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RESUMO
FATORES DE TRANSCRICAO DA VIA DE RESPOSTA AO ETILENO NA INTERAGAO ENTRE CANA-

DE-ACUCAR (SACCHARUM spp.) E BACTERIAS DIAZOTROFICAS ENDOFITICAS.

Pedro Henrique Borges de Figueiredo

Orientadora: Adriana Silva Hermerly

Resumo da Dissertagdo de Mestrado submetida ao Programa de Pds-graduagao em Quimica
Bioldgica, Instituto de Bioquimica Médica, da Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ,
como parte dos requisitos necessarios a obtencdo do titulo de Mestre em Quimica Bioldgica.

Bactérias que colonizam os tecidos de cana-de-aglcar s3ao de grande interesse por
promover o crescimento vegetal, através de fixacao bioldgica de nitrogénio, produgao de
hormonios vegetais e protecdo contra doencas. Diversas evidéncias apontam que muitos dos
beneficios descritos para a associacdo decorrem de respostas dependentes do gendtipo da
planta a presenca das bactérias em seus tecidos. Estas respostas também parecem ser
importantes para o estabelecimento de uma interagdo benéfica, ndo-patogénica. Algumas
vias regulatédrias ja foram descritas como responsivas a associacdo, dentre elas a via de
resposta ao etileno. Este trabalho visa estudar a regulacdo de alguns fatores de transcricao,
selecionados em determinados modelos experimentais por serem potencialmente
envolvidos na associacdo, com o objetivo de elucidar a regulacdo dessa via de sinalizacdo e
sua interacdo com outros estimulos bidticos e abidticos que também estdo ligados a
sinalizagdo por etileno e podem influenciar ou serem influenciados pela associa¢dao. Desta
forma estes genes podem ser selecionados para estudos de expressdao génica ou como
marcadores moleculares de interacao eficiente. Os genes (ScERF1, 2, 3, 4, 6, 7 e 8) foram
caracterizados filogeneticamente, revelando-se que seis deles pertencem ao subgrupo VII
(SCERF1, 2, 3, 4, 6 e 7) e SCERF8 pertence ao subgrupo VIl da familia ERF. A expressao destes
genes foi analisada pela técnica de PCR em tempo real sob estimulos bidticos e abidticos ja
descritos para a sinalizacao do etileno e possivelmente envolvidos também na interacdo. O
tecido preferencial de regulacdo dos niveis de expressdo dos ERFs foi o sistema radicular,
especialmente do gendtipo de associacdo eficiente. Os dados observados indicam que
alguns ERFs respondem diferencialmente em fungdo da espécie de endofitico inoculada
enquanto outros a patdgenos. Apesar de alguns ERFs responderem a inoculagdo com
endofiticos, esta parece sensibilizar a planta, tornando-a mais responsiva a outros estimulos,
como a inoculacdo de um patégeno ou o aumento da resisténcia a seca.

Palavras-chave: cana-de-agucar; bactérias diazotréficas; endofiticos; etileno; fatores de
transcricdo ERF; defesa; ISR; seca.

Rio de Janeiro
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ABSTRACT

TRANSCRIPTION FACTORS OF THE ETHYLENE RESPONSE PATHWAY INVOLVED IN THE
INTERACTION BETWEEN SUGARCANE (SACCHARUM spp.) AND DIAZOTROFIC ENDOPHYTIC
BACTERIA.

Pedro Henrique Borges de Figueiredo

Adviser: Adriana Silva Hermerly

Abstract da Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de Pds-graduacdao em Quimica
Bioldgica, Instituto de Bioquimica Médica, da Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ,
como parte dos requisitos necessarios a obtenc¢ado do titulo de Mestre em Quimica Bioldgica.

Bacteria that colonize sugarcane tissues are of great interest since they can promote
plant growth through nitrogen fixation, plant hormone production and induced resistance
against diseases. Data suggests that many of the benefits seen in this association come from
the plant responses to the presence of the bacteria in its tissues controlled by its genotype.
These responses also seem to be relevant to the establishment of a positive, non-pathogenic
interaction. Several regulatory pathways have already been shown to be responsive to the
association, such as the one regulated by the hormone ethylene.This work aims to
understand the regulation of the ethylene signaling pathway and its interaction with other
biotic and abiotic stimuli related to this pathway, through the study of the differential
expression of some of the transcription factors selected, in different experimental models,
for their potential involvement in the interaction. These genes can then be selected for
functional studies or as molecular markers of an efficient association. The genes (ScERF1, 2,
3, 4, 6, 7 and 8) were characterized for their phylogeny. Six of them revealed to be in the
subgroup VII (SCERF1, 2, 3, 4, 6 and 7) and one, ScERF8, to the subgroup VIII of the ERF
family. Their expression were analyzed with real time gPCR under biotic and abiotic stimuli
already shown to generate responses in the ethylene pathway and possibly involved in the
interaction. The roots seem to be the preferential tissue for the ERFs expression, especially
of the genotype with better association efficiency. Data suggests that some of the ERFs are
regulated differently by the inoculation with different endophytic bacteria, while others
when inoculated with pathogenic bacteria. Even though some ERFs respond to the
inoculation with diazotrophic bacteria, it seems that the inoculation with these
microorganisms makes the plant more responsive to other stimuli, such as more resistant to
pathogen inoculation or more tolerant to drought stress.

Key-words: sugarcane; endophytic diazotrophic bacteria; ethylene; ERF transcription factors;
defense; ISR; drought.
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1-INTRODUCAO

1.1 - Interagao cana-de-agucar e bactérias diazotroficas

1.1.1 - A cana-de-agucar

A cana-de-agucar (Saccharum spp.) € uma graminea perene de clima tropical que tem
como principal caracteristica de interesse comercial a capacidade de acumular grandes
concentragdes de sacarose em seus caules. Algumas das espécies que compreendem o
género sdo: S. barberi, S. sinense, S. robustum S. officinarum e S. spontaneum. Os cultivares
usados na agricultura sdo hibridos aneupldides e autopolipldides das duas ultimas, variando
entre 2n=100 e 2n=130 cromossomos, tornando a cana-de-acUcar uma das espécies
cultivaveis de maior complexidade genémica (Nair e cols., 1999; Grivet e cols., 2001). Os
hibridos cultivados acumulam quantidades muito superiores de sacarose em seus colmos,
mais largos e menos fibrosos, enquanto espécies selvagens como S. spontaneum
apresentam ampla resisténcia a patégenos e ao frio apesar da baixa produtividade. Outras
caracteristicas da cana-de-acgucar dificultam substancialmente as pesquisas com essa planta.
Fisiologicamente, a cana difere da maioria das plantas cultivadas por guardar a maior parte
de suas reservas energéticas em o&rgdos vegetativos (Grivet e cols., 2001). Estas
caracteristicas tornam dificeis tanto as abordagens de modelamento agrondémicas quanto o
melhoramento genético, uma vez que ferramentas como a seqUéncia do genoma e
crescente nimero de mutantes caracterizados ainda ndo estdo disponiveis em cana-de-

acucar (Inman-Bamber e cols., 2005).

No Brasil o cultivo de cana-de-acucar é feito visando basicamente dois subprodutos:
acucar e o etanol. O Brasil produziu em 2007 549.707.328 toneladas de cana-de-agucar,

equivalente a 34,6% da producdo mundial (FAO, 2009).



Devido a crescentes preocupacdes com os efeitos no aquecimento global
decorrentes da queima de combustiveis fdsseis, muitos incentivos estdo surgindo para a
utilizacdo de fontes renovaveis de combustiveis. No ano de 2009 o consumo de etanol
ultrapassou o de gasolina no Brasil (ANP, 2009). Estima-se, portanto que havera uma

crescente demanda por esse produto, elevando as pressdes por expansao da producao.

O plantio de cana devera ser melhorado ndo sé para aumentar a produtividade, mas
para reduzir o impacto ambiental, tornando o produto mais atrativo no mercado externo
sem comprometer o rico ativo ambiental brasileiro. Isto pode ser realizado com a aplicacao
de diversas técnicas que diminuam as queimadas pds-colheitas e a utilizacdo de agua,
direcionem a expansdo do cultivo para regides que n3ao comprometam a biodiversidade,
diminuam a aplicacdo de fertilizantes, pesticidas e outros insumos provenientes de fontes

fésseis, e aumentem da produtividade por hectare entre outros fatores.

