA bacteriano inibe a germinacdo de sementes de Arabidopsis
thaliana.
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= Os niveis enddgenos de ABA sdo aumentados em plantas de cana-de-
acucar colonizadas por G. diazotrophicus, sendo esses niveis ainda maiores em

plantas inoculadas e expostas a salinidade e a desidratacao.

= Os genes GPAl, PLC1, PP2C e CDPK1, responsivos ao ABA, sao
induzidos na biblioteca de cDNA de plantas de cana-de-agucar inoculadas com o
endofito (AD1). Os resultados sugerem a biossintese do ABA bacteriano em
plantas colonizadas por G. diazotrophicus, bem como a regulacdo dos genes

citados, na presenca do hormanio.
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4. RESUMOS E CONCLUSOES

Bactérias endofiticas podem interferir na fisiologia da planta, resultando em
alteracdes no metabolismo vegetal. Como pode ser verificado, neste trabalho, a
bactéria endofitica Gluconacetobacter diazotrophicus PALS5 interfere na resposta
de plantas de cana-de-aclcar expostas aos estresses salino e hidrico. Os
parametros avaliados permitiram verificar que plantas colonizadas apresentam
maior susceptibilidade a salinidade e seca, sendo esta sensibilidade maior em
plantas sob desidratacdo. Uma possivel explicacéo seria a de que o enddfito inibe
o fechamento estomatico dessas plantas colonizadas e expostas aos estresses
salino e hidrico. Tal hipétese foi sustentada pela regulacdo dos genes que
codificam as proteinas SAPK6 (SnRK2.4) e COI1, envolvidas no fechamento
estomatico via ABA e MeJA, respectivamente. Adicionalmente, a biossintese de
ABA foi identificada e quantificada em meio de cultura quimicamente definido
(LGIP) da bactéria endofitica G. diazotrophicus PALS5. A presenca do enddfito fez
com que plantas inoculadas dobrassem a concentragdo endégena de ABA, sendo
ainda maior em plantas colonizadas e expostas a seca.

Diante do exposto, o entendimento da fisiologia da interacdo planta-
endofito € imprescindivel no contexto do manejo agricola, j& que, em condi¢des
adversas, poderiam modular de forma maléfica, podendo ocasionar a reducédo da
produtividade, considerada indesejavel. Nesse sentido, o uso indiscriminado de
endofiticos na agricultura pode vir a ser prejudicial, resultando ainda em

problemas agroecondémicos.
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