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RESUMO

BARBOSA, Roberta Ribeiro; M.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; Dezembro de 2010; Participagdo das vias de produgédo e
percepcdo do hormoénio etileno durante a interacdo entre Gluconacetobacter
diazotrophicus e plantas de cana-de-aclUcar e Arabidopsis thaliana; Orientador:
Prof. Goncalo Apolinario de Souza Filho; Conselheiros: Profa. Rosana Rodrigues
e Prof. Fabio Lopes Olivares.

As bactérias sdo organismos de estrutura celular simples e que podem ocupar e
colonizar diferentes nichos na Terra. Nas plantas, as bactérias podem formar
associacOes benéficas ou patogénicas, localizando-se no interior ou na superficie
das mesmas. Aquelas que se localizam no interior das plantas sem causar danos
aparentes sdo denominadas endofiticas. Para se adaptarem as mudancas em seu
ambiente e a invasdao de organismos patogénicos, as plantas precisam de
mecanismos de regulagao eficazes. As vias de sinalizacdo hormonal sdo um dos
mecanismos que asseguram a planta um potencial de defesa. Entretanto, estas
vias permitem aos patdgenos e a outros micro-organismos a manipulacao da
defesa para o seu beneficio. Entre as bactérias que promovem alteragbes na
expressdo de genes envolvidos com a regulacdo hormonal vegetal, esta a
Gluconacetobacter diazotrophicus, uma das primeiras bactérias endofiticas
diazotréficas isolada de cana-de-agcucar, em 1988. Entre o0s mecanismos
responsaveis pela promocdo de crescimento vegetal promovido por G.

diazotrophicus, estdo a fixacdo bioldgica de nitrogénio e a producao de horménios

X



do crescimento. Em virtude de suas caracteristicas peculiares, varios estudos tém
sido realizados com o intuito de entender a sua fisiologia e a base genética da
interacdo, e sua contribuicAo em cada associacdo. Entre esses estudos estdo
agueles que visam ao entendimento das alteracdes na expressdo de genes
relacionados a horménios vegetais como o etileno, durante as interacdes de G.
diazotrophicus. Sendo o etileno um horménio importante durante a defesa vegetal,
tal alteracdo pode ser de fundamental importancia durante o processo de
colonizagdo endofitica e ndo patogénica de G. diazotrophicus. Nesse contexto, o0
presente trabalho teve como objetivo estudar a participagdo do horménio vegetal
etileno em comparagdo com os horménios &cido salicilico e auxina, durante o
processo de interacao entre Gluconacetobacter diazotrophicus e plantas de cana-
de-acucar e Arabidopsis thaliana. Para tal, foram realizadas andlises da emisséo
de etileno por plantas de cana-de-agclUcar na presenca de G. diazotrophicus,
analise da resposta de defesa em plantas de A. thaliana mutantes defectivos para
etileno em comparacdo acido salicilico e auxina e avaliacdo do efeito de tais
mutacdes durante o processo de colonizacéo de G. diazotrophicus. Os resultados
demonstraram que plantas de cana-de-aclUcar apresentam uma inducdo na
emissdo do hormoénio etileno na presenca de G. diazotrophicus, e que, embora
ndo provoque sintomas visiveis de doencga, a inoculagdo por G. diazotrophicus
culmina no disparo de respostas de defesa em plantas mutantes de A. thaliana.
Tais respostas sdo observadas em alteragBes nos niveis de flavonoides, morte
celular e deposicéo de calose, que foram mais evidentes nos mutantes de etileno.
Embora tenha disparado respostas de defesa, o hormdnio etileno ndo mostrou ser
fundamental durante o processo de colonizacdo por esta bactéria, levando em
consideracdo que sua colonizacdo nédo foi afetada nos mutantes defectivos para
este hormbnio. Os mutantes defectivos, para acido salicilico e auxina,
apresentaram respostas de defesa diferente a dos mutantes defectivos para
etileno, e G. diazotrophicus obteve um nivel superior de colonizacdo. Tais dados
permitram um maior entendimento do envolvimento do etileno e
consequentemente do &acido salicilico e auxina, durante a interacdo G.
diazotrophicus e cana-de-acgucar, e poderao tornar-se de fundamental importancia

no estudo de associacdes endofiticas.
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ABSTRACT

BARBOSA, Roberta Ribeiro; M.Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; Dezembro de 2010; Participation of ethylene hormone production
and perception pathways during the interaction between Gluconacetobacter
diazotrophicus and sugarcane and Arabidopsis thaliana plants. Advisor: Prof..
Goncalo Apolinario de Souza Filho; Committee Members: Profa. Rosana
Rodrigues and Fabio Lopes Olivares.

Bacteria are simple organisms to cell structure and that can occupy and colonize
different niches on Earth. In plants, bacteria can form associations beneficial or
pathogenic, being located within or on the surface thereof. Those that are located
inside the plants without causing apparent damage are called endophytes. To
adapt to changes in their environment and the invasion of pathogenic organisms,
plants need mechanisms for effective and efficient regulation. Hormonal signaling
pathways are one mechanism that ensures the plant a potential defense.
However, these channels allow pathogens and other microorganisms manipule of
defense for your benefit. Among the bacteria that promote changes in the
expression of genes involved in plant hormonal regulation, is Gluconacetobacter
diazotrophicus, an endophytic diazotrophic bacteria of the first isolated from
sugarcane in 1988. Among the mechanisms responsible for promoting plant
growth promoted by G. diazotrophicus, are nitrogen fixation and production of
growth hormones. Because of its unique characteristics, several studies have

been conducted in order to understand their physiology and genetic basis of
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interaction and its contribution in each association. Among these studies are those
that seek to understand the changes in gene expression related to plant hormones
as ethylene, while the interactions of G. diazotrophicus. As an important hormone
ethylene during plant defense, such a change may be of fundamental importance
during the non-pathogenic and endophytic colonization of G. diazotrophicus. In
this context, this work aimed to study the role of the plant hormone ethylene in
comparison to the hormones auxin and salicylic acid during the process of
interaction between Gluconacetobacter diazotrophicus and sugarcane and
Arabidopsis thaliana plants. To this end, we analyzed the emission of ethylene by
plants of sugarcane in the presence of G. diazotrophicus, analysis of defense
response in plants of A. thaliana mutants defective for ethylene compared to
salicylic acid and auxin and evaluating the effect of such mutations during the
process of colonization of G. diazotrophicus. The results showed that plants of
sugarcane have an induction in the emission of the hormone ethylene in the
presence of G. diazotrophicus, and although that does not cause visible symptoms
of disease, inoculation with G. diazotrophicus culminates in triggering defense
responses in mutant plants of A. thaliana. Such responses are observed in altered
levels of flavonoids, cell death and callose deposition, which were evident in the
ethylene mutants. Although triggered defense responses, the hormone ethylene
was not a part during the process of colonization by this bacterium, considering
that its colonization was not affected in mutants defective for this hormone. The
mutants defective for auxin and salicylic acid showed different responses to the
defense of mutants defective for ethylene and G. diazotrophicus had a higher level
of colonization. Such data allowed a better understanding of the involvement of
ethylene and consequently auxin and salicylic acid during the interaction G.
diazotrophicus and sugarcane and could become of fundamental importance in

the study of endophytic associations.
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1- INTRODUCAO

Dentre todas as culturas agricolas existentes no Brasil, a cana-de-acucar
€ uma das mais importantes e vem ganhando destaque, principalmente pela
possibilidade de sua utilizacdo como biocombustivel em todo o mundo. No Brasil,
maior produtor mundial, a cana-de-agUcar e seus derivados sdo a segunda fonte
de energia combustivel e representam 16% da oferta, perdendo apenas para o
petréleo (Gazeta, 2009).

Plantada ha séculos no Brasil, a cultura da cana-de-ag¢ucar sempre utilizou
pouca ou nenhuma fertilizagdo nitrogenada. Embora em grande abundéncia na
atmosfera, apenas o0s organismos diazotroficos podem fixar e incorporar o
nitrogénio atmosférico a biomassa vegetal (Dixon e Kahn, 2004). Tal fato levou ao
surgimento de varias pesquisas sobre a contribuicdo da fixacdo biologica de
nitrogénio para o aumento de produtividade das lavouras. Dentre essas
pesquisas, destacam-se aquelas relacionadas aos micro-organismos endofiticos
(Magnani et al., 2010).

Os micro-organismos endofiticos representam uma fonte de diversidade de
inestimavel valor para ser explorada em culturas de importancia econémica.
Diversas espécies de micro-organismos endofiticos, além de promoverem o
crescimento vegetal por meio da fixacdo biologica de nitrogénio (Baldani et al.,
1997), sdo capazes de produzir hormonios reguladores do crescimento vegetal,
ou substancias analogas, como auxina (Fuentes-Ramirez et al., 1993) e
giberelinas (Bastian et al., 1998), aumentar a resisténcia a estresses bibticos

(Pleban et al.,1995) e abidticos (Hallmann et al., 1997), realizar o controle



biolégico de pragas e doencas nas plantas (Downing, et al., 2000; Verma et al.,
2001), induzir a resisténcia sistémica (Hallmann et al., 1997) e produzir
antibioticos (Strobel e Daisy, 2003).

Uma das primeiras bactérias endofiticas fixadoras de nitrogénio foi
encontrada em associacdo com a cana-de-agUcar no Brasil (Cavalcante e
Dobereiner, 1988). Primeiramente nomeada como Acetobacter diazotrophicus e,
posteriomente, denominada Gluconacetobacter diazotrophicus, ela foi encontrada
colonizando os tecidos de raizes, caule e folhas da cana-de-acucar (Yamada et
al., 1997). Também, em pesquisas posteriores, foi isolada de outras plantas ricas
em carboidratos, tais como, milho, arroz, capim-elefante, abacaxi e sorgo (Baldani
et al., 1997; Ferreira, 2002). Entre 0s mecanismos responsaveis pela promocéao
de crescimento vegetal promovido por G. diazotophicus, estéo a fixagdo biolégica
de nitrogénio e a producédo de horménios do crescimento (Muthukumarasamy et
al., 2005).

Os hormonios produzidos por G. diazotrophicus atuam sobre a divisao,
elongacéo, diferenciacdo celular e também na defesa vegetal contra estresses
bidticos e abidticos. Integrados numa grande rede, estes hormdnios podem
interferir na sintese de outras substancias, assim como na de outros hormdonios,
entre eles, o etileno (Taiz e Zeiger, 2004).

O etileno, fitormbnio gasoso, é conhecido por regular diversos processos
fisiologicos e de desenvolvimento nas plantas, como abscisdo de flores e folhas,
amadurecimento de frutos, inibicdo do crescimento de raizes, além de estar
envolvido em processos de resposta a estresse bidtico e abidtico. (Pierik et al.,
2006). Apresenta também um papel importante na resposta de defesa vegetal a
patogenos (Taiz e Zeiger, 2004).

Tal papel na resposta imune das plantas pode ser subvertido por alguns
micro-organismos e, dessa forma, estar relacionado ao fato de algumas bactérias
colonizarem o interior de tecidos vegetais de forma ndo patogénica. Porém, tal
mecanismo ainda ndo esta totalmente esclarecido (Rosenblueth e Martinez-
Romero, 2006).

Estudos recentes demonstraram que VArios genes apresentam uma
expressdo diferencial em cana-de-agucar, ativada pela presenca de G
diazotrophicus. Entre eles, destacam-se 0s genes envolvidos com a via de

sinalizacdo do etileno. Entretanto, os mecanismos envolvidos nesse processo



permanecem pouco elucidados (Nogueira et al., 2001).

Considerando todo o potencial a ser explorado em bactérias endofiticas e o
conhecimento relativamente limitado, principalmente em relacdo ao envolvimento
hormonal durante a interacdo cana-de-acucar e G. diazotrophicus, este trabalho
teve como objetivo, utilizando plantas mutantes de A. thaliana, caracterizar a
importancia do fitormoénio etileno durante a colonizacdo de plantas por G
diazotrophicus. Com o intuito de avaliar a importancia deste hormonio em relacéo
a outros hormonios vegetais, durante a colonizacdo de G. diazotrophicus, foi

realizado um trabalho comparativo com os hormonios acido salicilico e auxina.



2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Interagéo planta-micro-organismo

As bactérias sao organismos de estrutura celular simples e que podem
ocupar e colonizar diferentes nichos possiveis na Terra, incluindo o sistema
digestivo dos animais, fontes termais, fendas oceanicas e as plantas. Nestas, as
bactérias podem formar associacfes benéficas, simbioticas (Mithofer, 2002), ou
patogénicas, localizando-se no interior ou na superficie das mesmas (Newman e
Banfield, 2002).

Os estudos da colonizacdo de tecidos vegetais por bactérias iniciaram-se
em 1870, principalmente com os trabalhos de Pasteur (Hollis, 1951). Nesta época,
acreditava-se que as bactérias que colonizavam o interior vegetal, atualmente
denominadas endofiticas, eram contaminantes da desinfestacdo superficial
incompleta, ou que se tratavam de patégenos com pouca viruléncia (Hollis, 1951).
Porém, trabalhos posteriores demonstraram que as bactérias endofiticas, ao
contrario do que se pensava, podiam promover o crescimento vegetal e reduzir os
sintomas de doencas causadas por diversos patogenos (Hallmann et al., 1997). A
partir desses trabalhos, uma nova definicdo, proposta por Hallmann et al. (1997),
surgiu para a palavra endofitico. Estes estariam caracterizados como todos 0s
micro-organismos que vivem no interior das plantas, sem lhes causar danos
aparentes, podendo promover o crescimento da planta e o aumento da
produtividade agricola (Mirza et al., 2001).

As bactérias endofiticas entram na planta principalmente pela raiz, sendo

que a parte aérea vegetal, como flores e caule, podem também ser utilizadas para



tal fim. Sua entrada ocorre por meio de enzimas hidroliticas, como pectinases ou
celulases, ou por aberturas naturais ou provocadas por injdrias. Dentro do tecido
vegetal, essas bactérias podem dispersar-se sistemicamente ou se localizar em
determinados pontos especificos (Hallmann et al., 1997).

Entre os mecanismos responsaveis pelo crescimento vegetal promovido
pelos endofiticos, encontram-se a fixagdo biolégica de nitrogénio (Baldani et al.,
1997), producdo de hormoénios reguladores do crescimento vegetal, ou
substancias analogas, como auxina (Fuentes-Ramirez et al., 1993) e giberelinas
(Bastian et al., 1998); o aumento da resisténcia a estresses biodticos (Pleban et al.,
1995) e abidticos (Hallmann et al., 1997); o controle biolégico de pragas e
doencas nas plantas (Downing et al., 2000; Verma et al., 2001); a inducdo da
resisténcia sistémica (Hallmann et al., 1997) e a producédo de antibidticos (Strobel
e Daisy, 2003).

Os efeitos na promoc¢do do crescimento vegetal por bactérias endofiticas
incluem acréscimos de altura e biomassa da parte aérea, do caule, das raizes,
formacao de pelos radiculares e foliares, e lignificacdo de vasos do xilema (Sturtz,
1995).