1.1.2 - Bactérias diazotroficas endofiticas

Os beneficios de associacoes entre plantas e microorganismos fixadores de
nitrogénio ja sdo conhecidos, como rhizobium em leguminosas, onde existe a formacdo de
estruturas nas raizes que contém bactérias capazes de fixar nitrogénio (D’Haeze e cols.,
2002). Estudos posteriores, no entanto revelaram que existem outras formas de associacdes
entre plantas e bactérias diazotréficas, promotoras de crescimento vegetal, na qual nao
existe a formacdo de nédulos da raiz. Nessa associacdo a bactéria coloniza o espaco
intercelular de diversos tecidos de gramineas, e especialmente tecidos vasculares (Pedraza,
2008). Diversas espécies de bactérias endofiticas foram isoladas de gramineas de grande
interesse agrondmico, como milho, arroz e cana-de-agucar. Estas bactérias formam uma

associacao benéfica com a planta sendo capazes de fixar nitrogénio, sintetizar horménios



vegetais, induzir o desenvolvimento radicular, especialmente na formacao de raizes laterais
e induzir resisténcia a doencas (Olivares e cols., 2002; Oliveira e cols., 2002; Arencibia e cols.,
2006; Pedraza, 2008; Bertalan e cols., 2009). Dentre as bactérias encontradas estdo:
Gluconacetobacter  diazotrophicus, Herbaspirillum seropedicae, Herbaspirillum
rubrisubalbicans, e Burkholderia tropicalis (Baldani e cols., 1986; Cavalcante e cols., 1988;

Baldani e cols., 1992; Baldani e cols., 1996; Baldani e cols., 2000; Pimentel e cols., 2001).

Diversas evidéncias indicam que o gendtipo da planta é importante para determinar
a eficiéncia da associacdo com as bactérias diazotroficas endofiticas (Vargas e cols., 2003).
Um exemplo do papel do genétipo da planta no estabelecimento da associacdo ocorre no
reconhecimento do microorganismo por parte da planta. O genétipo de cana-de-agucar B-
4362, por exemplo, desenvolve uma doenca conhecida como estria mosqueada quando
inoculada com Herbaspirillum rubrisubalbicans (Olivares, 1997) enquanto esse mesmo
endofitico ndo é patogénico nas outras variedades de cana. Aliado a isso, a fixacdo bioldgica
de nitrogénio (FBN) se mostrou muito variavel em funcdo do gendtipo de cana-de-agucar
onde a associacdo com bactérias diazotrdficas ocorre (Urquiaga e cols., 1992). Diferentes
gendtipos de cana-de-aglcar podem apresentar taxas muito distintas de FBN: a espécie
Saccharum spontaneum L. (Krakatau) pode ter até 79% de nitrogénio proveniente de FBN,
assim como o gendtipo SP70-1143 (Saccharum spp., hibrido) que pode ter até 72%,
enquanto Saccharum barberi Jesw. (Chunee) apresenta taxas em torno de 34%, sugerindo
que existe um controle pela planta muito importante para a eficiéncia da interacao

(Urquiaga e cols., 1992).

A presenca destas bactérias nos tecidos da planta pode gerar beneficios tdo variados

como: solubilizacdo de nutrientes do solo, fixacdo de nitrogénio (Urquiaga e cols., 1992),



producdo de hormonios vegetais (James e cols., 2001), aumento da resisténcia a doencas
(Arencibia e cols., 2006) e a seca (Arzanesh e cols., 2009). A utilizacdo de inoculantes destas
bactérias em cultivo pode gerar grandes beneficios ao agricultor: menores gastos com
aplicacdo de adubo nitrogenado e pesticidas além de reducdo de perdas por seca ou
doencas sdo exemplos. Isto, no entanto depende da disponibilidade de cultivares aptos a
tirar maior proveito dos beneficios gerados pela presenca das bactérias diazotréficas

endofiticas.

1.1.3 - Gluconacetobacter diazotrophicus

Esta alphaproteobactéria microaerdbia, inicialmente isolada de tecidos de cana-de-
acucar superficialmente esterilizados, foi primeiramente classificada como Acetobacter
diazotrophicus. (Gillis e cols., 1989). A fonte de carbono preferencialmente usada nos meio
para isolamento desta bactéria é a sacarose (Dobereiner e cols., 1988), mas dados
experimentais ja mostraram que a bactéria converte sacarose em beta 1,2-oligofrutanos e

posteriormente em frutose (Hernandez e cols., 1995).

Apesar de muitos organismos serem capazes de realizar fixacdo bioldgica de
nitrogénio (FBN), foi demonstrado que G. diazotrophicus, presente em numeros iguais ou
superiores a 10° células g'1 de peso fresco (Reis e cols., 1994), fixa N, dentro dos tecidos da
cana-de-agUcar, especialmente xilema das raizes, sem causar sintomas de doenca
(Cavalcante e cols., 1988; James e cols., 1994). Tolerancia a acido, inabilidade de usar nitrato
como Unica fonte de nitrogénio e a capacidade de fixar nitrogénio na presenca de amonia
em meio com alta concentracdo de aglcares sdo algumas de suas caracteristicas marcantes.
G. diazotrophicus é suficientemente tolerante a O, para ser capaz de continuar fixando N,

em uma pO, de 4% em 10% de sacarose (Boddey e cols., 1991; Boddey e cols., 1995).



Apesar de ter sido isolada da rizosfera de cana-de-acucar (Muthukumarasamy e cols.,
2005), sua baixa taxa de sobrevivéncia (Caruso e cols., 1995) em solo e total auséncia em
amostras de solo coletadas entre fileiras de plantas sugerem um estilo de vida endofitico.
(Boddey e cols., 1991; Dong e cols., 1994; Baldani e cols., 1997). Além da FBN, outras
caracteristicas contribuem para sua importancia biotecnolégica. Um mutante nif-, contribui
com o crescimento vegetal, especialmente nas raizes, indicando que G. diazotrophicus
secreta substancias promotoras de crescimento, como o hormdnio vegetal auxina (Sevilla e
cols., 2001). Foi demonstrada a producdao de uma bacteriozima semelhante a lisozima que
inibe o crescimento do patdgeno Xanthomonas albilineans (Blanco e cols., 2005). Sabe-se
também que G. diazotrophicus possui atividade antifungica contra Fusarium sp. e
Helminthosporium carbonum (Mehnaz e cols., 2006) e promove o aumento da solubilidade

de fosfato e zinco (Saravanan e cols., 2007; Bertalan e cols., 2009).

No que diz respeito ao hospedeiro, G. diazotrophicus possui relativa especificidade,
colonizando principalmente plantas com alto teor de amido/agucar como, cana-de-agucar,
Pennissetum purpureum, batata doce (l[pomoea batatas) (Paula e cols., 1991) além do café

(Coffea arabica) (Jiménez-Salgado e cols., 1997).

O genoma de G. diazotrophicus foi seqlienciado, e genes relacionados ao modo de
vida endofitico, fixacdo de nitrogénio, promoc¢do do crescimento vegetal, metabolismo de
acUcares, sistemas de transporte, sintese de auxina e producdo de bacteriocinas foram

encontrados (Bertalan e cols., 2009).

1.1.4 — Herbaspirillum rubrisubalbicans
Agente causadora da estria mosqueada, esta betaproteobacteria, inicialmente

classificada como Pseudomonas rubrisubalbicans (Hale e cols., 1972) e posteriormente



reclassificada como H. rubrisubalbicans, foi a Unica endofitica patogénica diazotrdfica
descrita (Baldani e cols., 1996). Ambas as espécies do género Herbaspirillum podem causar
alguns sintomas em certas variedades de sorgo. Os sintomas causados por H.
rubrisubalbicans, no entanto sdo mais intensos (James e cols., 1997). H. rubrisubalbicans
também causa a doenca no cultivar susceptivel de cana-se-aglcar B-4362, origindrio de
Barbados. Nao foi detectada doenca na inoculacdo de cultivares comerciais (Olivares e cols.,
1997). A doenga da estria mosqueada é de pequena importancia econémica, afetando
poucos cultivares. A planta doente ndo morre, apenas tém sua area fotossintética reduzida

(Olivares e cols., 1997).

Recentemente foi demonstrado que esta bactéria necessita do Sistema de Secrecao
do Tipo Il (SST3) funcional para causar doenca sendo os mutantes para os genes hrpE e hrcN
incapazes de causar patogenicidade em folhas de Vigna e no cultivar susceptivel B-4362
(Schmidt, 2009). O genoma parcial desta bactéria estd disponivel pelo GENOPAR

(www.genopar.org).

Assim como G. diazotrophicus, H. rubrisubalbicans ndao pode ser isolado do solo,

sugerindo um modo de vida endofitico (Baldani e cols., 1996).

1.1.5 - Modelos de estudo da associacdo

Uma vez que a propagacdo da cana-de-aclcar é feita vegetativamente e as bactérias
endofiticas sdo levadas para a proxima geracdo, uma forma de estudar a os mecanismos de
sinalizacdo da planta envolvidos na associacdo ¢é germinar toletes, com gemas
individualizadas em potes contendo areia e vermiculita, dando origem a novas plantulas. Os
tecidos aéreos sdao desenvolvidos rapidamente a partir da gema, enquanto raizes se

desenvolvem a partir do tolete. As raizes formadas da gema surgem apenas apds dois meses


http://www.genopar.org/

da germinacdo, geralmente depois que a planta precisa ser transferida para o solo. Durante
a germinacdo, ocorre um rapido aumento da populacdo de bactérias presente nos tecidos da
planta, semelhante a uma inoculacdo, procedido por um gradual declinio ao longo de
desenvolvimento (Mufioz-Rojas e cols., 2003). Um problema com esta abordagem é a falta
de controle em relacdo aos microorganismos presentes nos tecidos e a impossibilidade de

recuperar raizes formadas a partir da nova planta.

Para estudar a resposta da planta livre de microorganismos a inoculagcdo com cepas
especificas, foi desenvolvida a técnica de inoculacdo de culturas in vitro de meristemas
estéreis micropropagados (James e cols., 1994). Como a entrada das bactérias ocorre
predominantemente pelas raizes, a formacado destas precisa ser induzida por hormonios em
meio de cultura. Este método, no entanto envolve condicdes muito distantes das
encontradas pela planta em solo, uma vez que a planta ndo depende exclusivamente da
fotossintese como fonte de carbono nem do transporte eficiente de nutrientes para as
folhas. As raizes formadas por este método, portanto ndo sdao plenamente funcionais, e

apresentam uma massa muito reduzida.

Visto que as raizes também sdo responsaveis por abrigar o maior nimero de
bactérias diazotroficas endofiticas na planta, torna-se necessario estudar as regulagdes
génicas especificas destas, o que cria um problema: plantulas enraizadas in vitro tém raizes
em condicdes fisioldgicas muito distantes das naturais e em massa muito reduzida,
enquanto planta no campo sdo naturalmente infestadas por bactérias endofiticas e a

recuperacado de RNA de raizes no solo é extremamente ineficiente.



Faz-se necessario, portanto o desenvolvimento de um sistema onde plantulas, livres
de endofiticos, possam ser inoculadas e sua resposta estudada separadamente em raizes e

parte aérea.

1.2 - Sinalizagao hormonal de estimulos bidticos em plantas

Diferentemente da maioria dos animais, plantas sdo organismos que possuem um
desenvolvimento continuo, novos érgdos e tecidos sdao gerados durante toda a vida do
individuo. As plantas utilizam desta caracteristica para responder a estimulos diversos. Por
serem capazes de produzir novos 6rgaos, plantas podem “abdicar” de partes doentes para
impedir o avango de uma doenga, estimular ou suprimir o desenvolvimento de outros de
acordo com disponibilidade de recursos e condi¢cbes climaticas. Sendo assim, o
desenvolvimento vegetal estd intimamente ligado as respostas contra patdgenos e estresses
abidticos. Para tal, é necessdaria a acdo de diversas vias regulatérias capazes de perceber os

estimulos, e induzirem a resposta apropriada (Penninckx e cols., 1998; Memelink, 2009).

Os vegetais dispéem de uma gama de moléculas responsaveis por sinalizar os
diferentes estimulos bidticos e abidticos e realizar o balanco entre desenvolvimento e
protecdo; dentre eles estdo os hormonios vegetais, como auxinas, giberelinas, acido
abscisico, etileno, citocininas, acido jasmonico, entre outros. A sinalizacdo destes diferentes
estimulos pode ocorrer de maneira integrada e as vias costumam se intercomunicar, unindo
estimulos bidticos e abidticos a respostas fisiolégicas e de desenvolvimento (Etheridge e

cols., 2005; Fujita e cols., 2006; Ruzicka e cols., 2007; Chung e cols., 2008).

1.2.1 - O etileno na sinalizagao de estimulos biéticos
Contrastante com a simplicidade da molécula de etileno, as redes regulatérias

envolvidas na sinalizacdo e resposta a esse hormoénio sdo de grande complexidade,



principalmente por interagir com diversas outras sinalizagdes hormonais (Stepanova e cols.,
2009). A participacdo do hormonio vegetal etileno ja foi observada na germinacéo,
desenvolvimento de pélos nas raizes, senescéncia floral, abscisdo e amadurecimento da
fruta, producdo de auxinas e aumento da divisdo de células meristemdticas nas raizes
(Johnson e cols., 1998; Swarup e cols., 2007; Ortega-Martinez e cols., 2007; Ruzicka e cols.,

2007; Bapat e cols., 2010).

Na interacdo com microorganismos benéficos, ja foram descritos dois papéis para a
via de resposta ao etileno: o controle do nimero de corddes de infeccdo nas raizes por
rhizobium (Iniguez e cols., 2005; Vernie e cols., 2008) em leguminosas e a inducdo de defesa
sistémica promovida por RPCV (Rizobactérias Promotoras de Crescimento Vegetal) ou FPCV
(Fungos Promotores de Crescimento Vegetal) (Kloepper e cols., 2004; Van Loon e cols., 2006;

Pozo e cols., 2007).

No modelo rhizobium, o etileno inibe a quantidade de bactérias nos ndédulos, ao
mesmo tempo em que aumenta o numero destes e induz formacdo de raizes laterais (Vernie
e cols., 2008; Lohar e cols., 2009). Acredita-se que o etileno seja responsavel pela ativacdo
de genes de defesa durante este tipo de associacdao benéfica para limitar o consumo de
acucares da planta por parte de bactérias fixadoras de nitrogénio (Lohar e cols., 2009).
Mutantes de M. truncaluta insensiveis a etileno sao super-infectadas por seus simbiontes

(Penmetsa e cols., 1997) assim como Lotus japonicus (Lohar e cols., 2009).

Uma das conseqiiéncias da associacdo de plantas com RPCV ou FPCV é a inducdo de
um tipo de resisténcia sistémica mediada por etileno e dcido jasmodnico, capaz de proteger a
planta contra uma ampla gama de patégenos (Ton e cols., 2002; Van der Ent e cols., 2008;

Segarra e cols., 2009). Este tipo de resposta ja foi verificado em diversas espécies de plantas.
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Algumas RPCV ja descritas sdo espécies ndo-patogénicas de Pseudomonas spp. e Bacillus
spp. (Van Loon e cols., 1998; Kloepper e cols., 2004; Van Loon e cols., 2006). Esta sinalizacao,
no entanto ndo ocorre pelo aumento dos niveis de etileno, mas da sensibilidade da planta ao

hormonio (Pieterse e cols., 2000; Van der Ent e cols., 2009).

1.2.2 - Etileno na Resisténcia Sistémica Induzida

As plantas possuem duas formas de acionar mecanismos sistémicos e duradouros de
defesa contra patdgenos, chamadas de RSA (Resisténcia Sistémica Adquirida) e RSI
(Resisténcia Sistémica Induzida). Estas respostas possuem algumas diferencas claras. RSA é
uma resposta sistémica, mediada por acido salicilico (AS), a um contato pontual com um
patdgeno e pode ser ativada pela aplicacdo de AS na planta. RSI é uma resposta sistémica,
induzida por um microorganismo ndo patogénico da rizosfera, dependente das vias de
etileno e jasmonato funcionais na planta e ndo é ativada pela aplicacdo destas moléculas

sinalizadoras (Knoester e cols., 1999; Pieterse e cols., 2000).

A funcionalidade da resposta do tipo RSI foi verificada contra fungos, bactérias e virus
em Arabidopsis thaliana, feijdo, cravo, pepino, rabanete, tabaco e tomate, mesmo com a
separacdo espacial entre bactérias indutoras e patdgenos (Knoester e cols., 1999; Heil e
cols., 2002). As cepas de bactérias diferem em sua capacidade de induzir esse tipo de
resposta em diferentes espécies de plantas assim como diferentes plantas mostraram
variacdo na expressao de RSI dependendo da inocul¢do com cepas especificas (Van der Ent e
cols., 2009). As moléculas indutoras desse tipo de resposta podem ser flagelina,
lipopolissacarideos e siderdforos. Algumas rizobactérias induzem resisténcia através de vias
dependentes de etileno e jasmonato (Vallad e cols., 2004). Ndo é observavel nenhuma

alteracdo consistente na planta sob estado induzido, mas estas respondem de forma mais
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rapida e intensa quando inoculadas com patdgenos. RSI é funcional em condi¢des de campo
e oferece um mecanismo natural de resisténcia a doencas (Van Loon e cols., 1998; Van Loon

e cols., 2006).

A via de RSI também atua no controle da populacdo de duas espécies de endofiticos
estudadas em Medicago truncaluta: Klebsiella pneumoniae e Salmonella typhimurium,
enguanto a via de resposta a AS foi capaz de reduzir apenas Salmonella typhimurium
(Iniguez e cols., 2005). Esta via também se mostrou menos eficaz contra bactérias deficientes

em componentes dos flagelos e sistema de secrecdo do tipo lll (Iniguez e cols., 2005).