Apesar de sua grande importancia, os grupos de bactérias endofiticas
classificados ainda néo representam toda a diversidade encontrada na natureza
(Pace, 1997). Isso se deve ao fato de que a maioria das bactérias ndo pode ser
obtida como col6nia pura, procedimento necessério para sua identificagdo, assim
como para sua quantificacdo (Pace, 1997). Atualmente, novas técnicas tém sido
desenvolvidas e utilizadas para avaliagdo de diversidade e quantificacdo
bacteriana, entre elas, a PCR (Polymerase Chain Reaction) quantitativa em tempo
real (qQPCR). Capaz de detectar o numero de cépias de um gene durante uma
PCR, por meio da utilizagdo de marcadores fluorescentes, esta técnica é capaz de
avaliar e quantificar a presenca de DNA, sendo utilizada em estudos de
quantificacdo e localizacdo de micro-organismos.

Na cultura da cana-de-acucar, varios estudos tém demonstrado a presenca
de espécies de bactérias colonizando o interior de raizes, colmos e folhas
(Cavalcante e Ddbereiner, 1988; Baldani et al.,, 1992; Olivares et al.,1996).
Algumas destas séo capazes de fixar o nitrogénio atmosférico, sendo, portanto,
classificadas como diazotréficas. Dentre estas, as espécies mais estudadas

pertencem aos géneros Herbaspirillum e Gluconacetobacter. Estes também tém



sido isolados de outras plantas ricas em carboidratos, tais como, milho, arroz,

capim-elefante, abacaxi e sorgo (Baldani et al., 1997; Ferreira, 2002).

2.2. Sistema imune vegetal

As plantas representam uma importante fonte de agua e nutrientes para os
micro-organismos. Para ter acesso a esses nutrientes, muitas bactérias
patogénicas ou mutualisticas, como as rizobactérias, sdo capazes de invadir,
colonizar e estabelecer uma infeccdo em suas plantas hospedeiras. Enquanto as
bactérias fitopatogénicas causam prejuizos e, frequentemente, prejudicam o
desenvolvimento e reproducdo das plantas, a infeccdo de leguminosas por
rizobactérias resulta em beneficios pela troca de nutrientes (Soto et al., 2009).

Para que ocorra a entrada do micro-organismo, um conjunto de barreiras
de defesa vegetal deve ser vencido (Hickelhoven, 2007). A maioria dos
patdgenos tem acesso ao interior das plantas diretamente, ultrapassando a
primeira barreira vegetal, via penetracdo da superficie foliar ou radicular. Esta
entrada ocorre por meio de ferimentos ou de aberturas naturais, tais como,
estdbmatos e hidatodios (Knogge, 1996). Uma vez dentro da planta, a segunda
barreira deve ser vencida: a parede celular. Utilizando-se de enzimas, hormonios
ou toxinas, 0s patdgenos invadem as células vegetais e, posteriormente, sédo
reconhecidos por receptores de superficie extracelular que detectam moléculas
especificas de micro-organismos (Huckelhoven, 2007).

Reconhecida como imunidade basal vegetal, ou imunidade inata, a
percepcdo de padrbes moleculares associados a patdégenos (PAMP) é
responsavel pela primeira linha de resposta vegetal, embora tal mecanismo de
imunidade ainda nao esteja totalmente esclarecido (Takeda et al., 2003).
Receptores de reconhecimento padrdo (PRRs), presentes na membrana
plasmatica das células vegetais, sdo capazes de reconhecer os padrbes
moleculares associados a micro-organismos (MAMPS) patogénicos (PAMPS) ou
nao (Chisholm et al., 2006).

O processo de sinalizacdo desenvolvido pelas células vegetais, para
perceber e responder aos patdgenos, pode ser dividido em trés etapas basicas:

(1) o reconhecimento ou percepcédo do sinal, realizado por receptores celulares



especificos ou inespecificos que reconhecem moléculas de origem do patégeno;
(2) a transducéo do sinal, que consiste na transmissdo do mesmo para seu sitio
de acédo dentro da célula, podendo ser feita de forma direta ou indireta (via
mensageiros secundarios, alteracdes na fosforilagdo de proteinas e por meio de
proteinas-G; e (3) a traducdo do sinal, que consiste na conversao do sinal em
respostas celulares especificas (Cote et al.,1995).

ApoOs o reconhecimento dos eliciadores pelos receptores, ocorre a abertura
de canais de ions, acidificacdo do citoplasma, ativacdo de quinases, producéo de
espécies reativas de oxigénio, ativacao de outros mensageiros secundarios (acido
salicilico, acido jasmoénico e etileno), ativacdo de fatores de transcrigdo,
transcricdo de genes de defesa (proteinas PR, enzimas de fitoalexinas,
lignificacdo de tecidos, calose e outros reforcos da parede celular), resisténcia
local (reagcé&o de hipersensibilidade) e, subsequentemente, ‘imunidade’ sistémica
(resisténcia sistémica adquirida ou resisténcia sistémica induzida) que envolve

varios sinais (Grant e Lamb, 2006) (Figura 1).
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Figura 1 - Percepcdo do micro-organismo e inducdo da defesa vegetal chamada
imunidade inata (PTI) (adaptado de Gohre e Robatzek, 2008).

Durante a coevolugdo, muitos micro-organismos desenvolveram a

capacidade de suprimir a defesa vegetal baseada em PAMPs e, assim,



estabelecerem-se em seu hospedeiro. Para colonizar seus hospedeiros de forma
eficiente, Pseudomonas syringae e outros patdégenos tém envolvido uma
variedade de fatores de viruléncia para subverter a defesa vegetal (Nomura et al.,
2005). Um dos fatores de viruléncia esta envolvido com o sistema de secrecao do
tipo Il que secreta um grande namero de proteinas efetoras de viruléncia (He et
al., 2006). A partir desse momento, a doencga se desenvolve causando necrose e
degradacédo dos pigmentos fotossintéticos (Wang et al.,, 2005). Em resposta a
essa capacidade, as plantas desenvolveram a segunda linha de resposta que &
baseada em genes de resisténcia, conhecida como resposta hipersensivel. Tal
defesa geralmente conduz a necrose local (Boller e Felix, 2009) (Figura 2).
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Figura 2 - Representacdo do sistema imune vegetal. (a) Reconhecimento de
PAMPs (Padrbes Moleculares Associados a Patdgenos) por receptores de
reconhecimento de padrées (PRRs) resultando numa cascata de sinalizacao. (b)
Liberacdo de efetores pelo patdgeno suprimindo a defesa relacionada a
PAMPs.(c) Resposta vegetal, pelo reconhecimento desses efetores resultando
numa segunda resposta imune chamada de imunidade ativada por efetores
(Corné et al., 2009)

Com o intuito de proteger tecidos vegetais mais distantes do sitio de
infeccdo do patdégeno, as plantas desenvolveram a resisténcia induzida. Esta
pode ser dividida em duas categorias, a resisténcia sistémica adquirida (SAR) e a
resisténcia sistémica induzida (ISR) (Van Loon et al., 1998). Na SAR, a resisténcia



desenvolve-se de forma sistémica em resposta a um patdégeno que causa uma
lesdo necrdtica (HR) ou por aplicacdo exdgena de acido salicilico ou compostos
sintéticos, como o acibenzolar-S-metil (ASM) e o acido 2,6-dicloroisonicotinico
(INA). Nesta, a resisténcia expressa, geralmente, é efetiva contra um amplo
espectro de patdgenos e esta associada a producdo de proteinas relacionadas a
patogénese (PRP’s). Muitas delas possuem atividade antimicrobiana e sao
excelentes marcadores moleculares para a resposta de resisténcia. Ja na ISR,
geralmente induzida por rizobactérias, a sinalizacdo é mediada pelo acido
jasmonico e etileno (Van Loon et al.,, 1998). Embora ainda néo totalmente
elucidado, os micro-organismos benéficos, entre eles a Gluconacetobacter
diazotrophicus, também podem induzir uma resposta sistémica vegetal
(Cavalcante et al., 2007).

2.3. Fitormonios e defesa vegetal

O desenvolvimento vegetal é um processo regulado por fatores externos e
internos. Tais fatores permitem o crescimento, a multiplicagdo e a diferenciacéo e
posterior variabilidade de células, tecidos e O6rgaos da planta. Entre os fatores
externos que podem afetar o desenvolvimento vegetal estdo: a luz (energia solar),
dioxido de carbono, agua, sais minerais e a temperatura. Os fatores internos
incluem os hormoénios vegetais ou fitormonios que atuam sobre a divisao,
elongacéo, diferenciacdo celular e também na defesa vegetal contra estresses
bidticos e abidticos (Taiz e Zeiger, 2004). Os o0Orgdos vegetais podem ser
influenciados por tais mensageiros quimicos, apresentando como conseqiéncia
alteracdes morfoldgicas (Weaver, 1976).

A palavra hormonio deriva do termo grego horman que significa “excitar”.
Séao substancias organicas e que atuam nos diferentes orgaos da planta: caule,
raiz, folhas, flores e frutos. Sdo produzidos em pequenas fracées e com funcao
direcionada a locais bem especificos. Como alguns horménios podem ter
atividade inibitéria, eles sdo mais apropriadamente referidos como reguladores
quimicos ou fitorreguladores (Taiz e Zeiger, 2004).

Até recentemente, acreditava-se que o desenvolvimento vegetal era

regulado por cinco classes principais de hormoénios: auxinas, giberelinas, cito
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cininas, &cido abscisico e o etileno. Entretanto novos estudos tém demonstrado a
existéncia de hormoénios esterbides, os brasinoesterdides, que possuem muitos
efeitos morfologicos no desenvolvimento vegetal, atuando principalmente no
metabolismo protéico (Taiz e Zeiger, 2004).

A auxina foi o primeiro horménio descoberto nas plantas. Em meados de
1930, foi determinado que a auxina era um acido indol-3-acético (AlA), sendo este
considerado a auxina de maior abundancia e relevancia fisiolégica, embora outras
formas tenham sido descobertas posteriormente, como o acido indol butirico (AIB)
e o acido diclorofenoxiacético (2,4-D) (Taiz e Zeiger, 2004). Tal hormdnio modula
Varios processos, como resposta a gravidade e a luz, formacgéo e arquitetura das
raizes, desenvolvimento vascular e crescimento em cultura de tecidos (Davies,
1995), sendo essencial para o desenvolvimento vegetal.

Apoés cerca de 20 anos da descoberta da auxina, um segundo grupo de
hormonios foi caracterizado: as giberelinas. Descoberta a partir de um fungo
Gibberella fujikuroi, e identificada como uma substancia hidrossolavel que
acarretava o crescimento anormal de plantas de arroz, as giberelinas passaram a
ter grande utilidade na agricultura (Taiz e Zeiger, 2004). Sintetizadas nas folhas
jovens, assim como as auxinas, e transportadas pelo xilema e floema, as
giberelinas induzem o crescimento vegetativo pela expansao longitudinal das
células, quebram a dorméncia de gemas caulinares e sementes, promovem 0
florescimento, causam o desenvolvimento de frutos partenocarpicos em algumas
espécies e retardam a senescéncia de folhas e frutos de citrus (Weaver, 1972).

Diferentemente das giberelinas. que promovem o crescimento pelo
alongamento celular, as citocininas regulam principalmente a divisdo celular
vegetal, induzindo o crescimento. Desde sua descoberta, varias funcdes tem sido
atribuidas a essa amino-purina (Miller et al., 1955), entre elas: inibicdo da
senescéncia foliar, mobilizacdo de nutrientes, dominancia apical, desenvolvimento
floral, quebra de dorméncia e germinacdo de sementes. Elas tém um papel
importante no desenvolvimento controlado e organizado das plantas superiores
(Taiz e Zeiger, 2004).

O acido abscisico (ABA), fator central na resposta das plantas a estresses
abidticos como déficit hidrico, salinidade e baixas temperaturas (Xiongv et al.,
2002) e também fundamental na germinacdo e crescimento vegetal. Esta

envolvido em processos como fechamento de estdmatos, sintese de proteinas de
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reserva de sementes, a inibicdo de germinacdo de embrides e pode acarretar
inibicdo (Pilet e Barlow, 1987) ou indugcdo (Yamaguchi e Street, 1977) do
crescimento de raizes. E conhecido também por influenciar a sintese de outro
horménio, o etileno e assim promover a senescéncia de folhas e o
amadurecimento de frutos (Yeh et al., 1995).

Regulando varios processos internos, o etileno, fitorm6nio gasoso,
apresenta efeitos em processos de crescimento, desenvolvimento e resposta a
estresses durante toda a vida da planta (Taiz e Zeiger, 2004).

Além das fungbes ja relatadas, os horménios vegetais também estdo
envolvidos nos processos de defesa vegetal. Dependendo da infeccdo e do
patdgeno, a planta é estimulada a sintetizar um ou mais horménios (De Vos et al.,
2005). Evidéncias desse papel chave dos horménios na defesa vegetal surgiram
de estudos com Arabidopsis thaliana e Nicotiana tabacum (tabaco), em que
mutantes e linhas transgéncias com deficiéncias na sintese de horménios
apresentavam severas alteracdes em suas resisténcias. Tal regulacdo permite
que as plantas rapidamente se adaptem a estresses bibticos e abibdticos de uma
maneira mais eficiente (Corné et al., 2009).

A cinética da biossintese dos horménios e a sinalizagdo durante a
interacdo da planta com seus patdogenos podem ser decisivas na resposta de
defesa vegetal. Os fitormodnios podem ser rapidamente transformados em seus
derivados que dessa forma podem atuar em outro nivel de regulacdo da
imunidade (Corné et al., 2009).

Estudos com Arabidopsis thaliana tém demonstrado que a defesa vegetal
nao € influenciada somente pela interacdo entre os horménios acido salicilico,
acido jasmaonico e etileno. ABA demonstrou ser antagonista a defesa dependente
de acido salicilico; as auxinas estdo envolvidas com a susceptibilidade a
Pseudomonas syringae e afeta a sintese de acido jasmonico; as giberelinas
regulam a degradacao de proteinas DELLA, responsaveis pela susceptibilidade a
patdgenos biotropicos e resisténcia a patdégenos necrotropicos, por meio da
modulagéo entre a sinalizagdo de &cido salicilico e acido jasmonico. Citocininas e
brassinoesterdides também estdo envolvidos nos mecanismos de defesa vegetal
embora tais processos ainda nédo estejam totalmente esclarecidos (Navarro et al.,
2008) (Figura 3).
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Figura 3 — Interacdo entre os fitorménios durante a defesa vegetal. Patégenos
como P. syringae produzem proteinas efetoras (coronatina, Hopll e AvrRpt2) que
manipulam a resposta imune e promovem a viruléncia. A sinalizacdo de AS (acido
salicilico), AJ (a4cido jasmoénico) e ET (etileno) representa o eixo principal da
defesa vegetal e os outros hormonios apenas integram essas sinalizagdo (Corné
et al., 2009)

A interacdo entre os hormoénios pode fornecer as plantas um grande
potencial de regulacdo, mas ao mesmo tempo permite aos patégenos e a outros
micro-organismos, a manipulacao da defesa para o seu beneficio. Exemplo dessa
estratégia é a infeccdo de A. thaliana por P. syringae que, ao injetar seus fatores
de viruléncia, suprime a defesa vegetal principalmente por alterar a regulacao
hormonal de ABA e auxina, permitindo assim o desenvolvimento da doenca (de
Torres-Zabala et al., 2007).
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Muitos micro-organismos também produzem fitorménios ou substancias
analogas para gerar um desbalangco hormonal e conseqiientemente manipular o
sistema de defesa vegetal. Esse é um dos mecanismos usados por alguns
patdgenos para conferir viruléncia e causar doenca. A producdo de hormdnios por
bactérias endofiticas também pode gerar um desbalanco nos niveis vegetais de
hormoénio e indiretamente influenciar a resposta imune da planta hospedeira (Bari
e Jones, 2009).