1.2.3 - Etileno na integragao de estimulos bidticos e abidticos

Plantas sob estresse hidrico tém elevada sintese de etileno, que age como regulador
negativo do crescimento e causa a senescéncia. O principal antagonista da sintese do etileno
é outro hormonio vegetal, o acido abscisico (ABA) (Anderson e cols., 2004) descrito como o
principal sinalizador de estresse hidrico. O ABA induz a expressao de genes relacionados a
estresse hidrico e reprime genes relacionados a sinalizacdo por etileno (Huang e cols., 2008),
muitas vezes atuando como um regulador negativo da defesa contra patégenos (Mauch-
Mani e cols., 2005). Foi descrito que a sinalizacdo por ABA sobrepde os sinais regulados por
etileno (Fujita e cols., 2006). A influéncia negativa do estresse hidrico sobre a resisténcia
contra patdégenos ja é bem conhecida, mas pouco é sabido sobre a interacdao entre
gramineas e bactérias diazotréficas. Plantas inoculadas com estas bactérias podem inclusive
se tornarem mais resistentes ao estresse hidrico (Casanovas e cols., 2002), evidenciando a
ligacdo entre estimulos ambientais e a interacdo benéfica planta-microorganismo. No
modelo de rizébio, no entanto, o hormoénio ABA tem atividade semelhante ao etileno e ao

jasmonato, regulando a nodulagdo e limitando a infec¢do por bactérias (Ding e cols., 2008).
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1.2.4 - A via de resposta ao etileno
Os receptores de etileno sdo codificados por uma familia génica e estdo localizados
na membrana do reticulo endoplasmatico (Etheridge e cols., 2005) onde agem como
reguladores negativos da via de sinalizacdo ao etileno (Figura 1). Na auséncia do hormonio
os receptores mantém a proteina CTR1 (Constitutive Triple Response) em seu estado ativo,
inibindo ativamente a cascata de sinalizacdo através da inibicdo do transportador EIN2
(Ethylene Insensitive). Na presenca do etileno, os receptores inativam CRT1 permitindo a
atividade de EIN2 que por sua vez inativam as E3 ligase EBF1 (EIN3 bindig f-box) e EBF2,
permitindo a transcri¢do dos fatores de transcricdao EIN3 e ERF (Ethylene Responsive Factor)
(Etheridge e cols., 2005). A regulacdo da expressao génica dos ERFs é um ponto de encontro
das vias de sinaliza¢do do etileno e do jasmonato, que através da proteina COI1 também

induz a expressdo de proteina da familia AP2/ERF.
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Figura 1 - Esquema geral da via de sinalizagdo de resposta para o etileno. Na auséncia de etileno
(lado esquerdo da figura) os receptores mantém CTR1 no estado ativado, isto inibe os componentes
da cascata e, portanto a resposta. Simultaneamente, o fator de transcricdo EIN3 é constantemente
degradado por EBF1 e EBF2 através de ubiquitinagdo. Com a ligacdo do etileno (lado direito da
figura), o receptor CTR1 é inativado. A repressdo da cascata de sinalizagdo é entdo cancelada,
permitindo a ativacdo dos fatores de transcricdo EIN3/EIL e ERF1. O etileno promove também o
acumulo de EIN3 pela repressdo de EBF1 e EBF2. (Adaptado de Etherigde e cols, 2005).
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Os fatores de transcricdo responsivos a etileno, ERFs sdo membros da superfamilia
AP2/ERF (Riechmann e cols., 2000) caracterizados por possuirem uma regido de 60 a 70
aminodcidos que compreende o dominio de ligacdo ao DNA AP2 (Nakano e cols., 2006). As
proteinas da familia AP2, como APETALA2, possuem dois dominios AP2 repetidos, enquanto
as proteinas da familia ERF apenas um (Nakano e cols., 2006). J& foi demonstrada a
participacdo destas proteinas na regulacdo transcricional de diversos processos biolégicos

como desenvolvimento e resposta a estimulos ambientais (Hattori e cols., 2009).

O seqguienciamento do genoma de A. thaliana (Arabidopsis Genome Initiative, 2000)
revelou 145 genes com o dominio AP2, sendo que 121 (83%) sdao da familia ERF (Sakuma e
cols., 2002), a maioria ainda com funcdo desconhecida. Uma revisdo filogenética mais
recente classificou 122 membros da familia ERF em Arabidopsis em 12 subgrupos (1, II, llI, IV,
V, VI, VI-L, VII, VIII, IX, X e Xb-L) e 139 em arroz foram classificados 14 subgrupos (I — XIV),
revelando a divergéncia genética entre os subgrupos e a presenca de dominios conservados

entre os membros de cada subgrupo (Nakano e cols., 2006).

A busca por fatores de transcricdo envolvidos com a resposta de defesa revelou que
12% dos fatores de transcrigao co-regulados pela inoculagao de A. thaliana com Alternaria
brassicicola ou tratamento com MelA (metil-jasmonato) sdo da familia AP2/ERF, sugerindo
que estas proteinas sdo um provavel elo entre a sinalizagdo de etileno e jasmonato

envolvida na resposta a patégenos (McGrath e cols., 2005).

Além de desenvolvimento e defesa, as ERFs também podem estar envolvidas com
sinalizacdo de estresse abidtico como seca, frio e estresse osmético (Cheong e cols., 2003;

Zhu e cols., 2003; Yi e cols., 2004; Welsch e cols., 2007; Wu e cols., 2008).
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1.3 - A sinalizagdo do etileno e a intera¢ao de cana-de-aglcar — bactérias diazotréficas
endofiticas
O projeto SUCEST foi uma iniciativa de uma rede de laboratdrios no Brasil para o
seqlienciamento do transcriptoma da cana-de-acgucar (Vettore e cols., 2003). Um banco de
dados com as seqliéncias de ESTs (Expressed Sequence Tags) foi montado a partir de 37
bibliotecas, dentre elas, plantas inoculadas com as bactérias diazotréficas Gluconacetobacter
diazotrophicus e Herbaspirillum rubrisubalbicans. (Vettore e cols., 2001). Buscas neste banco
de dados geraram informacdo sobre diversos genes preferencialmente ou exclusivamente
expressos durante a interagdo com os endéfitos. Os genes identificados estdo envolvidos em
diversos processos como: metabolismo de nitrogénio, desenvolvimento, homdlogos de
nodulinas e vias de sinalizacdo do tipo LRR-quinase e do etileno. Alguns ainda tém sua
funcdo desconhecida, podendo vir a ser genes novos de atividade exclusiva nesta associa¢do

(Nogueira e cols., 2001; Vinagre e cols., 2005; Cavalcante e cols., 2007).

Buscas por genes preferencialmente expressos em bibliotecas de plantulas
inoculadas com bactérias endofiticas identificaram alguns genes da via do etileno, em
especial um receptor, denominado ScER1 e dois fatores de transcri¢cao responsivos a etileno
(ERF) chamados de ScERF1 e ScERF2 (Cavalcante e cols., 2007). ESTs identificados no banco
de dados do SUCEST foram utilizadas para a montagem de uma membrana de macroarray
para avaliar a expressdo diferencial entre dois gendtipos com maior e menor eficiéncia na
FBN: SP70-1143 e Chunee (S. barberi) respectivamente. Este experimento revelou outras

duas ERFs: SCERF3 e SCERF4, mais expressos no gendtipo ineficiente (Cavalcante, 2006).

Um terceiro estudo evidenciou a atuacao da via do etileno na indugdo da resisténcia

contra a bactéria patogénica, causadora da escaldadura da folha, Xanthomonas albilineans
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por G. diazotrophicus (Arencibia e cols., 2006). A técnica de cDNA-AFLP foi utilizada para
obtencdo de fragmentos diferencialmente expressos entre plantas inoculadas com ambas as
bactérias. Dos 47 fragmentos, 12 (25%) mostraram-se pertencer a via do etileno: dois
possiveis receptores e 10 possiveis ERFs, levando a crer que G. diazotrophicus seja capaz de
induzir uma resposta semelhante a RSI na cana-de-agucar, conferindo resisténcia a alguns

patdgenos, através da via regulatéria do etileno.

Uma vez que a resposta mediada por etileno, amplamente conhecida por sinalizar
defesa contra patégenos, parece também estar associada a interacdo, é provavel que ela
cumpra o papel de regular o nimero de células bacterianas nos tecidos da planta,
impedindo o consumo excessivo de aclcares, e multiplicacdo descontrolada, que pode
causar o aparecimento de doenca. E de grande interesse, portanto estudar o papel desta via
na associagdo uma vez que esta pode se tornar um instrumento para a diminui¢ao da

utilizacdo de pesticidas e adubos nitrogenados, melhorando a produtividade das culturas.

A EMBRAPA ja comercializa inoculantes destas bactérias como adubo biolégico, mas
os ganhos em plantios diferentes de cana sdo inconsistentes. A eficiéncia da associacdo
parece depender do cultivar de cana e do solo utilizados (Baldani e cols., dados nado
publicados). Uma vez que a via do etileno, bem como alguns dos genes envolvidos na
interacdo, também parecem responder a estresse hidrico (Wang e cols., 2004; Wu e cols.,
2008; Zhang e cols.,, 2010), é possivel que estes genes estejam envolvidos na rede

regulatdria endofiticos — patégeno — estresse hidrico.
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1.4 Estudos prévios
Na busca por genes envolvidos no mecanismo de reconhecimento e estabelecimento
de uma interacdo eficiente entre a cana-de-aclcar e bactérias diazotréficas endofiticas, o
projeto de pesquisa no qual este trabalho se encontra inserido identificou a regulacdao
transcricional de fatores de transcricao responsivos a etileno em trés modelos experimentais
diferentes: ScERF1 (TC91393) e ScERF2 (TC92596) foram identificadas como
preferencialmente expressas em bibliotecas de plantulas inoculadas do projeto do
transcriptoma de cana-de-agucar (Cavalcante e cols., 2007), SCERF3 (TC80350) e ScERF4
(TC72998) foram identificadas como preferenciais de raizes (Cavalcante, 2006), e ainda
outros trés fragmentos diferencialmente expressos, denominados nesse trabalho de ScERF6
(TC74504), ScERF7 (TC98673) e ScERF8 (TC91554) foram identificados através de uma
andlise de cDNA-AFLP de plantulas protegidas por G. diazotrophicus da doenga causada pela
inoculacdo do patdgeno X. albilineans. (Arencibia e cols., 2006). Também foi identificado no
SUCEST um cluster homdlogo aos ERFs de cana-de-aclcar, chamado ScERF5 (Cavalcante,
2006), mas que por ndao demonstrar regulacdo, na associacdo, ou preferencial em algum

tecido nao foi incluido neste estudo.