As diversas fungbes dos hormoénios demonstram que a sinalizacao
responsavel pela imunidade da planta estd estritamente relacionada com o
desenvolvimento vegetal embora os mecanismos envolvidos nesses processos

ainda ndo estejam totalmente esclarecidos.

2.3.1. Acido salicilico

Além dos hormdnios citados anteriormente, existem outras substancias
organicas naturais que apresentam uma grande atividade biolégica, quando
aplicadas exogenamente em baixas concentracdes, entre elas esta o acido
salicilico. Seu nome deriva do latim salix (salgueiro — arvore de onde € extraido) e
€ um tipo de acido fendlico que funciona como hormdnio vegetal. Extratos da
casca do salgueiro faziam parte da medicina ocidental na Antiguidade Classica e
Idade Média e eram muito utilizados por seus efeitos sobre a dor, febre e
inflamacdes. No século XIX, apés muitas tentativas frustradas de se tentar isolar
0S compostos presentes na casca do salgueiro responsaveis por estas
caracteristicas, o acido salicilico foi descoberto pelo quimico italiano Raffaele Piria
(Taiz e Zeiger, 2004).

Sua sintese esta ligada a rota fenilpropanoide onde o acido cinamico age
com o precursor. Nas plantas, este atua com funcdes no desenvolvimento,
fotossintese, transpiracdo e absorcdo de ions. Também induz mudancas na
anatomia foliar e est4 envolvido em processos de sinalizacdo e defesa vegetal
contra patogenos. A defesa mediada por acido salicilico ocorre pela inducao na
producdo de proteinas relacionadas a patogénese e esta envolvido na resisténcia
sistémica adquirida (SAR) (Van Loon et al., 1998).

Durante o desenvolvimento da resposta de hipersensibilidade ao patégeno,

produz—se, na proximidade da zona necrética, uma maior quantidade de acido
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salicilico. Uma parte do &cido entra no floema e pode ser detectado em outras
folhas. Este aumento na sintese de acido salicilico induz a sintese de proteinas
de resisténcia e desencadeia resisténcia a posteriores infecgdes (SAR) (Van Loon
et al., 1998).

Para o entendimento do papel do acido salicilico durante a defesa vegetal,
muitos mutantes defectivos na producéo ou percepcao deste hormonio tém sido
desenvolvidos. Tais mutantes ndo apresentam uma resposta sistémica efetiva em
resposta ao contato com o patdégeno, demonstrando a importancia deste horménio
durante o processo de sinalizacdo e defesa vegetal. Linhas transgénicas de
Arabidopsis thaliana, expressando o gene bacteriano NahG, sdo incapazes de
acumular acido salicilico devido a degradacdo do mesmo pela enzima salicilato
hidroxilase e, consequentemente, ndo desenvolvem resisténcia sistémica

adquirida decorrente da infec¢ao patogénica (Dong, 2004).

2.3.2. Auxina

As auxinas sao o grupo hormonal mais conhecido. O termo deriva do grego
auxein, que significa aumentar ou crescer, e € utilizado para descrever compostos
naturais ou sintéticos que apresentam uma atividade similar a do acido
indolacético, o primeiro hormonio isolado de planta (Zazimalova e Napier, 2003).

A sintese deste horménio pode ocorrer a partir do aminoacido triptofano por
trés vias diferentes: rota do &cido indolpirivico (utilizada pela maioria das
espécies vegetais), rota da triptamina e rota da indolacetaldoxima (via
caracteristica das familias Brasicaceaea, Poaceae e Mussaceae). A existéncia de
mutantes que bloqueiam a sintese do triptofano tem permitido obter evidéncias
gue a auxina é produzida por uma rota alternativa, independentemente de
triptofano, porém, ndo se conhece em detalhes tal rota. O precursor desta rota
seria o indolglicerolfosfato que, por sua vez, € precursor do triptofano (Davies,
1995).

Os efeitos da auxina, no crescimento e na morfogénese das plantas, sao
multiplos e complexos e se devem principalmente a sua acdo no alongamento,
divisdo e diferenciacdo celular. A auxina estd envolvida em crescimento de
orgaos, tropismos, dominancia apical, inibicdo da abscisédo, formacéo de raizes,

iniciacdo floral e desenvolvimento de frutos. Seus efeitos fisiologicos dependem
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de muitos fatores: nivel de auxina livre, tipo de auxina, estado de desenvolvimento
e sensibilidade do tecido vegetal a auxina (Davies, 1995).

Embora tenha muitos efeitos, principalmente no desenvolvimento de
plantas, a auxina também tem papel importante durante a defesa vegetal.
Recentes estudos revelaram que este hormoénio atua de forma integrada com
outros hormoénios vegetais, entre estes, o &cido salicilico, acido jasménico e
etileno. Evidéncias sugerem que a auxina e o acido salicilico desempenham
funcdes antagonistas durante a defesa das plantas, enquanto que a auxina € o
acido jasmonico atuam de forma cooperativa (Kazan e Manners, 2009).

Muitos micro-organismos também podem produzir a auxina como
mecanismo de patogénese vegetal. Tal fato ocorre com as bactérias
Agrobacterium tumefaciens, Agrobacterium rhizogenes, Erwinia herbicola e
estirpes de Pseudomonas syringae pv. savastanoi e pv. syringae, bem como nas
interacOes simbidticas mutualisticas (Rhizobium sp.); ou ainda, na promoc¢éo do
crescimento vegetal por bactérias benéficas. Neste ultimo grupo, estdo incluidos
membros do género Azospirillum, Herbaspirillum, Burkholderia, Pseudomonas,
Bacillus, bem como, Alcaligenes faecalis, Enterobacter cloacae e G.
diazotrophicus (Patten e Glick, 1996).

2.3.3. Etileno

No século XIX, quando a queima do carvdo era utilizada como fonte de
energia para a iluminacdo das ruas, observava-se que as arvores, nas
proximidades das lampadas, desfolhavam com maior intensidade que as outras. A
partir dessas observacdes, deduziu-se que o gas emitido pela queima do carvao
era o responsavel por tal efeito. Em 1901, Dimitry Neljubov, estudante do Instituto
Botanico de Sdo Petersburg na RuUssia, identificou o etileno como a molécula
presente no gas que causava essa resposta vegetal (Taiz e Zeiger, 2004).

Identificado em 1910, como um produto natural dos tecidos vegetais, e
1934, como um horménio, o etileno é produzido por quase todas as partes
vegetais, embora a proporcdo dependa do tecido e do estadio de
desenvolvimento. O tecido meristematico € o mais ativo na biossintese de etileno,
sendo tal horménio também produzido durante a senescéncia vegetal, o

amadurecimento de frutos, assim como durante ferimentos e estresses, tais
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como, seca, doencgas e alteracdes de temperatura (Taiz e Zeiger, 2004).

O etileno (C;H,) € um hidrocarboneto insaturado da familia das olefinas,
sendo classificado como eteno. E um gas incolor, levemente adocicado e de odor
etéreo, sendo o hormdnio mais largamente utilizado na agricultura (Taiz e Zeiger,
2004). A sua via de biossintese foi descrita por Yang e Hoffman (1984), que
compreende dois passos com reacdes enzimaticas. Na primeira reacdo, S-
adenosilmetionina  (SAM) é convertido em  acido 1-carboxilico-1-
aminociclopropano (ACC) pela a¢do da enzima ACC sintetase (ACS). O ACC é
entdo metabolizado pela enzima ACC oxidase (ACO), por uma reacdo de
oxidacdo que necessita de O, e ferro, e que é ativada pelo CO, para produzir
etileno. Outra importante reacdo € o chamado ciclo de Yang, que recupera a
metionina e ressintetiza o0 SAM. Em alguns casos, o etileno regula sua propria
produc¢do, induzindo a uma nova sintese de ACS e ACO (Grierson, 1998) (Figura
4).
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Figura 4 — Via de biossintese do hormoénio etileno e ciclo Yang. (Fonte: Taiz e
Zeiger, 2004).

O etileno produzido € percebido por familias de receptores (incluindo o
ETR1- Ethylene-binding receptors). Tais receptores ativam a proteina quinase
CTR1(Constitutive Triple Response) que ativa outras proteinas, numa cascada de

sinalizacdo. Tal via culmina na regulacédo de fatores de transcricao (incluindo os
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da familia EREBP, Ethylene-Responsive Element Binding Proteins, que incluem
ERF1, Ethylene Response Factor 1 e EDF1, Ethylene Response DNA Binding
Factor 1 ao EDF4, Ethylene Response DNA Binding Factor 4), e, como resultado,
na transcricdo de diversos genes relacionados ao etileno (Pierik et al., 2006)
(Figura 5).
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Figura 5 — Via de sinalizacdo do horménio etileno. O hormonio é percebido por
receptores de membrana plasmatica como os ETR1. Esses receptores sao
reguladores negativos da resposta a etileno, porque na auséncia do etileno eles
mantém o papel regulatorio negativo de CTR1, que reprime o regulador positivo
EIN2. ApGs a percepgdo do etileno, a repressdo da sinalizagdo de etileno por
CTR1 é aliviada permitindo a sinalizacdo por EIN2. Apds essa sinalizacdo, a
expressao de genes responsivos a etileno como o EIN3 se tornam ativos. Fatores
de transcricdo como os EIN3 ativam a transcricdo de fatores como os ERF1 e
resultando na expressdo de genes responsivos a etileno (Fonte: Corné et al.,
2009)

O etileno também pode estimular o crescimento de plantas semiaquaticas
(Voesenek e Van der Veen, 1994), tabaco (Pierik et al., 2003) e arabidopsis
(Smalle et al., 1997). Sua sintese € induzida em condi¢bes de estresse, como
seca, encharcamento, baixas temperaturas, exposicdo ao 0zonio ou a ferimentos,
sendo, em todos esses casos, devido a um aumento na transcricdo do gene da
ACC sintase (Taiz e Zeiger, 2004).

Em algumas situagdes, outros hormonios, como o ABA e a auxina, podem

interagir com o etileno influenciando sua atividade. Plantas que sdo submetidas a
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seca, apresentam um aumento na acumulacéo de ABA. Esse aumento previne a
producdo excessiva de etileno que inibiria o crescimento de raizes. O etileno
também pode influenciar e afetar as concentracoes de ABA vegetal (LeNobel et
al.,, 2004). A auxina, por sua vez, pode alterar a biossintese de etileno,
aumentando sua producéo, devido a um estimulo na atividade da ACC sintase. Tal
fato demonstra que muitas respostas vegetais, atribuidas a auxina, sdo na
verdade mediadas pela sintese de etileno induzida pela auxina (Taiz e Zeiger,
2004). A interacdo entre esses dois horménios também tem sido relatada no
crescimento de pelos nas raizes (Pitts et al., 1998) , formacdo de raizes
adventicias (Visser et al., 1996) e fototropismo (Harper et al., 2000).

A producédo de etileno esta estreitamente envolvida também em resposta
de defesa vegetal a patégenos (Taiz e Zeiger, 2004). As plantas frequentemente
respondem a uma infeccdo com aumento na biossintese de etileno (Abeles et al.,
1992). Acredita-se que 0 aumento na sintese, durante o ataque de um patdégeno,
alivia o0 estresse causado por ele, uma vez que impede a difusdo da doenca por
toda a planta. Entretanto, muitos fungos e bactérias patogénicas sdo capazes de
produzir o etileno como um fator de viruléncia, o qual aumentaria sua habilidade
de colonizar os tecidos vegetais (Chagué et al., 2006). Dessa forma, a inibicdo da
sintese ou a nao percepcdo do etileno pela planta, pode diminuir
significativamente a severidade de doencas, como a infeccédo de fungos (Bashan,
1994).

Ainda ndo estd clara a diferente atuacdo do etileno em determinadas
interacbes planta-patdbgeno. Enquanto o etileno induz a resisténcia, quando
aplicado antes da infeccéao; quando gerado durante ou aplicado apoés a infeccéo,
0s sintomas manifestam-se e a doenca progride. Acredita-se que tal fato se deve
a dupla atividade do etileno, em alguns momentos, atuando como um fator de
viruléncia e, em outros, afetando negativamente a atividade de outros patégenos
(Van Lonn et al., 2006).

Com o intuito de se estudar todos os efeitos que o etileno pode induzir nos
tecidos vegetais, varios mutantes envolvidos com a via de sinalizacdo desse
horménio tém sido desenvolvidos. Entre esses, os mutantes de Arabidopsis
thaliana, uma das plantas superiores que melhor se presta as analises de biologia
molecular, tém sido os mais utilizados em todo o mundo. Mutantes insensiveis ao

etileno, com diversas alteracdes da morfologia dos cotilédones e hipocétilo
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durante a germinacao, permitiram identificar os genes ETR, EIN1, EIN2, ETO1 e
HLS1. O gene RHD6 também responde ao etileno, nas raizes, determinando o
posicionamento correto dos primérdios dos pelos radiculares (Dolan e Roberts,
1995).

Tais mutantes sdo de fundamental importancia em pesquisas hormonais e

na elucidacao dos mecanismos moleculares envolvidos nessas vias.

2.4. Gluconacetobacter diazotrophicus

Entre as bactérias ja caracterizadas e produtoras de hormoénios do
crescimento vegetal, est4 a Gluconacetobacter diazotrophicus. Uma das primeiras
bactérias endofiticas diazotréficas isoladas de cana-de-acuUcar, em 1988, e que
coloniza raiz, caule e folhas de plantas ricas em agucar (Cavalcante e Dobereiner,
1988; Li e MacRae, 1991; Reis et al., 1994).

G. diazotrophicus € uma bactéria pertencente a familia Acetobacteriaceae,
gram-negativa, acido-tolerante, aerdbica obrigatoria, com células medindo 0,7 a
0,9 um por 1-2 ym, com flagelos laterais e sem esporos. Ela cresce bem em meio
de cultura a 30°C, pH de 55 e altas concentracbes de sacarose (10%).
Entretanto, tolera pH mais baixos (3,0 ou menos), concentracdes de sacarose de
até 30% em meio de cultivo e tem a habilidade de fixar nitrogénio somente em
condi¢cBes de microaerofilia (Cavalcante e Dobereiner, 1988; Stephan et al., 1991).
Tal bactéria apresenta boa adaptacdo a outras condi¢cdes extremas. como
temperaturas elevadas e altas concentracdes de sal em meio de cultura (Tejera et
al., 2003).