A complexidade gendmica dos cultivares comerciais de cana-de-agucar, aliada ao
grande tamanho da familia génica das proteinas AP2/ERF leva a um numero grande de
possibilidades funcionais para estes genes. Torna-se relevante, portanto, identificar os
subgrupos aos quais estes genes podem pertencer para tentar inferir possiveis funcgdes
bioldgicas. Uma vez que o principal mecanismo conhecido de regulacdo da expressdo de
ERFs é através da transcricdo promovida por fatores como EIN3 (Figura 1) (Etheridge e cols.,
2005; Stepanova e cols., 2009), o estudo da expressdo dos ERFs através da quantificacdo de

RNAmM é uma boa maneira de avaliar a expressao destes genes.
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2 — OBJETIVOS

2.1 - Objetivo Geral
Caracterizar a regulacdo de fatores de transcricdo ERF, da via de resposta ao etileno,
na associacdo entre cana-de-aclcar e bactérias diazotréficas endofiticas visando identificar

possiveis marcadores moleculares para interacao eficiente.

2.2 - Objetivos especificos

e Classificar filogeneticamente sete ERFs de cana-de-agucar selecionadas, responsivas a
interacdo com bactérias diazotréficas endofiticas.

e Avaliar a participacdo desses ERFs na via de resposta ao etileno e em resposta a
sinalizadores de RSI.

e Caracterizar a regulacdo da expressao génica dos sete ERFs em plantas inoculadas
com diferentes bactérias diazotroficas endofiticas benéficas, comparando o padrao
de resposta a bactéria ndo-patogénica (G. diazotrophicus), com a resposta a bactéria
com potencial patogénico (H. rubrisubalbicans) e seus mutantes ndo patogénicos.

e Comparar a regulacdo da expressao génica dos sete ERFs em plantas inoculadas com
bactérias diazotréficas endofiticas benéficas e bactéria patogénica (X. albilineans).

e Estudar a regulagdo da expressao dos sete ERFs durante a promogdo da defesa por G.
diazotrophicus contra X. albilineans.

e Verificar a resposta destes genes ao estresse do tipo abiético através da inducdo de
um estresse osmatico.

e |Investigar o padrdo de expressao das sete ERFs durante fases do desenvolvimento da

cana-de-acgUcar propagada vegetativamente.
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Investigar diferencas de regulacdo da expressdao génica dos sete ERFs durante o
desenvolvimento vegetal, em gendtipos que se associam eficiente (SP70-1143) e
ineficientemente (Chunee) com as bactérias diazotroéficas.

Aprimorar o sistema de inoculacdo de cana-de-aglcar com bactérias endofiticas, para
obter condi¢cdes mais préximas do estado fisiolégico da planta e amostras

fisiologicamente significantes de raiz.
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3 — MATERIAIS E METODOS

3.1 - Analise das seqiiéncias dos ERFs

Seqliéncias deduzidas de aminoacidos foram analisadas usando BLAST2seq (Tatusova
e cols., 1999) para determinar a porcentagem de similaridade entre as seqliéncias. Os
programas Pfam (Bateman e cols., 2004) e SMART (Letunic e cols., 2004) foram utilizados

para identificar as estruturas dos dominios protéicos.

Alinhamentos de seqiéncias foram realizados utilizando o programa CLUSTALX
(Thompson e cols., 1997). Analises fildgenéticas foram conduzidas usando a versdo 4 do
programa MEGA (Kumar e cols., 2001) baseado no método de Neighbor-Joining. O teste de
bootstrap (2000 réplicas) foi utilizado para acessar a confiabilidade dos ramos gerados. A

visualizacdo das arvores filogenéticas foi feita utilizando o programa Tree Explorer do MEGA.

3.2 — Preparag¢ao do material vegetal

3.2.1 — Micropropagacao e enraizamento de plantas de cana-de-agticar crescidas in vitro
Plantas de cana-de-aguUcar das variedades SP70-1143, livres de microorganismos,
obtidas por cultura in vitro de meristemas estéreis, foram fornecidas pela COPERSUCAR

(Piracicaba, SP), para micropropagacdo e enraizamento em cdmara de crescimento vegetal.

Para a micropropagacdo vegetativa, perfilos das plantas foram separados
individualmente e colocados em recipientes de vidro com meio de multiplicacdo Meio MS
(Murashige e cols., 1962), 2% de sacarose, 150 mg/L de acido citrico, com pH ajustado para
5,7 com NaOH. Apds esterilizacdo em autoclave por 15 minutos a 120 °C, 1 atm, adicionou-

se os reguladores de crescimento: cinetina a 0,1 mg/L, e 6-benzilaminopurina a 0,2 mg/L. As
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plantas permanecem durante aproximadamente um més no meio até terem em torno de 10

cm de altura e uma média de 10 perfilos.

Para o enraizamento, os perfilos das plantas cultivadas in vitro foram separados
individualmente e colocados em recipientes de vidro contendo meio de enraizamento Meio
MS (Murashige e cols., 1962), 2% de sacarose, 150 mg/L de acido citrico, com pH ajustado
para 5,7 com NaOH. Apds esterilizacdo em autoclave por 15 minutos a 120°C, 1 atm,
adicionou-se os reguladores de crescimento: cinetina a 0,1 mg/L, e acido indolbutirico a 0,2
mg/L. As plantas permaneceram durante aproximadamente um més no meio até terem

cerca de 10 cm de altura, 4-6 perfilos e o sistema radicular desenvolvido.

Todas as plantas foram mantidas em camara de crescimento vegetal a 26 + 2°C com
uma irradiancia de 60 mmol fétons m™ s por 12 h por dia, provido por lampadas do tipo

branca-fria.

3.3 — Tratamentos das plantas com microrganismos

3.3.1 - Inoculagdo das plantas de cana-de-agucar propagadas in vitro

As plantas multiplicadas in vitro, livres de microorganismos, provenientes do meio de
enraizamento, foram transferidas para um meio de multiplicacdo diluido 10 vezes, sem
hormoénios, e mantidas por uma semana até o momento das inoculagbes. Bactérias
Gluconacetobacter diazotrophicus (estirpe PAL5) foram cultivadas em meio DYGS (2 g/L de
glicose, 1,5g/L de peptona, 2,0 g/L de extrato de levedura, 0,5 g/L de K;HPO,, 0,5 g/L de
MgS04.7H20 e 1,5 g/L de acido glutamico, pH 6,0) sob agitacdo (120 rpm) a 28 - 30 °C. As
cepas de H. rubrisubalbicans M1, TSN e TSE foram crescidas nas mesmas condicdes descritas

acima, porém o meio DYGS foi acrescido de 5 g/L de acido malico. G. diazotrophicus foi
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fornecida pelo Dr. Ivo Baldani, EMBRAPA, CNPAB, Seropédica, R] e as cepas de H.

rubrisubalbicans pelo Dr. Fabio de Oliveira Pedrosa, UFPR, Curitiba, PR.

Na inoculagdo foram utilizadas 150 pl de bactérias em uma DOgy de 0,6. As
inoculagdes foram realizadas em fluxo laminar no meio de cultura dentro dos recipientes
onde a planta foi cultivada. As plantas controle foram inoculadas com o meio de cultura de
bactéria sem bactéria. As plantas pertencentes ao grupo controle sofreram os mesmos
tratamentos, com meio de cultura estéril. Todas as plantas foram mantidas por uma semana

em co-cultivo na cdmara de crescimento vegetal apds as inoculagdes.

3.3.2 —Inocula¢ao com patégenos

Plantas de cana-de-agucar da variedade SP70-1143 multiplicadas in vitro, livres de
microorganismos, provenientes do meio de enraizamento, foram transferidas para um meio
de multiplicacdo diluido 10 vezes, sem hormobnios, e mantidas por uma semana até o
momento da inoculacgdo. Esta foi conduzida a partir da abertura de feridas nas raizes e no
cartucho foliar, seguida de imersdo das plantas em meio de cultura contendo bactérias da
espécie Xanthomonas albilineans (responsavel pela doenca da escaldadura foliar) em fase
exponencial de crescimento com DOggg 0,6. O meio utilizado para a Xanthomonas albilineans
foi o meio Willbrink (Dye, 1980). Apds as inoculagbes as plantas foram mantidas na casa de
vegetacao por 7 dias. As plantas coletadas foram imersas em nitrogénio liquido e mantidas

em -80 °C até o momento da extracdo de RNA.