A associacdo existente entre a G. diazotrophicus e a cana-de-acucar é
denominada “endofitica obrigatoria”, uma vez que a bactéria se limita ao interior
da planta, ndo sobrevivendo no solo (Baldani et al.,1997). Sua colonizagéo, que
nao causa sintomas visiveis de doenca ou mudancas na anatomia vegetal, ocorre
nos espacos intercelulares (Dong et al., 1997) do colmo, sendo encontrada
também em folhas e raizes. Sua entrada ocorre pela ponta da raiz (James et
al.,1994). Células de G. diazotrophicus também séo detectadas intracelularmente
no tecido radicular da cana-de-acgucar (Bellone et al.,1997)

Entre os mecanismos responséveis pela promoc¢ao de crescimento vegetal



20

promovido por G. diazotrophicus, estdo a fixacdo biologica de nitrogénio e a
producdo de hormoénios do crescimento (Muthukumarasamy et al., 2005). A
bactéria G. diazotophicus €& capaz de excretar 50% do nitrogénio fixado,
favorecendo o crescimento da planta hospedeira (Cojho et al., 1993) e de produzir
auxinas e giberelinas (Muthukumarasamy et al.,, 1999; Bastian et al., 1998;
Fuentes-Ramirez et al.,1993). Estes hormoOnios s&o reconhecidos como o0s
possiveis fatores responsaveis pela promoc¢éo do crescimento em cana-de-acucar
(Muthukumarasamy et al., 2006).

G. diazotrophicus sintetiza bacteriocinas, cuja atividade de lisossima inibe o
crescimento do patdgeno de cana-de-acucar Xanthomonas albilineans (Pinon et
al., 2002). Adicionalmente, produz levansucrase (LsdA), que permite a bactéria
utilizar sacarose como fonte de carbono, levando esse consumo a uma
acumulacdo de acidos glucbnicos que acarretam a acidificacdo do meio. O
acumulo de acidos pode promover a solubilizacdo de zinco e de outros compostos
fosfatados inorganicos no solo que, posteriormente, se tornam disponiveis a
planta hospedeira (Saravanan et al., 2007).

Por todas essas caracteristicas peculiares da G. diazotrophicus,
principalmente por promover o crescimento e prote¢cdo da cana-de-acucar, Varios
estudos tém sido realizados com o intuito de entender a sua fisiologia e a base
genética da sua interacdocom a planta.

Com esse intuito, pesquisadores do Projeto Riogene, a partir de 2001,
juntaram esforcos para o sequenciamento do DNA gendmico da bactéria G.
diazotrophicus estirpe PAL-5. Tal sequenciamento identificou 3990 ORFs (Open
reading frame), alguns deles codificando proteinas de func¢des j& conhecidas
como aquelas envolvidas no estabelecimento endofitico, na colonizacdo, na
producdo de hormonios e na atividade de fixacdo de nitrogénio (Bertalan et al.,
2009). Entretanto, a maioria dos ORFs ainda n&o foi caracterizada ou validada,
aguardando-se novas pesquisas (Lery et al., 2008).

Juntamente com o sequenciamento de G. diazotrophicus, outro projeto de
fundamental importancia, principalmente nos estudos de sua interagcdo com a
cana-de-acucar, € o SUCEST (Sugarcane EST Genome Project). Iniciado em
1999 e financiado pela FAPESP (Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de
Séo Paulo), tal projeto visou a gerar informacOes acerca do transcriptoma da

cana-de-acucar. Dentro desse projeto, varias bibliotecas de cDNA representando
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diferentes condicdes fisiologicas foram construidas. Dentre elas, uma se destaca,
a AD1, originada de plantas de cana-de-acucar inoculadas com G. diazotrophicus
(Vettore et al., 2003).

Nessa biblioteca, varios genes foram descritos como tendo uma expressao
diferencial em cana-de-acucar, pela presenca de G. diazotrophicus. Entre esses
genes, estdo aqueles potencialmente relacionados com a fixacdo biolégica de
nitrogénio, promocédo do crescimento, com a resposta a estresses bidticos e
abidticos e com a via de sinalizacdo hormonal. Podem-se destacar, nos genes
envolvidos com a resposta hormonal, aqueles envolvidos com a via de sinalizacao
do etileno, como EREBP e ETR1, cuja expressado diferencial é encontrada
exclusivamente na biblioteca AD1, ndo sendo encontrada na biblioteca HR1, de
Herbaspirillum rubrisubalbicans, também presente no SUCEST. Tal expressao
diferencial pode estar relacionada com o estabelecimento endofitico de G.
diazotrophicus (Nogueira et al., 2001).

Ainda nado estéo claros quais sdo 0os mecanismos moleculares que estao
envolvidos nas interacdes planta-bactéria endofitica, entre elas na interacao cana-
de-acucar X G. diazotrophicus. A investigacdo da expressdo génica, utilizando-se
informacgdes do sequenciamento de G. diazotrophicus, juntamente com o projeto
SUCEST, sera de grande utilidade na elucidacdo e caracterizacdo dessas vias
(Nogueira et al.,2001).

2.5. A cana-de-acucar

A cana-de-acgucar, monocotileddnia mundialmente conhecida, € uns dos
anicos produtos de origem agricola que, ao longo dos séculos, foi alvo de varias
disputas e conquistas. Conhecida e cultivada ha séculos, seus primeiros relatos
sao encontrados nas escrituras mitologicas dos hindus (ProCana, 2008).

Existem algumas controveérsias quanto a sua real origem, entretanto é de
consenso geral que ela € oriunda do continente asiatico (Lima, 1984). A teoria
mais aceita a considera natural da Polinésia, sendo Saccharum robustum uma
espécie que se originou da Nova Guiné (Cesnik e Miocque, 2004), local onde, em
1928, a expedicdo Brandes, dos Estados Unidos, descobriu 167 variedades
nativas (Lima, 1984).
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Em 1493, Cristévdo Colombo, genro de um grande produtor de agucar, em
sua segunda expedicdo, na Ilha da Madeira, introduziu nas Américas a cana-de-
acucar. No Brasil, os colonizadores portugueses encontraram terras fecundas, de
relevos planos, ondulados e suaves, propicios a cultura (Lima, 1984),
introduzindo-a a partir de 1502.

O primeiro engenho foi fundado no Brasil em 1532. Em 1536, Pero Luiz
Gais fundou, na Capitania de Sdo Tome, planicie de Campos, o Engenho de Vila-
de-Rainha (Fernandes, 1984), dando inicio ao processo industrial de acucar que
até hoje é uma atividade de grande importancia econémica na Regido Norte
Fluminense.

Em 1753, Linneu classificou em seu livro Species Plantarum, a cana-de-
acucar como Saccharum officinarum e Saccharum spicatum (Cesnik e Miocque,
2004). Atualmente, a classificagdo mais aceita da cana-de-agucar € conforme
descrito a seguir (NCBI, 2009):

-ReIN0: e Plantae

- DIVISAO: ...cuiiiiiiiii e Magnoliophyta
-Classe:......ccovveveeiieiiiin Liliopsida
-0rdem:....ooii Poales
-Familiai.....ccoooos Poaceae

- GENErO:.....coe e Saccharum

- ESpécies:.....cccoviviiiiiiiiiiiinnn. Saccharum arundinaceum

Saccharum baldwinii
Saccharum brevibarbe
Saccharum fulvum
Saccharum giganteum
Saccharum officinarum
Saccharum barberi
Saccharum edule
Saccharum sinense
Saccharum ravennae
Saccharum robustum

Saccharum spontaneum
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Para a obtencdo de elevados padrbes de produtividade e resisténcia as
principais doencas e pragas, as variedades utilizadas comercialmente ndo sao
variedades botanicas e sim intercruzamentos entre espécies cultivadas e
silvestres de Saccharum, juntamente com géneros relacionados que apresentam
cruzamentos compativeis com a cana-de-acucar, tais como, Ripidium e
Sclerostachya. Esse conjunto de géneros e espécies compreende a base
genética da cana-de-agucar e tem sido denominado de “Complexo Saccharum”
(Cesnik e Miocque, 2004).

O genoma da cana-de-acgucar € um genoma amplo e com alto grau de
ploidia (Sreenivasan et al.,1987). As cultivares de cana-de-acucar modernas
podem ter entre 2n=100 e 2n=130 cromossomos. Clones de S. officinarum
normalmente tém 2n=80 cromossomos, e S. espontaneum tem entre 2n=40 e
2n=128 cromossomos. O genoma nao replicado de uma célula somatica é 7440
Mpb em S. officinarum (2n=80) (D’Hont e Glaszmann, 2001).

As qualidades da cana-de-acucar séao relatadas mesmo antes de Cristo,
guando o homem ja a conhecia como “algo que produzia mel sem o auxilio de
abelhas” e que uma “bebida embriagante” poderia ser fabricada a partir do seu
caldo. A producdo do aglcar conhecida como “sarkara”, existia na india desde
3000 a.C. (Cesnik e Miocque, 2004). Devido a sua importancia e ao seu grande
valor comercial, quantidades de acUcar eram mencionadas como patriménios em
testamentos por reis e nobres, no século XVI, e muitos presentes em forma de
estatuas de acucar eram ofertados em ceriménias de coroamento de reis e papas
(ProCana, 2008).

A importancia econémica da cana-de-acucar € principalmente devido a sua
multipla utilizacdo. A partir dela, sdo obtidos a rapadura, o melado, a aguardente,
0 acucar, o alcool e produtos farmacéuticos (Meirelles, 2006). O impulso em sua
producdo no Brasil surgiu com o advento, na década de 70, do Programa
Nacional do Alcool — PROALCOOL. Este programa foi de grande importancia
econbmica, estratégica e ambiental e tornou o Brasil um dos principais paises a
utilizar esta forma de combustivel (Ferreira, 2002).

Em 2010, a safra produziu cerca de 604 milhdes de toneladas, numa area
de 8 milhdes de hectares, o que representou um aumento de 10,2% na éarea
plantada em relagdo a 2009. S&o Paulo continua como maior produtor nacional,
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sendo responsavel por 53,60% da producdo brasileira (362 milhdes de toneladas).
A regido Centro-Oeste € a que mais cresce, tendo o estado de Mato Grosso do

Sul aumentado sua area cultivada em 51,4% em 2010 (Conab, 2010).
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Figura 6 — Distribuicdo e producéo de cana-de-acucar em todo o mundo em 2008.

(Reproduzida de FAO, 2010; IBGE 2010).

2.6. Arabidopsis thaliana como modelo de estudo em genética molecular de

plantas

Nos estudos de horménios vegetais, algumas metodologias podem ser
utilizadas. Dentre elas, a utilizacdo de mutantes, ou a aplicacdo do horménio ou
do seu inibidor. Porém, para se aplicar o hormdnio, é necessario que esse ja
tenha sido purificado e, além disso, ndo se conhece o efeito da aplicacdo exdgena
nos niveis endégenos do hormonio. A aplicacdo de inibidores ndo esta disponivel

para todas as classes hormonais e nem sempre o inibidor € especifico a um
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determinado hormodnio. Adicionalmente, o acesso de tais horménios a tecidos
internos pode ocorrer em concentragdes improprias para o efeito desejado. Dessa
forma, a utilizacdo de mutantes se tornou a ferramenta mais aplicada em biologia
molecular (Cavalini et al., 2004).

O fato de a cana-de-acucar possuir alto grau de ploidia torna extremamente
dificil a obtencdo de seus mutantes hormonais. Nesse sentido, sdo utilizados
modelos vegetais que permitem mutacfes. Entre eles, estdo: tomate, ervilha,
milho, arroz e arabidopsis (Cavalini et al., 2004).

A Arabidopsis thaliana (L.) Heynh é uma dicotiledonea descoberta por
Johannes Thal (de onde surge o nome thaliana) nas montanhas Harz, Alemanha,
no século XVI e se encontra distribuida por varios continentes, principalmente nas
regides temperadas do hemisfério norte (TAIR, 2010). Sua classificacdo atual &
(NCBI, 2010):

-Reino: ... Plantae

o D1/ ST To Magnoliophyta
-Classe:.....cccovveeevviiiiiieen Magnoliopsida
-0rdem:......ooovviiiiin Brassicales

- Familia:.....cccoovvvvies Brassicaceae

- GENEIO ... Arabidopsis

- ESpPEcCie @i Arabidopsis thaliana

O primeiro mutante, AGAMOUS, foi descrito, em 1873, por Alexander
Braun (Arabidopsis Home, 2010) e, em 1943, Friedrich Laibach relatou sobre o
potencial desta espécie como planta modelo. Nao considerada uma planta de
interesse econdmico e com suas caracteristicas peculiares (ciclo de vida curto,
pequeno tamanho, genoma relativamente pequeno, autogamia, o que permite que
novas mutacfes se tornem homozigotas, susceptibilidade a infeccdo por
Agrobacterium tumefaciens), tornou-se 0 organismo modelo no estudo de
genética molecular de plantas (Raven et al., 1996).

Uma vantagem apresentada por plantas de Arabidopsis é o0 seu pequeno
genoma. Muitas espécies vegetais tém genomas grandes, muitas vezes como
resultado de eventos de poliploidizacdo e acumulo de sequéncias néo-
codificadoras, durante sua evolucdo. O milho tem um genoma de cerca de 2400

Megabases - cerca de 19 vezes o tamanho do genoma de Arabidopsis. O genoma
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do trigo é 16000 Megabases - 128 vezes maior que a Arabidopsis e 5 vezes maior
do que o Homo sapiens - e tem trés coOpias de muitos de seus genes. Os
genomas grandes representam desafios para as pesquisas, incluindo dificuldades
no sequenciamento, bem como no isolamento e clonagem de locos mutantes
(TAIR, 2010).

Arabidopsis thaliana foi a primeira planta e o terceiro  organismo
multicelular, depois de Caenorhabditis elegans (The C.elegans Sequencing
Consortium, 1998) e Drosophila melanogaster (Adams et al.,, 2000), a ser
sequenciado (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000), 0 que ocasionou um
aumento gradativo no numero de trabalhos publicados que a utilizam como planta

modelo, cerca de 20 por dia util (Bevan e Walsh, 2006) (Figura 7).
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Figura 7- Arabidopsis thaliana e analise funcional de seus genes (Nature, 2000).

A disponibilidade de uma ampla base de conhecimento sobre Arabidopsis e
as ferramentas de pesquisa desenvolvidas permitem sua utilizacdo em estudos de
bioquimica, fisiologia, genética, entre outros. A espécie vem sendo utilizada em
estudos de crescimento e desenvolvimento vegetal, como, por exemplo, o
processo de floracdo que envolve uma complexa rede de vias de sinalizacao,
sendo modulada por condicdes ambientais (Mouradov et al.,, 2002), e na
identificacdo de genes envolvidos na resposta a limitagcdo de fésforo (Sanches-
Calderédn et al., 2006).

S&o0 muitas as possibilidades de uso do conhecimento adquirido em
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A.thaliana nas espécies agricolas. Ap0s 0 seu sequenciamento, 0 objetivo
principal recai sobre a elucidagao da funcao de cada um dos seus 26.000 genes.
A partir dessas descobertas, as diversas rotas metabdlicas e suas interacdes nos
processos fisioldgicos vegetais poderdo ser elucidadas (Delatorre e da Silva,
2008).
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3 - OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar a participacdo das vias de producdo e percepcdo do hormoénio

etileno, em comparacdo ao acido salicilico e auxina, durante o processo de

interacéo entre Gluconacetobacter diazotrophicus e plantas de cana-de-acucar e

Arabidopsis thaliana.

3.2. Objetivos Especificos

Analisar o efeito da inoculacdo de Gluconacetobacter diazotrophicus sobre

0s niveis de emissao de etileno por plantas de cana-de-acucar;

Avaliar, em plantas de A. thaliana mutantes para etileno, acido salicilico e
auxina, a resposta de defesa decorrente da colonizacdo por G.
diazotrophicus, quanto aos parametros de teor de pigmentos
fotossintéticos, teor de fendlicos vegetais, deposicdo de calose e morte

celular;

Avaliar o efeito de muta¢des nas vias de producado e percepcao de etileno,
acido salicilico e auxina em plantas de A. thaliana, durante a colonizacéo

por G. diazotrophicus.
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4 - MATERIAL E METODOS

4.1. Material vegetal e condi¢des de cultivo

4.1.1. Cultura “ in vitro ” de cana-de-acucar

Durante os trabalhos, foram utilizadas plantas de cana-de-agucar da
cultivar RB758540, cultivadas a partir de minitoletes, cedidos pela Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro (Campus Leonel Miranda — Campos dos
Goytacazes — RJ).

Os minitoletes foram previamente expostos a termoterapia que consiste na
imersdo dos mesmos em agua a 52°C por 2 horas para reducdo de micro-
organismos. Apés o0 tratamento, os minitoletes foram plantados em vasos
plasticos de 700 mL, contendo substrato inerte e autoclavado, composto por uma
mistura de areia, vermiculita e substrato comercial (PLANTMAXT) numa
propor¢cdo de 2:1:1. Em seguida, foram transferidos para casa-de-vegetacao,
onde permaneceram por 30 dias e, entdo, foram utilizados para a retirada de
apices meristematicos e posterior inducao da cultura de tecidos.

Os meristemas foram submetidos a desinfestacdo superficial com solugéo
de alcool 70% (v/v) por 1 minuto, solu¢ao de hipoclorito de sédio a 0,5% (p/v) por
20 minutos, sob agitacdo, e trés lavagens com agua destilada autoclavada. Foram
utilizados, como explantes, segmentos basais de folhas jovens ndo expandidas,

sendo retiradas as folhas expandidas uma a uma, até ficar um cilindro central com
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aproximadamente 5 mm de diametro e 1 cm de comprimento. Os explantes foram
mergulhados em solucdo de acido ascoérbico a 0,5 g.L-1 para evitar o
ressecamento e prevenir a oxidacao e, em seguida, foram inoculados nos meios
de inducéo de embriogénese somatica direta, como citado por Lee (1984).
Transcorridos cinco passagens da cultura, as plantulas foram induzidas a
enraizamento de acordo com Lee (1984). Apds 90 dias, ja com o sistema radicular
desenvolvido, estas foram transferidas para meio de baixo crescimento de G.

diazotrophicus e seguiram para o processo de inoculacao descrito posteriormente.

4.1.2. Cultivo de plantas de Arabidopsis thaliana

Os materiais vegetais utilizados foram de plantas de Arabidopsis
thaliana selvagens, ecétipo COL-0, plantas defectivas para a percepcao de etileno
(ein2, ein2-1, ein2-5, ein3-1, etrl-3), a producdo ou percepcdo de acido salicilico
(NahG , sid2-2) e para a percepcédo de auxina (aux1-7). Tais materiais foram
gentilmente cedidos pelo Dr. Frederick Ausubel (Departamento de Biologia
Molecular- Hospital Geral de Massachusetts — Harvard Medical School — USA)

As sementes de tais materiais foram submetidas a desinfestag¢éo superficial
em etanol 95% por 2 minutos, solucdo de hipoclorito de sodio 50%, sob agitacéo,
por 10 minutos e seis lavagens em agua destilada autoclavada. Estas foram
mantidas por 2 dias a 4°C. Posteriormente, foram transferidas para substrato
inerte e autoclavado “Jiffy-7 pellets” e acondicionadas em camara de cultivo
apropriada (22°C e irradiancia de 120 pmol fétons m?.s™, durante 12 horas por
dia)

Em intervalos de 15 dias, as plantas foram irrigadas com solugcédo de
Hoagland modificada (Hoagland e Arnon, 1938) contendo KNO3; 6,0 mM,
Ca(NO3)2.4H,0 4,0 mM, NH4H,PO4 2,0 mM, MgS0O,.7H,0 1,0 mM, KCI 0,05_mM,
H3BO3 0,025 mM, MnSO4.H,0 2,0 uM, ZnSO,4.7H,0 2,0 pM, CuS0O4.5H,0 0,5 uM,
H,MoO,4 0,5 uM e NaFeDTPA 0,053 mM. O pH foi ajustado para 6,0.

Transcorridas 4 semanas, estas foram inoculadas de acordo com o

protocolo posteriormente descrito.



31

Quadro 1 - Material vegetal transgénico utilizado. (Fonte: Abreu e Munné-Bosch,
2009).

TRANSGENICO DESCRIGAO CARACTERISTICAS CONSTRUGAO ECOTIPO de
A thaliana

Quadro 2 - Material vegetal mutante utilizado. (Fonte: Arabidopsis hormone e
mutant database, 2010)

MUTANTE DESCRIGAO CARACTERISTICAS CONSTRUGAO ECOTIPO de
A thaliana

einZe 2-1
Ethylene Insensitive
2e21

]
Ethylene Insensitive
25



Cont. Quadro 2

MUTANTE

ein 3-1
Ethylene Insensitive
31

etr1-3

Ethylene Response
13

sid 2-2
Salicylic Acid

Induction Deficient 2-
2

aux1-7
Auxin Resistent
17

32

DESCRIGAO CARACTERISTICAS CONSTRUGAO ECOTIPO de
A thaliana

4.2. Micro-organismos, condi¢des de cultivo e processos de inoculacdo de

G. diazotrophicus e Pseudomonas syringae DC3000

4.2.1. Micro-organismos

Para as inoculacdes de G. diazotrophicus em cana-de-agucar, foi utilizada a

estirpe PAL-5, presente na bacterioteca da UENF. Nos processos de inoculagéao

em Arabidosis thaliana foi utilizada G. diazotrophicus resistente ao antibiotico
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canamicina. Tal bactéria, mutante intergénico, foi cedida pela doutoranda Aline
Chaves Intorne a partir do banco de mutantes desenvolvido no Laboratério de
Biotecnologia da UENF (Intorne, 2008). O micro-organismo patogénico utilizado
foi Pseudomonas syringae v. Tomato DC3000, gentilmente cedido pela Dra. Jen

Sheen (Departamento de Genética- Harvard Medical School-USA).

4.2.2. CondicOes de cultivo

A bactéria G. diazotrophicus foi crescida em meio DYGS modificado
contendo em g.L™h: 2,0 glicose; 1,5 peptona bacterioldgica; 2,0 extrato de
levedura; 0,5 K;HPO,4; 0,5 MgS0,4.7H,0; 3,75 acido glutamico; 5 mL azul de
bromotimol 0.5% em 0,2 M KOH. Meio sélido: 15,0 agar (Rodrigues Neto, 1986).
O pH inicial do meio foi ajustado para 6,0 com KOH. (Cavalcante e Db6bereiner,
1988).

A bactéria Pseudomonas syringae foi crescida em meio LB low salt
contendo, em g.L™%: 10,0 triptona, 5,0 extrato de levedura e 5,0 NaCl. O pH inicial
do meio seréd ajustado para 7,0. As culturas foram incubadas em erlenmeyer com
chicanas vedadas com mantas de algodao envoltas em gaze, a 30 °C em estufa

por 24 h, utilizando-se agitador orbital com rotacéo de 120 min % .

4.2.3. Processos de inoculagao

4.2.3.1. Padronizacéo das condicdes de inoculacdo “  invitro” de plantulas de

cana-de-acucar com G. diazotrophicus

Para tais foram feitas culturas de G. diazotrophicus em erlenmeyer com
chicanas vedadas com mantas de algodao envoltas em gaze, a 30 °C em estufa
por 24 h, utilizando-se agitador orbital com rotacdo de 120 min ** Foram utilizados
para comparagdo um meio de Otimo crescimento (meio DYGS) e baixo

crescimento (Agua) com 0s seguintes meios:
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Quadro 3 - Composicao dos meios de cultura

Macronutrientes Micronutrientes
KNO3 9,40mm, MnS0,4.HO 50U,
NH4NO5 20mM, ZnS0,.THO 150,
MaS0,4.7H,O 0,75mM, HzBO; 50 pm,
KH.PO4 0,75mM, Kl 2,5uM,
CaCly. 2H,0 1,5mh, MNaghoO4.2H,0 0,5uM,
FeS0,.7H,0 0,05mM, CoCly.BH,0 0,05uM,
Nay EDTA 0,2mM, CuS0,.5H,0 0,05uM
Vitaminas

Acido nicotinico 0,5mg/L
Piridoxina 0,5ma/L
Tiamina 0, Tma/L

Glicina 2mg/L

NH4NO5 40mgiL
NaH.PO4.H,0 10mgiL

K250, 40mg/L

CaCl, 40ma/l

MgS0,.7H,O 40mg/L
FeCls.6H,0 2Zmg/L

MnCl; 4H,0 0,5mg/L
Zn504.7H,0 0,01ma/L
CuS0,4.5H,0 0,01mg/L
H3B05 0,2mg/L
(NH4)gM07044.4H,0 0,05mg/L



Cont. Quadro 3

MEIO

MS
(Murashige e Skoog, 1962)

Ms
(Murashige e Skoog, 1962)

Modificado sem sacarose

Macronutrientes
KNO5 18,80mM,
NHgNO3 41,20mbd,
MgS0,4. 7TH,O 1,5mhd,
KH,PO4 1,25mM,

K1 Suhd,
CaCl;.2H,0 3mhd,
FeS0,. 7TH,O 0,1mbd,
Nas EDTA 0,2mM,
Vitaminas

Acido nicotinico 0,5mg/L
Piridoxina 0,5mag/L
Tiamina 0, Tma/L
Glicina 2mg/L

Macronutrientes
KNO5 18,80mhM,
NHgNO3 41,20mbd,
MgSO,4. TH,O 1,5mhd,
KH,PO4 1,25mM,

K1 Suhd,
CaCl;.2H,0 3mhd,
FeS0,. 7TH,O 0,1mbM,
Na; EDTA 0,2mbM,
Vitaminas

Acido nicotinico 0,5mg/L
Piridoxina 0,5mg/L
Tiamina 0, Tma/L
Glicina 2mg/L
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COMPOSICAO

Micronutrientes
MNSO, Ha O 100U,
ZnS0,4.7TH,0 30uM,
HsBO5; 100 ph,

NashoOy. 2H,0 1,
CoCl;.6H;0 0, 1uM,
CuS0,4.5H,0 0,1uM
Sacarose 30g/L

Micronutrientes
MNSO, Ha O 100U,
ZnS0,4.7H,0 30uM,
HsBO5 100 phd,

Nah004.2H,0 TuM,
CoCly.6H,0 0,1uM,
CUSO4.5H,0 0,1uM

O meio que apresentou o mais baixo crescimento de G. diazotrophicus,
mas que permitiu o desenvolvimento das plantulas de cana-de-acucar, foi o

escolhido para o processo de inoculagéo.

4.3. Inoculacao de plantulas de cana-de-agucar

A cultura de Gluconacetobacter diazotrophicus foi crescida por 24 _horas, de
acordo com as condi¢des descritas anteriormente. Ao atingir densidade optica, no
comprimento de onda de 600 nm, em torno de 1,0, correspondente a
aproximadamente 10° células.mL™ (contagem em camara de Newbauer), esta foi
utilizada para a inoculagdo. Em condicbes estéreis, os sistemas radiculares das
plantulas de cana-de-acucar foram mantidos por 6_horas em contato com a

cultura. Apos este periodo, as plantulas foram transferidas para o meio de cultura
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de baixo crescimento de G. diazotrophicus e retransferidas para o novo meio a

cada 15 dias.

4.4. Inoculacao de plantas de A. thaliana

No processo de inoculagcdo de plantas de A. thaliana, a cultura foi
centrifugada a 2500 min "> por 10 minutos e, ap6s descarte do sobrenadante, as
células bacterianas foram ressuspensas em agua ultrapura estéril. A densidade
Optica final, medida em espectrofotbmetro no comprimento de onda de 600 nm,
esteve em torno de 0,01, correspondente a 10> células.mL™ (contagem em
camara de Newbauer), para G. diazotrophicus e 0,001, correspondente a 10°
CFU.mL™ para P. Syringae.

A inoculacgéo foi realizada a partir da injecao de 0,2 a 0,3 mL da suspensao
bacteriana, na concentracdo de 10° CFU.mL™, na superficie foliar, mediante o

manuseio de uma seringa sem agulha (He et al., 2006) .

4.5. Determinacédo da taxa de emisséo de etileno (C  >H,)

A taxa de emissao de etileno foi determinada no Laboratério de Ciéncias
Fisicas — UENF. Foi utilizado um espectrémetro fotoacustico colocada no interior
da cavidade de um laser de CO, e um sistema comercial de analise de gas
(URAS), cujo funcionamento é baseado na absor¢do do infravermelho. No
espectrometro fotoacustico, mudancas de pressdao sao detectadas por um
microfone fixado no interior de um tubo ressonador da célula fotoacustica, por
meio do qual flui a amostra gasosa contendo as moléculas sob investigacdo; o
sinal acustico € produzido pela flutuacdo periédica de pressédo, a uma frequéncia
de ressonancia de 1600 Hz (Voesenek et al., 1997).

Quatro plantas de cada tratamento, controle e inoculada com
aproximadamente 90 dias de idade e 15 dias de inoculacdo, foram
hermeticamente fechadas durante 14 horas e colocadas dentro de uma camara,
onde os gases (etileno e CO,) sdo conduzidos para o sensor fotoacustico,
utilizando o ar como gas de arraste, num sistema de fluxo continuo. Antes de
entrar na célula fotoacustica, o gas de analise passa através de uma armadilha de

N, liquido, eliminando assim tracos de CO, e de H, O e hidrocarbonetos de alto
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peso molecular. Apés a passagem pela célula fotoacustica, este fluxo € lancado
para o ambiente. O sistema € calibrado diariamente usando-se uma amostra
padréo de etileno diluida em ar sintético na concentracédo de 1 ppm. Na analise de
gases como um todo, sera possivel monitorar simultaneamente a emisséo de

etileno e de CO..

4.6. Extracdo de pigmentos fotossintéticos

Para a extracdo de pigmentos fotossintéticos, foram utilizados 2 discos
foliares, da regido mediana da folha, com cerca de 20 mg de tecido.

Durante a extracao, o tecido retirado de cada tratamento foi em tubos de
ensaio com tampa, contendo 300uL de DMSO (dimetil sulfoxido). Estes foram
mantidos no escuro por 2 dias em temperatura ambiente até a extracdo total dos
pigmentos fotossintéticos.

ApoOs o segundo dia, foi realizada a leitura em espectrofotdmetro do extrato
obtido. Foram utilizados o comprimento de onda de 665 nm para a clorofila a, 649
nm para a clorofila b e 480 nm para carotendides.