3.3.3 —Inoculagao de plantas multiplicadas in vitro em meio hidroponico
As plantulas multiplicadas in vitro livres de microorganismos provenientes do meio

de enraizamento tiveram novamente seus perfilos separados e foram transferidas para uma
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calha contendo meio Hoagland 0,5 x, onde suas raizes ficaram imersas e a parte aérea sob

uma cobertura pldstica para aclimatacao por 15 dias. O meio foi trocado a cada semana.

Apds o periodo de aclimatagdo, as plantas, ja com sistema radicular funcional
desenvolvido, foram inoculadas com G. diazotrophicus (PAL5), cultivada em meio DYGS,
através de pequenos cortes nas raizes, submersdao em meio contendo DOgqg 0,6 por 5 min.

As plantas do grupo controle sofreram o mesmo tratamento com meio estéril.

A inoculacdo com X. albilineans, estirpe serobarl (responsavel pela doenca da
escaldadura foliar), cultivada em meio Willbrink (Dye, 1980) foi realizada por pequenos
cortes nas folhas, injecdo na regido meristematica e submersdao meio contendo a bactéria

DOggo 0,6 por 5 min.

Sete dias apds a inoculagdo, as raizes foram separadas da parte aérea e ambas

congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em freezer a -80 °C até a extracdao de RNA.

3.3.4 — Detecgdo de bactérias colonizando tecidos da planta

A confirmacdo do sucesso da inoculagcdo cruzada com G. diazotrophicus e X.
albilineans em plantas de cana-de-agucar foi medido através de reagdo de PCR utilizando
oligonucleotideos especificos para genes de cada uma das espécies de bactérias. Para X.
albilineans, foram feitas reacdes de Nested PCR, e os pares de oligonucleotideos utilizados
para amplificar o gene albl foram:
- XaAlb2-f3 (CACACACACAATACAGCATTGCGG) e - XaAlb2-r3 (CCCAACTTACTTGAGGCTATGG),
na primeira reacdo, e XaAlb2-f4 (CTTCTGCAGCTTGCTCGTC) e XaAlb2-r4

(GCTCAGTTACGCTCAGCTAATC), na segunda reacao.
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Para Gluconacetobacter diazotrophicus, foram feitas reacbes de PCR utilizando
oligonucleotideos que amplificam o DNA ribossomal 23S: Ad (TGCGGCAAAAGCCGGAT) e
HerbaGd (GTTGGCTTAGAAGCAGCC).

As reacdOes secunddrias foram realizadas usando uma diluicdo de 40 vezes do produto
do PCR primario. As condi¢des das reacbes foram: desnaturacdo a 94°C por 4 min; 31 ciclos
de 94 °C por 30 s, 55 °C por 30 s, e 72 °C por 1 min; e extensao final a 72 °C por 3 min. Os
produtos de PCR foram entdo submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% e

visualizados com brometo de etidio em luz ultravioleta.

3.4 — Tratamentos das plantas in vitro com etephon e jasmonato

Plantas in vitro livres de microorganismos, enraizadas, foram transferidas para um
meio de multiplicacdo sem hormonios, diluido 10 vezes, e mantidas neste meio por sete dias
a 28 + 2 °C, com um fotoperiodo de 12 horas. Apds este periodo, as plantas foram tratadas
de quatro formas diferentes: com 20 uM de etephon, um composto que, adicionado ao
meio, libera etileno; este hormdénio combinado com 100 uM de acido jasménico; 100 uM de
acido jasmonico, e este hormonio combinado com 1 mM 4cido salicilico. Apds 10 horas de
tratamento a uma temperatura de 28 £ 2°C, com um foto periodo de 12 h, todas as plantas
foram congeladas em nitrogénio liquido e mantidas a =70 °C para subseqliente extracdao de

RNA.

3.5 — Tratamentos de estresse osmatico

Plantas in vitro, livres de microorganismos, enraizadas, foram transferidas para um meio de
multiplicagdo sem hormoénios, diluido dez vezes, e mantidas neste meio durante sete dias. Apds este
periodo, as plantas foram transferidas para meio sem hormonio, diluido dez vezes com 500 mM de
D-mannitol. Apds o tempo de cada tratamento, as plantas foram congeladas em nitrogénio liquido e

mantidas a =70 °C para subseqiiente extracdao de RNA.
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3.6 — Extragao de RNA
O RNA total foi extraido a partir do material coletado em nitrogénio liquido e
mantido a -70 °C, seguindo o método descrito por Logemann e cols., 1987. Todas as solucdes

foram previamente tratadas com DEPC 0,1% durante 16 horas.

O material foi macerado em nitrogénio liquido e transferido para eppendorfs de 1,5
mL contendo 500 pl de um tampao de extra¢do (200 mM Tris-Cl pH 7,5; 100 mM LiCl; 5 mM
EDTA; SDS 1%), 250 ul de fenol e 250 ul de cloroférmio. A mistura foi agitada por 1 min e
centrifugada a 20.000x g por 15 min. A fase aquosa foi transferida para um novo tubo,
contendo 250 pl de fenol e 250 ul de cloroférmio. A nova mistura foi agitada por 1 min e
centrifugada a 20.000 g por 15 min. A fase aquosa foi transferida para um novo tubo, ao qual
foi adicionado 1 volume de 6 M LiCl DEPC, e deixada a 4 °C por aproximadamente 16 horas.
O sobrenadante foi descartado, e o precipitado foi ressuspendido com 1 mL de 3M LiCl DEPC
e centrifugado a 20.000x g por 15 min. O sobrenadante foi novamente descartado e o
precipitado ressuspendido em 250 ul de H,0 destilada DEPC, ao qual foram adicionados 25
pl de 3 M NaOAc DEPC e 550 pl de etanol absoluto. A mistura foi incubada a -70 °C por 30
min, e, entdo, centrifugada a 20.000x g por 15 min. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi lavado com uma solugdo 70% etanol DEPC, sendo depois centrifugado a
20.000x g por 5 min. A solucao de etanol foi descartada e o RNA precipitado foi finalmente

ressuspendido em 50 ul de H,0 destilada DEPC.

Antes da sintese do cDNA, os RNAs totais foram tratados com DNAsel, para se livrar
de qualquer contamina¢ao com DNA gendmico. Os RNAs foram incubados com 0,5 u de
DNAse pg' de RNA, no tamp3o da enzima (200 mM Tris-Cl pH 8,3, 500 mM KCl, 25 mM

MgCl,, DEPC 0,1 %), a 37 °C por 10 min. O RNA foi, entdo, purificado pela adicdo de um
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volume de fenol e centrifugacdo a 20.000x g por 10 min. A fase aquosa foi transferida para
um novo tubo, ao qual foi adicionado 1 volume de cloroférmio. Foi realizada nova
centrifugacdo a 20.000x g por 10 min; apds o que, a fase aquosa foi transferida para um
novo tubo. O RNA foi entdo, precipitado, pela adicdo de um décimo do volume de 3 M
NaOAc DEPC e 2 volumes de etanol absoluto, seguido de incubacdo a -70 °C por 20 min e
centrifugacdo a 20.000x g por 20 min. O sobrenadante foi descartado e o RNA precipitado
foi lavado com uma solugao 70% etanol DEPC; sendo apds ressuspendido em 40 pl de H,0
destilada DEPC. O RNA foi quantificado, assim como sua pureza foi estimada, pela sua DOgg
em espectrofotémetro, nos comprimentos de onda de 260 e 280 nm. A integridade do RNA
foi avaliada em gel de agarose. As solu¢des DEPC foram tratadas com DEPC 0,1 % por 16 h a

temperatura ambiente, sendo, em seguida, autoclavadas.

3.7 - Sintese de 12 fita de cDNA

A primeira fita de cDNA foi sintetizada usando o “TagMan First-Strand cDNA
Synthesis Kit” da Applied Biosystems, em reagdes com volume final de 30 pl, de acordo com
o fabricante. 600 ng de RNA total foram desnaturados, a 65 °C por 10 min, e adicionados a
uma miistura contendo tampdo (TagMan RT Buffer) 1X, MgCl, 5.5mM, dNTPs 2mM,
oligonucleotideo randémico 6-mer, 2,5mM, RNAse Inhibitor 0,4 U/uL e MultiScribe® Reverse
Transcriptase 1,25 U/uL, e incubados a 25°C por 10 min seguindo para 48 °C por 30 min e 95

°C por 5 min. Os cDNAs sintetizados foram entdo avolumados com dgua para 120 pl.

As primeiras fitas de cDNA devem ser normalizadas quanto a concentracdo, para que
as reacOes de RT-PCR sejam comparaveis. Uma vez que o cDNA foi sintetizado com um Kit,
se partirmos exatamente da mesma concentracdo de RNA e as rea¢cbes forem disparadas ao

mesmo tempo, a diferenca no produto final é realmente muito pequena. Entretanto, é
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muito dificil determinar a concentracdo exata de cDNA sintetizado sem uma purificacdo
prévia, uma vez que muitos fatores, tais como presenca de nucleotideos livres e enzimas,
interferem na quantificacdo. A 12 fita de cDNA sintetizada foi, portanto diretamente utilizada

na reagao de PCR em tempo real.