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

de pigmento por area foliar em mg/g.

(Clorofila a) Ca =12,19 Aess — 3,45 Asag
(Clorofila b) Cp=21,99 Aga9— 5,32 Asss
(Carotenides) Cyec = (1000 Augo — 2,14 Cq - 70,16 Cy)/220

4.7. Determinacédo de fendlicos vegetais

Para a quantificacdo de antocianinas e flavondis foram utilizados 2 discos
foliares, da regido mediana da folha, correspondentes a 20mg de tecido vegetal.
As amostras foram maceradas em solucao contendo 85% de etanol e 15% de HCI
(1,5N). O homogenato foi deixado 12h sob 4°C totalmente protegido da luz. Apés
o periodo de incubacao foi realizada a leitura de absorbancia a 374 e 535 nm. Os
teores totais de flavonois e antocianinas foram calculados por meio das seguintes

equacOes em mg/g:
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Flavondis = (ABS374X volume de extracdo em mL X 100)/ peso fresco X 78,5)

Antocianinas =(ABSs3sX volume de extracdo em mL X 100)/ peso fresco X 98,2)

4.8. Analise de acumulo de calose

Discos foliares da regido da nervura central das folhas, previamente
inoculados com G. diazotrophicus, foram clarificados mediante imersdo em
solucéo de hipoclorito de sédio 2% por 2 horas, e, em seguida, lavados trés vezes
com agua ultrapura e corados com o reagente Azul de Anilina 5% em solucao
tampéao de K;HPO,4 pH 9,5 por 1 hora. As amostras foram examinadas quanto ao
acumulo de calose por meio de microscopia de fluorescéncia, utilizando-se um

aumento de 5X (Benitez-Afonso et al., 2009).

4.9. Analise de morte celular

Para analise de morte celular, quatro discos foliares foram imersos em 1
mL de solucéo de azul de Evans a 0,25% e incubados em agitador a 80 min™* por
20 minutos. Em seguida, foram lavados em agua ultrapura até a retirada total do
corante e macerados com 0,5 mL de SDS a 1%. Posteriormente, foram
adicionados 0,5 mL agua ultrapura e centrifugados a 5000 min ™ por 3 minutos.
Uma aliquota de 0,8 mL do sobrenadante foi utilizada para leitura em
espectrofotometro a 600 nm. A determinacdo de morte celular foi realizada por

porcentagem, considerando o branco como 0% de morte celular.

4.10. Analise dos niveis de colonizacao

Para mensurar o crescimento bacteriano nas folhas inoculadas, dois discos
foliares foram submetidos a maceragdo em agua ultra pura estéril. Em seguida,
foram feitas diluicbes seriadas (He et al., 2006).

Para quantificacdo de G. diazotrophicus, as amostras foram plagqueadas
em meio LGI-P sélido contendo, em g.L™*: 100,0 sacarose; 0,2 K,HPO,; 0,6
KH,PO,; 0,2 MgS0,7H,0; 0,2 CaCl,.2H,0; 0,002 Na;Mo0,4.H,O; 0,01
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FeCl3.6H,0, 5 mL azul de bromotimol 0.5% em 0,2 M KOH; 15 4gar, acrescido do
antibiético canamicina 50 pg.mL™® .0 pH inicial do meio foi ajustado para 5,5.
Para quantificacéo de P. syringae, as amostras foram plaqueadas em meio
LB low salt sélido contendo, em g.L™*: 5 NaCl, 2,5 extrato de levedura 5 triptona,
15 4gar, acrescido do antibiético rifampicina 50 pg.mL™ . O pH inicial do meio foi
ajustado para 7,4.
Unidades formadoras de colonia foram contadas dois dias apos a

incubacéo a 28 C, para P. syringae e ap0s quatro dias para G. diazotrophicus.

4.11. Anélise Estatistica

Os dados foram organizados e os graficos gerados no programa Microsoft
Excel. Posteriormente, os dados foram testados através da analise de variancia
(ANOVA). Quando necessario, o teste t foi utilizado para comparagdo entre os

tratamentos no nivel de 5% de significancia.
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5 - RESULTADOS

5.1. Obtencédo de plantulas de cana-de-agucar por me io da cultura de tecidos

vegetais

Para a realizacdo dos ensaios de inoculacdo de G. diazotrophicus e
posterior quantificagcdo da taxa de emisséo de etileno, foi necessaria a obtencao
de plantulas de cana-de-aguUcar a partir da cultura in vitro. A fim de maximizar a
obtencdo de plantas micropropagadas de maneira mais rapida e eficiente, optou-
se por trabalhar com a técnica de embriogénese somatica direta, que é a
formacao de tecidos e 6rgdos vegetais sem passar pela calogénese (Figura 8).

Cerca de um sexto dos explantes retirados foi danificado pela oxidacao.
Neste processo, ocorre a liberagdo de compostos fendlicos pelas células
danificadas pelo corte, escurecendo 0 meio de cultura e podendo afetar o
desenvolvimento dos tecidos vegetais. Tal fato, entretanto, ndo se tornou limitante
para a obtencdo de plantulas de cana-de-agucar. A percentagem de formacéo de
embrides viaveis foi da ordem de 44%.

Durante a inducdo da embriogénese somatica, foi possivel constatar a
diferenciagao dos tecidos vegetais em intervalos de 10 dias. Quando os embrides
foram separados do explante e transferidos para os tubos de ensaio, contendo
meio MS com reguladores de crescimento, surgiram regides clorofiladas, apds 15
dias do subcultivo, e a formacéao de primordios foliares. Apés 60 dias em meio de

diferenciacao, plantas completas foram regeneradas e formaram-se perfilhos.
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Diante dos resultados, observa-se a viabilidade da técnica de
micropropagacdo da variedade RB758540 de cana-de-aglUcar por meio da
inducdo de embriogénese somatica direta. A partir dela foi possivel a obtencao
de plantas no periodo de 90 a 100 dias apoés a inoculacdo dos explantes in vitro.

Figura 8 - Regeneracdo de plantas de cana-de-acucar RB758540 por
embriogénese somética direta. A) Plantas de cana-de-aclUcar e casa de
vegetacao, apos 30 dias. B) Retirada de explantes em fluxo laminar. C) Explantes
em inducdo de embriogénse somatica direta com 10 dias de cultivo D) Plantulas
de cana-de-acucar em meio MS em multiplicagéao.

5.2. Padronizacdo das condi¢cdes de inoculacdo “ in vitro” de plantulas de

cana-de-agucar com G. diazotrophicus

Para que as inoculagbes de G. diazotrophicus em plantulas de cana-de-
acucar ocorressem de forma eficiente foi necessaria a obtencdo de um meio para
a cultura in vitro que inibisse o crescimento excessivo de G. diazotrophicus na
superficie da plantula.

Como se pode observar na Figura 9, a solugcao nutritiva Yoshida, utilizada
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como meio de cultura, inibiu o crescimento de Gluconacetobacter diazotrophicus,
0 que nao era desejado para 0s ensaios, ja que se buscava uma inibicdo parcial e
nao total do crescimento. A solucdo de Hoagland foi eficiente para diminuir o
crescimento bacteriano, mas ndo permitiu um crescimento adequado das
plantulas in vitro. No meio MS normal, houve um crescimento elevado de G.
diazotrophicus, o que nao foi observado no mesmo meio sem sacarose. De
acordo com esses resultados, o0 meio MS sem sacarose foi o escolhido, nesse

primeiro ensaio, para o processo de inoculacao.

18 -
16 -
14 1
1,2 b

08 -
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02 -

Densidade Optica

Figura 9 - Crescimento de Gluconacetobacter diazotrophicus em diferentes meios
de cultura. Inoculacdo a 2% e 24h de tempo de crescimento a 120 min . Colunas
representam a meédia de 3 repeti¢cdes e as barras os desvios padrées das médias.
Médias seguidas pela mesma letra minlscula ndo diferem estatisticamente entre
si, comparacao entre tratamentos (Teste t com 5% de probabilidade).

Em segunda andlise, levou-se em consideracdo o fato de as plantulas in
vitro jA estarem estabilizadas em meio de enraizamento antes de serem
inoculadas, e que este meio era de composi¢cao semelhante ao meio MS. Assim,
da mesma forma que o ensaio anterior, foi testado o crescimento bacteriano no
meio de enraizamento sem sacarose, para avaliar se este poderia ser utilizado
durante a inoculagéo.

A partir dos resultados apresentados na Figura 10, foi possivel observar

gue G. diazotrophicus apresentou reduzido crescimento no meio de enraizamento
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sem sacarose. Desta forma, este meio foi escolhido como o meio padréo para o

processo de inoculagéo das plantulas de cana-de-acgucar.

b=
w

Densidade Optica
(Abs)
.

02 4 b b : :
0 s I o . , .
Agua Meio de DYGS Agua Meio de t DYGS
Enraizamento enraizamento

Sem Sacarose sem sacarose

Figura 10 — Crescimento de Gluconacetobacter diazotrophicus em diferentes
meios de cultura. (A) Inoculagéo a 2% e 24h de tempo de crescimento a 120min -
!, Colunas representam a média de 3 repetices e as barras os desvios padrdes
das médias.(B) Inéculos de G. diazotrophicus nos diferentes meios. Médias
seguidas pela mesma letra minascula ndo diferem estatisticamente entre si,
comparacao entre tratamentos (Teste t com 5% de probabilidade).

Em condicbes estéreis, as plantulas de cana-de-acucar foram inoculadas
com G. diazotrophicus e ndo apresentaram, visualmente, crescimento bacteriano
excessivo no meio de cultura vegetal, como mostrado na Figura 11. A colonizacao
das plantulas de cana-de-agucar por G. diazotrophicus foi analisada por contagem
a partir de UFC (Unidades Formadoras de Colbnias) (dados ndo apresentados).
Os resultados demonstraram que o meio de enraizamento sem sacarose era 0

ideal para processos de inoculagéo in vitro de G. diazotrophicus.
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Figura 11 — Plantulas de cana-de-agUcar inoculadas com Gluconacetobacter
diazotrophicus.

5.3. Quantificacdo da taxa de emissdo de etileno de plantas de cana-de-

acucar colonizadas por Gluconacetobacter diazotrophicus

As plantas frequentemente respondem a uma infeccdo com aumento na
biossintese de etileno (Abeles et al.,, 1992). Acredita-se que muitas bactérias e
outros micro-organismos induzem, nas plantas, um aumento na sintese de
etileno, ou se utilizam da emissédo natural desse hormonio pelo sistema de defesa
das plantas, para aumentar sua habilidade de colonizar os tecidos vegetais
(Chague et al., 2006).

Com o intuito de analisarmos se Gluconacetobacter diazotrophicus se
utiliza desse mecanismo para, possivelmente, colonizar de forma eficiente plantas
de cana-de-acUcar, realizamos a quantificacdo dos niveis de emissdo desse
hormbénio em plantulas de cana-de-agcUcar controle e inoculadas com G
diazotrophicus. Para uma analise comparativa, com 0 objetivo de observar se
ocorre emissao de etileno de forma semelhante em plantulas com estresse
abidtico, foi quantificada a emissao de etileno de plantulas, sob estresse salino a
1,5% NacCl, por 48 horas.

Como é possivel observar na Figura 12, a taxa de emisséo de etileno em
plantas inoculadas com G. diazotrophicus e inoculadas submetidas ao estresse se
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mostrou superior a das plantas controle. Comportamento semelhante foi
apresentado pelas plantas submetidas somente ao estresse salino.

Segundo ANOVA, houve diferenga significativa (p<0,05) entre o controle e
os demais tratamentos. Plantas submetidas aos trés tratamentos (estresse salino,
inoculacdo, inoculacdo + estresse salino) ndo apresentaram diferengas
significativas entre si (p>0,05).

Os resultados indicam que a presenca de G. diazotrophicus induz, nas
plantas de cana-de-acucar, um aumento na sintese de etileno semelhante ao que
0 estresse salino induz. Também se observa que o estresse salino e a inoculagéo
provocam aumento na sintese de etileno de forma semelhante, individualmente e
em conjunto, sem efeitos aditivos.

Tais dados mostram que o aumento da sintese de etileno provocado pela
presenca de G. diazotrophicus pode ser meramente por uma resposta de defesa
vegetal, ou pode ser induzida por G. diazotrophicus, como um mecanismo

necessario para sua eficiente colonizacao.
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Figura 12 - Taxa de emissdo de etileno de plantulas de cana-de-acucar
submetidas a inoculacdo com G. diazotrophicus, somente ao estresse salino
(1,5% NaCl por 48h) e a inoculagédo com posterior estresse salino (1,5% NaCl por
48h). Colunas representam a média de 4 repeticGes e as barras o desvio-padréo
das meédias. Médias seguidas pela mesma letra mindscula nao diferem
estatisticamente entre si, comparacdo entre tratamentos (Teste t com 5% de
probabilidade).
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5.4. Andlise da resposta de defesa vegetal a inocul acdo de
Gluconacetobacter diazotrophicus

Com o objetivo de analisar o efeito da presenca de G. diazotrophicus nas
respostas imune vegetal e a importancia dos horménios etileno, auxina e acido
salicilico, durante esse processo, foram utilizadas plantas defectivas para a
producdo ou percepcdo de: etileno (ein2, ein2-1, ein2-5, ein3-1, etrl-3) acido
salicilico (linhagem transgénica NahG e mutante sid2-2) e auxina (aux1-7).

Foram avaliados os efeitos decorrentes da colonizacao de A. thaliana por
G. diazotrophicus quanto a resposta relacionada com o teor de pigmentos
fotossintéticos, teor de fendlicos vegetais (antocianinas e flavonais), deposicéo de

calose e morte celular.

5.4.1. Quantificacdo dos teores de pigmentos fotoss  intéticos

Os dados de clorofila a obtidos na Figura 13 A mostram que, em Col-0 e
nos mutantes ein3-1 e etrl-3, a inoculagdo com P. syringae promove maiores
niveis de degradacdo de clorofila a. JA4 a inoculacdo com G. diazotrophicus
promoveu niveis reduzidos de clorofila a apenas nos mutantes ein3-1 e etrl-3,
indicando que sua presenca, de forma geral, ndo promove sintomas de doenca
nas plantas selvagens (Col-0) e nem nos mutantes defectivos para etileno, auxina
e &cido salicilico.

Resultado semelhante foi obtido em relacdo a clorofila b, Figura 13 B. A
inoculacdo com P. syringae promoveu reducdo dos niveis desta clorofila nas
plantas selvagens (Col-0) e nos mutantes ein 2-5, ein3-1, etrl-3, Sid 2-2 e aux1-7,
indicando, portanto, a existéncia de degradacéo de pigmentos fotossintéticos. Nos
outros mutantes, ndo hé indicio de reducéo. Ja a presenca de G. diazotrophicus
reduziu os niveis de clorofila b em Col-0 e nos mutantes ein3-1 e etrl-3 e
promoveu aumento nos mutantes sid2-2 e auxl-7. Alteragbes nao foram
observadas nos outros mutantes, indicando que sua colonizagdo n&o induz a
degradacéo de clorofila b.

Plantas inoculadas com P. syringae s6 apresentaram reducdo dos niveis
de carotenoides nos mutantes ein 2, ein2-1 e ein3-1, sugerindo que estes foram

0S que apresentaram, em relacdo ao controle, os menores niveis de estresse pela
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inoculacao, Figura 13 C. A inoculacédo de G. diazotrophicus promoveu diferentes
respostas nos mutantes, apresentando maiores niveis de carotenoides, em
relacdo a seus controles, em Col-0 e no sid2-2, e menores em ein 2, etrl-3 e aux
1-7, sendo este Ultimo o que apresentou a maior reducao.

Tais resultados sugerem que os mutantes de etileno apresentam, embora
em proporc¢des diferentes, degradacao de clorofila a e b em reposta a inoculacao
com P. syringae. Quando inoculados com G. diazotrophicus, apenas 0s mutantes
ein3-1 e etrl-3 apresentam degradacdo das clorofilas. Pode-se destacar que,
entre todos os mutantes, estes dois Ultimos foram os que responderam de forma
semelhante as inoculagbes tanto de P. syringae como de G. diazotrophicus, com
degradacéao de pigmentos fotossintéticos.

Entre os outros mutantes, somente o aux 1-7 foi o que apresentou
reducdes mais significativas de suas clorofilas em presenca de P. syringae, o0 que
nao foi observado em resposta a inoculacéo por G. diazotrophicus.

Os dados também sugerem que todos os mutantes de etileno, assim como
os de acido salicilico e auxina, respondem de forma heterogénea a inoculagcéo de
P. syringae e de G. diazotrophicus, com relagdo aos seus niveis de carotenoides.
Consequentemente, a atividade antioxidante, exercida por este pigmento
acessorio, também se apresenta diferenciada entre eles em resposta as

inoculacgoes.
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Figura 13 - Teores de pigmentos fotossintéticos em plantas de A. thaliana
inoculadas e ndo-inoculadas com P. syringae DC3000 e G. diazotrophicus, apés
4 dias. (A) Teores de clorofila a. (B) Teores de clorofila b e (C) Teores de
carotendides. (Cont- Controle/ Gd — Gluconacetobacter diazotrophicus/ Pst —
Pseudomonas syringae DC3000). Colunas representam a média de cinco
repeticdes e as barras o desvio-padrdo das médias. Médias seguidas pela mesma
letra mindscula ndo diferem estatisticamente entre si, comparacao entre teores de
pigmentos (Teste t com 5% de probabilidade).

5.4.2. Quantificacédo dos teores de fendlicos vegeta  is

Como é possivel observar nas Figuras 14 e 15, a resposta vegetal é
diferenciada nos primeiros quatro dias da inoculacdo com G. diazotrophicus e
apos 10 dias. De acordo com a Figura 14, a presenca de G. diazotrophicus
promoveu aumento das taxas de antocianinas em Col-0, ein 2, ein2-1 e aux 1-7 e
reducdo em etrl-3, ap0s 4 dias. A concentracdo de flavondis, em relacdo aos
controles, foi reduzida em ein2-5, e foi superior em ein2-1, ein3-1, nahG, sid 2-2 e
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aux1-7, mostrando que a resposta a inoculacao entre os mutantes € diferente. Em
comparacao a G. diazotrophicus, P. syringae provocou aumento dos teores de
antocianinas em ein 2, ein2-1, sid 2-2 e aux 1-7. Apresentou também reducao dos
niveis de flavondis em ein2-1, e aumento em ein3-1, sid 2-2 e aux 1-7. Entre
todos os mutantes, o aux1-7 foi o que apresentou respostas semelhantes as das
inoculacdes em seus niveis de antocianinas e flavondis, sugerindo que este pode
ter apresentado maiores taxas de atividade antioxidante nos primeiros quatro
dias.

Ao se analisar os dados, apds 10 dias de inoculacao, Figura 15, é possivel
observar que, nos mutantes de etileno, a inoculacdo de G. diazotrophicus néo
ocasiona grandes elevacdes nas taxas de antocianinas, apresentando aumento
apenas no mutante ein2-1e reducdo em ein 2-5 e ein3-1. Ja os mutantes sid 2-2 e
aux 1-7 apresentaram elevacdes nas suas taxas. Tais dados sugerem que a
resposta tardia das antocianinas a inoculacdo talvez seja dependente da via de
sinalizacao de etileno.

Resposta diferente foi observada ao se avaliar os niveis de flavondis. Apos
10 dias de inoculacao, o ecotipo Col-0, ein 2, ein2-5, ein3-1, etrl-3 apresentaram
reducdo em suas taxas, indicando que nestes o nivel de estresse vegetal, apds
10 dias, possivelmente foi minimizado.

Os resultados obtidos sugerem que a sintese de flavonoides seja
dependente da via sinalizagdo de etileno, uma vez que a indugédo da biossintese
de antocianinas e flavonbis em resposta a G. diazotrophicus e a P. syringae,
apos 4 e 10 dias, foi mais evidente nos mutantes defectivos para acido salicilico e

auxina.
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Figura 14 - Teores de fendlicos vegetais em plantas de A. thaliana inoculadas e
ndo-inoculadas por P. syringae DC3000 e G. diazotrophicus, apés 4 dias. (A)
Teores de antocianinas. (B) Teores de flavondis. Cont- Controle/ Gd -
Gluconacetobacter diazotrophicus/ Pst — Pseudomonas syringae DC3000).
Colunas representam a média de 5 repeticbes e as barras o desvio-padrdo das
médias. Médias seguidas pela mesma letra mindscula ndo diferem
estatisticamente entre si, comparacao entre teores de pigmentos (Teste t com 5%
de probabilidade).
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Figura 15 - Teores de fendlicos vegetais em plantas de A. thaliana inoculadas e
nao-inoculadas por G. diazotrophicus, ap6s 10 dias. (A) Teores deantocianinas.
(B) Teores de flavonais. Cont- Controle/ Gd — Gluconacetobacter diazotrophicus).
Colunas representam a média de cinco repeticdes e as barras o desvio-padrédo
das médias. Médias seguidas pela mesma letra mindscula nao diferem
estatisticamente entre si, comparacao entre teores de pigmentos (Teste t com 5%
de probabilidade).

5.4.3. Analise do acumulo de calose

As plantas empregam uma variedade de mecanismos de defesa para se
prevenirem de doencas e de ataques de patdgenos. Entre as respostas de defesa
vegetal que ocorre de forma tardia em relagdo ao contato do patdgeno com a
planta hospedeira, é caracterizada pela fortificacdo das paredes celulares ou pela
deposicao de polimeros de glucano, como por exemplo, (1,3-B-glucano) calose
(Abramovitch et al., 2006).
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Como observado na Figura 16, a inoculacdo com G. diazotrophicus,
provocou maior acumulo de calose nas plantas mutantes de etileno,
principalmente em ein 2-1. Nas plantas mutantes para acido salicilico (transgénico
NahG e sid 2-2) e para auxina, a deposicdo de calose foi semelhante a do
controle. Tais dados sugerem que a resposta imune a G. diazotrophicus,
associada a deposicéo de calose, é negativamente regulada pela via hormonal do

etileno, mas talvez seja dependente de acido salicilico e auxina.

Col-0 Ein2 Ein2-1 Ein2-5 Ein3-1 Etr1-3 NahG Sid2-2 Aux1-7

Figura 16 - Deposicdo de calose em folhas de A. thaliana inoculadas com G.
diazotrophicus apés 10 dias. (A) Controle. (B) Inoculadas com G. diazotrophicus.

5.4.4. Quantificacado de morte celular

As plantas passam constantemente por diversas situagcoes de estresses e
conseguem modular suas respostas de defesa, para assim poder retormar ao
metabolismo normal. Num evento de invasdo de um patdégeno, se a penetracao
ocorrer, 0 sistema de defesa € ativado e, entre outros, produz espécies reativas
de oxigénio, espessamento de parede celular, sintese de metabdlitos e uma
resposta de hipersensibilidade seguida por morte celular programada. Juntos,
esses sistemas, primeiramente, inibem e, depois, impedem o potencial
colonizador (Boller e Felix, 2009).

De acordo com os dados observados na Figura 17, é possivel constatar a
inducdo de morte celular em todos os mutantes, exceto para o ecotipo Col-0 e
para ein2-5 e etrl-3, destacando-se 0s maiores niveis de morte celular
observados nos mutantes de etileno ein2 e ein2-1.
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7

A partir dos resultados, é possivel supor que, de forma geral, G.
diazotrophicus induz, nos mutantes, uma resposta de hipersensibilidade que
culmina na morte celular programada.
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Figura 17 — Morte celular em plantas de A. thaliana inoculadas com G.
diazotrophicus apés 10 dias (A) Quantificacdo de morte celular em folhas de A.
thaliana inoculadas G. diazotrophicus apés 10 dias. Colunas representam a média
de 6 repeticbes e as barras o desvio-padrdo das médias. Cont- Controle/ Gd —
Gluconacetobacter diazotrophicus). Médias seguidas pela mesma letra mintscula
nao diferem estatisticamente entre si, comparacao entre porcentagem de morte
celular (Teste t com 5% de probabilidade). (B) Perfil colorimétrico de morte
celular. C- Controle/ Gd- Inoculadas com G. diazotrophicus.
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5.5. Andlise dos niveis de colonizacdo de  A. thaliana por G. diazotrophicus

Para uma analise da importancia do horménio etileno em relacdo a auxina
e &cido salicilico para a colonizagdo de G. diazotrophicus, foi realizada uma
quantificacdo dos niveis de colonizacdo desta bactéria em plantas mutantes para
estes hormdnios. Como padrao de comparacdo, em outras plantas destes
mesmos materiais, foi quantificada a colonizacdo de P. syringae (Figura 18).

Analisando-se a Figura 18 A e B, € possivel observar que, apés 4 dias, a
resposta de colonizacéo por P.syringae foi diferente entre os mutantes utilizados.
Materiais defectivos, para a percep¢ao do hormonio etileno, apresentaram uma
taxa menor de colonizacdo, enquanto os mutantes defectivos, para a producéo ou
percepcao de auxina e acido salicilico, permitiram maior multiplicacdo da bactéria.
Entre os mutantes de etileno, podem-se destacar o ein2-1, ein2-5 e etrl-3 como
0S que apresentaram os menores niveis de colonizagao.

Quando a colonizagcdo desses mesmos mutantes por G. diazotrophicus foi
analisada, Figura 18 B e C, foi possivel constatar que, nos primeiros quatro dias,
tanto os mutantes de etileno como os mutantes de acido salicilico e auxina néo
apresentaram grandes acréscimos em suas colonizagdes, exceto para sid 2-2. Os
mutantes de etileno apresentaram niveis menores de colonizagdo se comparados
aos do controle nos primeiros quatro dias. Ap6s 10 dias, G.diazotrophicus
consegue colonizar de uma forma mais eficiente os mutantes defectivos, para a
producdo ou percepcao de acido salicilico e auxina, podendo-se destacar, entre
esses, 0 aux 1-7 como apresentando o maior nivel de coloniza¢cdo. Resposta
distinta foi observada nos mutantes de etileno, que, mesmo apos 10 dias, néo
apresentaram reducédo tdo intensa de colonizagdo por G.diazotrophicus, quanto a
observada para P. syringae, destacando-se, entre esses, 0 etrl-3 como o de
menor taxa.

Os resultados indicam que o hormonio etileno é importante no processo de
colonizacéo e estabelecimento de P.syringae, levando-se em consideracdo que
mutantes que nao percebem este hormonio, diferentemente dos outros mutantes,
apresentaram niveis menores de colonizacdo por esta bactéria. Plantas
inoculadas com G. diazotrophicus ndo apresentaram, de forma geral, grandes

alteracdes na sua colonizacédo, se comparadas ao Col-0, em mutantes defectivos
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para etileno, mostrando que este horménio ndo é de fundamental importancia

para o processo de colonizacéo de G. diazotrophicus.
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Figura 18 — Quantificacdo do nivel de colonizacdo de plantas de A. thaliana
inoculadas com G. diazotrophicus e P.syringae. (A) Colonizagcdo dos mutantes de
etileno por P.syringae apos 4 dias. (B) Colonizacdo dos mutantes de auxina e
acido salicilico por P.syringae apos 4 dias.(C) Colonizagdo dos mutantes de
etileno por G. diazotrophicus apés 4 e 10 dias. (D) Colonizacdo dos mutantes de
auxina e acido salicilico apos 4 e 10 dias. Colunas representam a média de 6
repeticdes e as barras o desvio-padrao das médias. Médias seguidas pela mesma
letra minuscula ndo diferem estatisticamente entre si (Teste t com 5% de
probabilidade).
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6 - DISCUSSAO

No processo de interacdo planta micro-organismo, 0 passo crucial, tanto
para patogénese como para efeitos benéficos, € a colonizacdo do tecido vegetal.
Uma colonizacdo bem sucedida envolve varias etapas: boa sobrevivéncia no
interior dos tecidos, eficiente absor¢cdo de nutrientes em baixas concentragdes e,
finalmente, o enfraquecimento ou mesmo a destruicio dos organismos
competidores (Lee e Cooksey, 2000). As plantas, como os seres humanos e
outros animais, desenvolveram uma sofisticada resposta de defesa contra os
micro-organismos, baseada em uma combinacdo de respostas constitutiva e
induzivel, que pode ser localizada ou espalhada pelos érgéos e tecidos vegetais
(Montesinos et al., 2002).

As vias de sinalizacdo hormonal sdo um dos mecanismos que asseguram a
planta o potencial de regulacdo eficaz e eficiente para se adaptarem as mudancas
em seu ambiente e a invasao de organismos patogénicos (Reymond e Framer,
1998). Entretanto, a0 mesmo tempo, estas vias permitem, aos patdégenos e a
outros micro-organismos, a manipulacdo da defesa para o seu beneficio (de
Torres-Zabala et al., 2007). Estudos recentes demonstraram que a estratégia-
chave dos patdgenos consiste em modificar os niveis hormonais vegetais para
promover a patogenicidade e inibir o crescimento de outros micro-organismos
competidores, utilizando-se, para isso, de proteinas efetoras. Outros micro-

organismos se utilizam da sua capacidade de produzir horménios como fator de
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viruléncia para alterar a regulacdo hormonal vegetal e, dessa forma, colonizar os
tecidos de forma mais eficiente (Chagué et al., 2006).

Em cana-de-agucar, a presenca da bactéria endofitica Gluconacetobacter
diazotrophicus induz a expressao de genes relacionados as vias hormonais. Das
analises descritas em literatura, genes relacionados a sinalizacéo do etileno e da
auxina foram diferencialmente expressos na presenca de Gluconacetobacter
diazotrophicus. A auxina tem sido relatada como de fundamental importancia na
sintese de etileno, e estes dois hormoénios estdo envolvidos nas interacdes
patogénicas (Arencibia et al., 2006).

Essa inducdo das vias de etileno, realizada por Gluconacetobacter
diazotrophicus, pode ocasionar um aumento da sintese deste horménio em cana-
de-acucar, conforme foi observado nas analises do presente trabalho (Figura 12).
Entretanto, plantas submetidas ao estresse salino e a inoculagdo com posterior
estresse apresentaram resposta similar a de inducédo da emissédo de etileno. Tal
fato é esperado, visto que plantas submetidas a estresses abioticos apresentam
niveis maiores de emissédo desse hormoénio, como uma resposta de defesa (Pierik
et al., 2006).