3.8 — RT-PCR em tempo real

O RT-PCR em tempo real foi realizado com o kit SYBR Green PCR Master Mix, da
empresa Applied Biosystems, conforme as recomendagdes do fabricante. Os primers usados
foram desenhados na regido 3’ ndo traduzida dos genes ScERF1, SCERF2, SCERF3, ScERFA4,
SCERF6, SCERF7 e ScERF8 utilizando o software PrimerExpress da AppliedBiosystems:
ScERF1.fwr (5 TCGACGGCTCTGTGTTCTGA -3’) e ScERF1l.rev (5=
AACCAATAAACAGAGTAACCGAGTAGAAG-3"); ScERF2.fwr (5-CTGCTGTACTTAGCAGCAAGC-
3) e ScERF2.rev (5'-TGTGACACCCGACCTAACAC -3’); ScERF3.fwr (5'-
GCTGAAGCACGCAGGATTC-3') e ScERF3.rev (5’-TGGTGCATCAGGAAAGTTAACCT-3');
ScERF4.fwr (5’-GCTGAAGCACGCAGGATTC-3’) e ScERF4.rev (5’-
TGGTGCATCAGGAAAGTTAACCT-3’);  ScERF6.fwr  (5-CCGTGCAGTAGCTGTGGTAT-3") e
SCERF6.rev (5'-CCAGGCCCAATGTGTACTTA -3°); SCERF7.fwr (5'-TGATTGGGAAGCGAGTTTGAG-
3" e ScERF7.rev (5'-TACAGTCCAGCAGGCATAGG-3'); ScERF8.fwr (5’-

TTCGGTACGCTCTTGTTCGA-3’) e SCERF8.rev (5-TCCCCAGCGGAAAAACTATTT-3’).

A reacdo foi feita em uma placa de 96 pogos (MicroAmp Optical 96-Well Reaction
Plate, da empresa Applied Biosystems). Em cada poc¢o foram colocadas 5 ul da reacdo de
primeira fita, 10 pl da solucdo mix do kit e 5 ul de uma mistura dos dois oligonucleotideos a
3,6 UM cada um. Para cada reacdo que utilizava os oligonucleotideos especificos para cada

gene, foi feita outra com oligonucleotideos especificos para o gene RNAr 28S, gene
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constitutivo em todas as células da planta. Esta reacdo foi utilizada como controle positivo e
como normalizador da quantidade de primeira-fita de cDNA utilizada nos experimentos.
Como controle negativo, foi feita uma reacdo nas mesmas condi¢cdes do controle positivo
sem o molde de primeira fita.

Os dados obtidos foram analisados para obtencdo do valor de expressao relativa

-ACt -AACt

apenas ao constitutivo (27 ) e relativa a expressdo do grupo controle (2°7) segundo a

metodologia descrita por Livak e Schmittgen, 2001.

O resultado bruto do software do PCR em tempo real é uma curva logaritmica da
intensidade de fluorescéncia na fase inicial, que se transforma, gradativamente, num platé
de saturacdo. Para determinarmos a quantidade precisa do produto de PCR, é imprescindivel
que o ponto de medicdo seja bem determinado. E preciso desconsiderar o sinal inicial, que
pode conter fluorescéncia basal. Esta é muito evidente nos ciclos iniciais, antes de haver
uma quantidade significativa do DNA amplificado. E baseado nestes ciclos que se determina
a linha de fluorescéncia béasica das amostras. O ponto de medicdo escolhido foi acima da
linha de base, ainda na fase logaritmica da curva. O ponto de medicdo determina o nimero
de ciclos necessarios para gerar a fluorescéncia no ponto escolhido. Os valores obtidos sdo
transformados para uma escala linear, utilizando-se a base 2 por serem duas fitas moldes de
DNA. O resultado obtido é a quantidade de fluorescéncia encontrada naquele determinado
numero de ciclos, em unidade arbitraria. O valor da fluorescéncia de cada amostra com os
oligonucleotideos especificos dos genes em questdo é, entdo, dividida pela fluorescéncia da
amostra correspondente com o oligonucleotideo 28S. Assim, as amostras sao normalizadas
pela quantidade de primeirafita. Depois deste cdlculo feito, divide-se o valor de cada

amostra pelo valor da amostra controle. Deste modo obtemos o valor de quantas vezes mais
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as plantas transformadas expressam os genes em questdo em relacdo ao controle do

experimento. Desta forma a fluorescéncia relativa pode ser expressa pela equacao:

Fl. Rel. = 2 (CT 28S-CT gene)

Onde, Fl. Rel. é a fluorescéncia relativa, CT 28S é a média de niumero de ciclos no
ponto escolhido do controle com 28S e CT gene é a média de numero de ciclos no ponto

escolhido do gene em questao.

Para expressao relativa dos experimentos com os controle experimentais, entao:

Fl. Rel.exp/ FI. Rel.cont

3.9 Anilise estatistica

Os dados obtidos pelos calculos dos valores de fluorescéncia das reacdes de PCR em
tempo real das réplicas técnicas distintas de todos os experimentos foram comparados
através da analise de variacdo (ANOVA) e o teste de Tukey feito no software Graphpad Prism
4.0 (GraphPad Software Inc, San Diego, CA, USA). Um valor de P <0.05 foi considerado

significante



30

4 — RESULTADOS

4.1 - Classificagao filogenética dos fatores de transcrigao responsivos a etileno (ERFs) na
interagao cana-de-agucar — bactérias diazotroficas

Foi feita uma busca pelos motivos conservados de cada subfamilia de ERFs nas
seqliéncias de proteinas deduzidas dos genes de cana-de-acUcar. A seqliéncia génica, a
seqliéncia deduzida de aminodcidos, assim como o arranjo de motivos conservados nos ERFs

identificados em cana-de-acucar sdo mostrados nas Figuras (1-8) que se seguem.
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TCTATATAAACACCACGACCAGAACACGTAAACTAACCCAAGAAAAAACTTTCTCGGAACAATGTGCGGAGGCGC
CATCCTCGCGGAGCTGATCCCGCCGACGCGGCGCGTGGCGTCGAAGCCGGTGACCGAGGGACACCTCTGGLCGGC
GAGCTCCAAGAAAGCCGGCATCGGCAGCGGCAGCAACAAGAGGCACCACCACGAATACACCGACGACGACGACTT
TGAGGCCGCCTTCGAGGAGTTCGACGACGACTTTGACGCGCACGAAGACGACGAGGACCACCCCGACCACTTCGT
GTTCTCCTCCAAATCCGCCTTCTCCCCAGCCCACGACGGGCGCGGTGCGCGGGCGGCGGCGACCCAAAGGACGAA
GCGCGGCCACCGCCAGTTCCGCGGCATCCGGCAGCGGCCCTGGGGCAAGTGGGCGGCGGAGATCCGCGACCCGCA
CAAGGGCACCCGCGTCTGGCTCGGCACCTTCAACACCGCCGAGGACGCCGCCCGGGCCTACGACGTCGAGGCCCG
CCGCCTCCGCGGCAGCAAGGCCAAGGTCAACTTCCCCGCAGCCGGCGCGLCGCGCCCGCCGCGGCAAGGGCAACCC
AAGAACCGCGCCGAAACCGCAGCAACACCATGCTGCTGCAGCACAGGCACTGCCCGCTCTGCTTCTTCGAGGAGA
GAAGGGGCAGGAAGGAGTTGCCGTGAAGCCTGAAACTATGGACACGTTCGACGTGGGCAGCTTCTTCGACATGAC
CTTCCCCACCTTCCCAGCCGTGCTGCCGCCGGCCATGGAGAGCTCCTTCGCCGGCAGCAGCGCCACGTCGGAGAC
CTGGAGCCCCGCGAAGAAGCTGAGATACGACGACGGCGACTTGTCCGAGGGCAGCGGCGGTGGCTCCGCGCTGGA
GCTCGCTGACGAGCTGTCATTCGATCCGTTTATGCTGCTGCAGATGCCTTACTCGGGCGGGTACGATTCCCTGGA
CGGCCCTTTCGCCGCAGAGGCCGTGCAGCAGGACGTGAACAACGACATGAACGGCGTCAGCCTGTGGAGCTTCGA
CGAGTTCCCCGTCGACGGCTCTGTGTTCTGACGTACCCTAGCTATCCGCTGTACTTCTACTCGGTTACTCTGTTT
ATTGGTTCAGGAAGGACGTTTGGCGTTCAACCAATCAACCCGGACGATCGATGCGGCTGATGGCGACTTGGAGAT
TATATTGCTTACTACTAGTACTATTTGCTGCCCGCCTGGTGTGTAATCATATGTGATAGTACTGCTTGGGTTTGC
TCGTTAGATTCTGCATCTGTACTGCTGCCGGCTGCCGGCCCCCTGAGAGTCAGATTGTACTCCACTCTGAATATT
TTCACCACATAATCGTTT