De acordo com Balaji et al. (2008), a presenca do patdogeno Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis induz, em tomate, o0 aumento na emisséo de
etileno. Os estudos revelaram que essa emissdo seria importante durante os
estagios iniciais de interacdo e desenvolvimento da doencga por esta bactéria.
Geraats et al. (2002) demonstraram que a falta de percepc¢ao do hormonio etileno,
em algumas linhas transgénicas de tabaco, tornou impossibilitada a colonizacao
de fungos nao-patogénicos presentes no solo, os quais se utilizavam desse
mecanismo hormonal para seu estabelecimento. Ja Arencibia et al. (2006)
revelaram que, em cana-de-acucar, Gluconacetobacter diazotrophicus alterou os
niveis de expressao de genes relacionados ao etileno quando em coinoculacao
com Xanthomonas albilineans. Essa alteragdo aumentaria a defesa vegetal contra
patbgenos como a Xanthomonas, diminuindo a competicdo entre
Gluconacetobacter diazotrophicus e bactérias patogénicas, aumentando sua
chance de colonizar de forma mais eficiente plantas de cana-de-agucar.

Levando-se em consideragdo que Gluconacetobacter diazotrophicus
aumenta os niveis de expressdo dos genes, relacionados com a via de

sinalizacdo de etileno, e que induz a emissédo deste hormonio em plantas de
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cana-de-agucar, é possivel supor que esta emissao ocorra por dois objetivos, ou
meramente como uma resposta de defesa vegetal, visto que as plantas
submetidas ao estresse salino apresentaram niveis semelhantes de emissao
desse hormdnio, ou como parte de mecanismo necessario para a eficiente
colonizacéo endofitica e ndo-patogénica de Gluconacetobacter diazotrophicus.

Sendo o etileno um hormdnio responsavel pela clorose que ocorre em
resposta a estresses bidticos e abioticos (Pierik et al., 2006), plantas insensiveis a
esse horméOnio apresentam tais sintomas de forma atenuada. A resisténcia
sistémica induzida por bactérias promotoras do crescimento vegetal, como G.
diazotrophicus, por meio do aumento na expressao de genes relacionados ao
etileno, ndo gera sintomas de doenca na planta hospedeira (Arencibia et al.,
2006). Recentemente, Boutrot et al. (2010) demonstraram que plantas mutantes
de etileno se tornam mais tolerantes a patdgenos, ou seja, ndo demonstram
sintomas de clorose ou morte celular, apesar de elevada colonizagcdo bacteriana
em seus tecidos.

A clorose, um dos sintomas tipicos de doenca, é caracterizada como a
incapacidade de produzir clorofila pelo tecido vegetal (Taiz e Zeiger, 2004). A
colonizacdo por P. syringae DC3000 de A. thaliana causa sintomas tipicos de
extensiva clorose apoés 3 dias (Wang et al., 2005). Para confirmar a existéncia de
degradacédo de pigmentos fotossintéticos, realizou-se a quantificacdo de clorofila
a, clorofila b e de carotenoides. Nossos resultados (Figura 13) mostraram que a
presenca de P. syringae promoveu degradacao de pigmentos fotossintéticos apds
4 dias, na maioria dos mutantes. A inoculacéo de G. diazotrophicus ndo promoveu
degradacbes significativas de seus pigmentos na maioria dos mutantes
analisados.

De acordo com Todorova et al. (2002), plantas de Arabidopisis thaliana
insensiveis ao hormdonio etileno apresentam niveis semelhantes de clorofila a e b
durante seu processo de senescéncia. Entretanto, os niveis de carotenoides
foram totalmente distintos. A concentracdo de carotenoides, tanto na presenca de
P. syringae quanto na de G. diazotrophicus, apresentou niveis distintos, apos 4
dias de inoculagéo, nos diferentes mutantes. Os resultados evidenciam que,
mesmo nos mutantes que ndo apresentaram sintomas de doenca, variacdes
importantes nos niveis de antioxidantes foram observadas.

Outros pigmentos que também apresentam atividade antioxidante sdo as
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antocianinas e flavondis, pertencentes ao grupo dos flavonoides. Estes sédo
facilmente e rapidamente produzidos quando as plantas séao feridas ou durante o
atague de patdgenos, condicdes estas que também alteram o transporte de
auxina (Schwalm et al., 2003). Flavonoides também séo relatados como tendo um
papel chave durante a interagdo simbidtica de plantas e fungos micorrizicos,
sendo importantes na sinalizagao entre eles (Shirley, 1996).

Apbs 4 dias de inoculacdo com P. syringae e G. diazotrophicus (Figura 14),
a producédo de antocianinas e flavondis entre os mutantes foi distinta. Entretanto,
foi possivel destacar que a producao de antocianina e flavondis no mutante aux 1-
7 apresentou acréscimos tanto na presenca de G. diazotrophicus, quanto na de P.
syringae.

Ao se analisarem o0s niveis de antocianinas, apos 10 dias de inoculagéao
com G. diazotrophicus (Figura 15 A), ndo se observa, para a maioria dos
mutantes, grandes diferencas entre plantas-controle e as plantas inoculadas. Para
o mutante defectivo para a percepcdo de auxina, entretanto, foi observado um
aumento significativo nos niveis de antocianina em plantas inoculadas por G.
diazotrophicus. Os dados de flavonoéis também demonstraram, para a maioria dos
mutantes, reducdes de niveis em plantas inoculadas por G. diazotrophicus.

Tais respostas indicam que nos estadios iniciais (4 dias) de colonizacéo,
tanto por P. syringae quanto por G. diazotrophicus, que os sistemas de defesa
vegetal respondem de forma mais intensa. Conforme descrito por Schwalm et al.
(2003), os flavonoides exercem papel chave nesse processo, ao serem
rapidamente produzidos em resposta ao ataque de patdgenos e serem
importantes durante a interacdo planta micro-organismo. Entretanto, cada um dos
mutantes analisados responde de forma distinta a inoculacdo. Apos os 10 dias de
inoculacdo com G. diazotrophicus, o sistema de defesa baseado na producao de
flavonoides é minimizado para a maioria dos mutantes avaliados.

Além da atividade antioxidante vegetal (Mittler, 2002), uma série de
mecanismos de defesa vegetal tem sido relatada. Entre estes estéo a secrecao de
compostos similares a ligninas, celulose, bem como a deposicdo de calose na
parede celular, como mecanismo de restricdo a infeccao (Allison e Shalla, 1974).
Em Arabidopsis, a deposicdo de calose € um dos mecanismos de defesa
requeridos para a resisténcia a Pseudomonas (Kim et al., 2005).

De acordo com os resultados obtidos de deposicao de calose (Figura 16),



60

plantas mutantes incapazes de desenvolver uma resposta imune sistémica,
baseada na producdo e/ou acumulo de &cido salicilico e de auxina, nao
apresentaram deposicao de calose em suas paredes celulares quando inoculadas
com G. diazotrophicus. Entretanto, em mutantes defectivos para a resposta ao
etileno, destacando-se ein2-1, a deposicao foi elevada. Resultados semelhantes
foram obtidos por Chen et al. (2009) e Boutrot et al. (2010), que demonstraram
gue o mutante ein 2-5 e o duplo mutante ein3-1 eill-1, insensiveis ao etileno,
apresentaram forte deposicao de calose quando inoculados com flagelina (flg 22).

Com intuito de avaliar o desenvolvimento da reacdo de defesa nas plantas
de A. thaliana apos 10 dias de inoculacdo com G. diazotrophicus, a morte celular
vegetal foi avaliada em todos os mutantes (Figura 17). A presenca de G.
diazotrophicus induziu a morte celular vegetal em todos os mutantes analisados,
sendo mais evidente nos mutantes de etileno ein2 e ein2-1.

A resposta de defesa, ocorrida apds o reconhecimento de um patdgeno,
gera uma explosao oxidativa, com a producéo de espécies reativas de oxigénio,
como peroxido de hidrogénio. As espécies reativas possuem diferentes funcdes
na resposta de defesa vegetal. Per6xido de hidrogénio (H.O,) pode ser
diretamente toxico ao patdégeno e esta envolvido com o fortalecimento da parede
celular, uma vez que o H,O, € necessario para a biossintese de lignina. Peroxido
de hidrogénio atua também como mensageiro secundario, sendo responsavel
pela ativacao da hidrolase do &cido benzoico, enzima responsavel pela conversao
deste em &cido salicilico. A ocorréncia da resposta de defesa é dependente da
cascata de sinalizacdo derivada da explosao oxidativa, que, por sua vez, é um
evento inicial na resposta da planta contra a invasao do patégeno (Resende et al.,
2003).

Embora seja um evento inicial de resposta de defesa, muitos micro-
organismos, geralmente ndo patogénicos, disparam estes sinais depois de horas
ou dias de seu contato inicial. A explosdo oxidativa é necessaria, mas nao
suficiente para disparar a morte celular (HR). Dados recentes indicam que o 6xido
nitrico coopera com as espécies reativas na ativacdo da resposta hipersensivel
(Resende et al., 2003).

A resposta disparada por Gluconacetobacter diazotrophicus, apés 10 dias
de inoculacédo, provavelmente, faz parte de uma resposta que culmina com a

producdo de espécies reativas de oxigénio, que, juntamente com o Oxido nitrico,



61

sao responsaveis pela morte celular programada. Tal fato se torna evidente ao se
analisar que o mutante de etileno que apresentou a maior taxa de morte celular,
ein 2-1, foi o que também disparou a maior deposicéo de calose. Sugere-se que a
producdo de peroxido de hidrogénio por este mutante tenha contribuido no
fortalecimento da parede vegetal, com posterior deposi¢éo de calose.

Para uma andlise comparativa das respostas de defesa vegetal com a
capacidade de multiplicacdo, no interior dos tecidos, por P. syringae e G
diazotrophicus, foram realizados ensaios de colonizagéo, apés 4 e 10 dias (Figura
18). Os resultados mostraram que a colonizacdo de P. syringae € afetada nos
mutantes de etileno, destacando-se ein2-1, ein2-5 e etrl-3. O mesmo nao ocorre
nos mutantes para acido salicilico e auxina, que apresentaram colonizacao quase
semelhante a do ecotipo selvagem Col-0. Tais resultados estdo de acordo com o0s
resultados obtidos por Chen et al. (2009), que demonstraram a resisténcia dos
mutantes ein2-1 e ein3-1 ao ataque patogénico de P. syringae e a
susceptibilidade de sid2-2 ao mesmo ataque.

Ao se analisar a colonizacdo de G. diazotrophicus, constata-se que sua
multiplicacdo n&o ocorre eficientemente nos quatro primeiros dias para todos os
mutantes, exceto para ein2-1, nahG e sid 2-2. Entretanto, aos 10 dias, sua
colonizacéo se torna maior para os mutantes nahG, sid 2-2 e aux 1-7, o que néo é
constatado nos mutantes de etileno. Estes apresentam uma colonizacéo
semelhante a do ecotipo selvagem Col-0, apds 10 dias de inoculagéo, exceto para
etrl-3, que, mesmo apos 10 dias, ndo demonstra colonizacéo eficiente, e para
ein3-1 e ein2-1, que apresentam uma colonizagdo maior que a do Col-0, apés 10
dias. Este ultimo, embora tenha apresentado niveis maiores de deposicdo de
calose e morte celular, ndo impediu o0 crescimento bacteriano de G.
diazotrophicus.

Considerando-se que todos os mutantes defectivos para etileno, acido
salicilico e auxina sdo afetados em suas respostas de defesa vegetal, era de se
esperar que todos apresentassem niveis de colonizacao elevados em relacédo aos
controles. Respostas distintas foram obtidas, quando mutantes de etileno foram
colonizados por estas bactérias. P. syringae ndo conseguiu uma colonizacao
eficiente, apds 4 dias, e a colonizagdo por G. diazotrophicus, apés 4 dias, atingiu
niveis abaixo do controle e, apos 10 dias, estes foram semelhantes ao de Col-0.

Chen et al. (2009) demonstraram que os genes ein3 e eill (afetados nos
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mutantes ein2-1 e ein3-1, respectivamente) sdo responsaveis por reprimir a
sintese de acido salicilico. Consequentemente, esses mutantes acumulam &cido
salicilico e, dessa forma, exibem um aumento na resisténcia ao patégeno P.
syringae. Segundo Boutrot et al. (2010), mutantes ein 2-1 e ein2-5, quando
inoculados com baixas concentracdes de P. syringae (10° cfu/mL™),
apresentaram niveis menores de coloniza¢cdo em compara¢cdo com 0s do ecotipo
Col-0. Tais dados confirmam as presentes analises, nas quais mutantes de etileno
foram menos colonizados por P. syringae, se comparados as plantas selvagens.
Nossas analises iniciais, nas quais G. diazotrophicus induziu a emissao de
etileno em plantas de cana-de-agucar, corroboram a suposicao de que a inibicdo
da defesa imune dependente de acido salicilico, realizada pelo etileno, faca parte
de um mecanismo necessario para a colonizacdo endofitica desta bactéria.
Embora existam muitos estudos acerca da interagdo planta-micro-
organismo, o envolvimento do balan¢o hormonal durante esses processos ainda €
objeto de forte investigacdo. As alteracdes nos niveis de diferentes hormonios por
plantas colonizadas por micro-organismos, a manipulacdo destas vias por
patdégenos, bem como a producado de fitormoénios por diversos fungos e bactérias
indicam uma clara importancia destas vias durante a resposta imune vegetal. Os
resultados obtidos no presente trabalho representam uma contribuicéo inicial para
destacar a relevancia destes mecanismos na interacdo endofito-planta. Futuros
estudos dedicados a explorarem as semelhancas e as diferencas entre as vias
hormonais, acionadas por patdgenos e enddfitos benéficos, poderdo viabilizar

abordagens que propiciem a elevacao da eficiéncia de interacdes endofiticas.
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7- CONCLUSOES

A colonizacdo por G. diazotrophicus induz a producdo de etileno em

plantas de cana-de-acucar;

A inoculacao por G. diazotrophicus ativou o sistema de defesa de plantas
de A. thaliana relacionados ao acumulo de flavonoides, a deposicado de
calose e a morte celular, sendo estes dois ultimos mais evidentes em

mutantes de etileno;

A multiplicacdo e colonizacdo de plantas de A. thaliana por G.
diazotrophicus ndo se mostrou afetada em mutantes de etileno, apesar do
acumulo de &cido salicilico e do aumento da capacidade de defesa vegetal.
P.syringae apresenta resposta distinta ao ter sua capacidade de

colonizacéo reduzida nos mutantes defectivos para etileno.

As padronizacdes dos processos de inoculacdo de G. diazotrophicus em
plantas “in vitro” de cana-de-acucar, quantificacdo dos teores de fendlicos
vegetais, morte celular e deposicdo de calose em plantas de A. thaliana,
desenvolvidas neste trabalho, tornam-se ferramentas importantes em

estudos futuros de interacfes planta-micro-organismos.
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