(B)
EEEE =1 1 PPTRRVASKPVTEGHLWPASSKKAGIGSGSNKRHHHE Y TDDDDFEAAFEEFDDDFDAHEDDE DH

PDHFVFS SKSAFSPAHDGRGARAAATQRTKRGHR JRRGIRORBNGKIAAR TRDPHKGTRVIEGTENTAEDAARAY

BVEARRIRESKARVNEPAAGARARRGKGNPRTAPKPQOHHAAAAQAL PALLLRGEKGQEGVAVKPETMDTFDVGS
FFDMTFPTFPAVLPPAMESSFAGSSATSETWSPAKKLRYDDGDLSEGSGGGSALELADELSFDPFMLLOMPYSGG
YDSLDGPFAAEAVQQDVNNDMNGY SHEIBE FPVDGSVE

(C)
P i

Figura 2 - Analise da seqiiéncia deduzida de aminoacidos de ScERF1. (A) Seqliéncia de nucleotideos
consenso entre as 45 seqiéncias expressas do cluster (SCCCRT1002D01.g) com os cddons de
iniciacdo e término sublinhados e em negrito. (B) Seqliéncia deduzida de aminoacidos codificada
pelo cDNA respectivo com os motivos CMVII-1 (vermelho), CMVII-5 (azul), CMVII-6 (cinza) e o
dominio AP2 (verde), grifados. (C) Representacdo grafica da proteina, seu dominio AP2 e motivos
identificados.
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CGAAAAGGAAAGAAAAGCTTCCAGGGCCGGAGCARAGATGTGTGGCGGTGAGATCCTCGTCGACCTCAACCCGAG
CACGCCGGCGCGCCGCATGGAGAAGCAGCGCAAGGACGACGACTTCGAGGCCGCTTTCCGGGAGTTCGATGAGGA
GGACGAGGAGATGGTGGAGTGGGACACCAAGGCCGCCCCCGCCCTTGTCTTCCGCGCCACCAAGCCCATGGCGCG
CCTGGTGCAGCAGCAGCCCGCGCCGAGCAGGCGCCGGAACCCCGCGCGGCATTACAGGGGCATCCGTTGCCGCCC
GTGGGGCAAGTGGGCTGCCGAGATCCGCGACCCCGTCAAGGGCGTCCGCGTCTGGCTCGGCACCTTCCCGALCCGC
CGAGGCCGCCGCGCTCGCCTACGACCACGCCGCGCGCAACATCCGCGGGTCCAGGGCCAAGCTCAACTTCCCCGC
CTCCTCCTCGTCCCACGGCGCCGCCGACGCCGTCATCGACCTCGTCGAGCAAGAGGAACAAGAGCAACGCGCGGE
GGTGGCGGCGGCAGCCGTCTTGAAGCACGAGGCCGCCGAGAGGAGCTCCGGCTCTGGCGCACTCCCGGACTTCTC
GTGGCAGGGTGTGTCGGCGGCGTACGACGAGGCCCCGAAGACCGAACCGGAGAGCACCGAAGACGAGGCGTCGCC
CCGGGCCTCGGGCTCCAAGGCGGATGCGCTGTTCGATGCGGTCCTCTTGGGCGACCAGCAGTTTGCCTTCTTCGA
CGCCGGCGCGCACGAATCACTGGACACCATGTTATTCAGCGTGGACGCCGTGCAGAGCAGCGCGGCCGTCGLCGGE
GGACCAGCGCATGCCGCTCTGGAGCCTCGACGACCTCGTCGAGGACAACCTGTTGTTTTAAGCTTTCGGTTGTTG
TTTTCTAGTAGTGTGTTGAGATTTTGTAAATTACGACCGTTTTGTGGAGTCTCTGCTGTACTTAGCAGCAAGCCT
GTATGTATATATCAGTAAAAATGATCTATATCAGTAACAAATTAGGTTTGGTTTAGTTTCGGGATGTGAAGTTTC
TAGGTGTTAGGTCGGGTGTCACATCGGATGTTACCTAGGGTGTTGGGATA

(B)

VDLNPSTPARRMEKQRKDDDFEAAFREFDEEDEEMVEWDTKAAPALVFRATKPMARLVQQQOPAPSRRR
NPA SSSSHGAADAVI

DLVEQEEQEQRAAVAAAAVLKHEAAERSSGSGALPDESWQGVSAAYDEAPKTEPESTEDEASPRASGSKADALED
AVLLGDQQFAFFDAGAHESLDTMLESVDAVQSSAAVAADQRMPIISISDDLVEDNLLFE

(C)

Figura 3 - Andlise da seqiiéncia deduzida de aminoacidos de SCERF2. (A) Seqliéncia de nucleotideos
consenso entre as 3 seqiéncias expressas do cluster (SCACHR1038D01.g) com os cddons de iniciacdo
e término sublinhados e em negrito. (B) Seqiiéncia deduzida de aminodcidos codificada pelo cDNA

respectivo com os motivos CMVII-1 (vermelho), CMVII-5 (azul), CMVII-6 (cinza) e o dominio AP2
(verde), grifados. (C) Representacao grafica da proteina, seu dominio AP2 e motivos identificados.
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CATTGTAATAAATTAGCTCACCTAGAACAACCCAATTGTAGTACAAATATGCAAGCACAAACTTGACTGCATTAA
GTCATTAGCCGAAGCTATCACCCACCCCTGTATCCCCCATCTCCATTGTTAGGTTCTTGGCTACAATTCTTGCCA
TGTGCGGCGGGGCCATTCTCAGTGATCTCTACTCGCCAGTTAGGCGGAAGGTTACTGCCGATGACCTATGGACAG
AGAGTGGCAGCAATAAGAGTGGGAAGAACTGGAAAAGGAAGAGTTCTTGGGAGTTTGGTGAAGACGATAACGATG
ACTTTGAGGCTGATTTCGAGGGATTTGAGGATGGTGATAGCGAGGAAGATGAGTTCCAAATGAACAGTTCGAATC
TCGTGGTGGGTTTCAATGTTCATACTGCCAAAGTGGGCAGCAGGAAGAGAAGGACACAGTATCGTGGGATCCGGC
GGCGCCCTTGGGGCAAATGGGCAGCTGAGATCAGAGACCCATGCAAGGGCGTCCGAGTGTGGCTTGGCACCTACA
GCACCGCTGAAGAGGCTGCAAGAGCCTATGACATGGCAGCCTGGCGCATACGTGGCAAGAAAGCCAAGGTGAACT
TCCCCGACGCCATCACACATCCCGAGAAACGCCACCGGGGGCGTGTGACTCGACCAGGAAAGAAGATTACGTCAC
AGGAGGTGCTGAAGCTTGACGGCACCTCTGTCGATCATGTCATCTCAGCTGGCAGCAGCACCGATGACTGACCAC
CGTCGTC

(B)

BEEEEE S D1 Y SPVRRKVTADDLWTESGSNKSGKNWKRKS SWEFGEDDNDDEEADEEGFEDGDSEEDEEQMNS SN
LVVGEFNVHTAKVGSRKRRTOYRCIRRRPNCKNAARTRDPCRGVRVILGTY STAEEAARAY DMAAWR TRGKKAKVN
FPDAITHPEKRHRGRVTRPGKKITSQEVLKLDGTSVDHVISAGSSTD

(C)

foe

Figura 4 - Andlise da seqiiéncia deduzida de aminodacidos de ScERF3. (A) Seqiiéncia de nucleotideos
consenso entre as 4 seqliéncias expressas do cluster (SCQSRT1036G02.g) com os cdédons de iniciagdo e
término sublinhados e em negrito. (B) SeqlUéncia deduzida de aminodacidos codificada pelo cDNA
respectivo com os motivos CMVII-1 (vermelho), CMVII-6 (cinza) e o dominio AP2 (verde), grifados. (C)

Representacdo grafica da proteina, seu dominio AP2 e motivos identificados.
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GACCCACGCGTCCGCGGACGCGTGGTTTCGCTCTCGCAAGCCACCGATTTGTTTACTGCTCGCTCCGGCGCGCTG
CGGCGGAGCTACCGACGACGACTGAGCCATGTGCGGCGGCGCGATCCTCGACGACCTCCGCGAGCCGGAGCTGCG
CCGGGTCACGGACCGGGACATCTGGCAGAAGAAGAAGCCCAAGAGGGGCGGCGGCGGCGGGAGGCGCTCGTTCGE
GGCGGAGGACGATGAGGACTTCGAGGCCGACTTTGAGCACTTCGAGGCTGACTCCGGCGATTCGGATTTTGAGCT
CGGGGAAGGGGCTGACGACGACGTCGTCGAGATCAAGCCCTTCGCCGCCAAGGGGACTTTCTCCAGAGATGGCTT
AAGCACCATGACTACTGCTGATTATGATGCCCCTGTGGCAAGGTCAGCCAAAAGGAAGAGAAAGAATCAATACAG
GGGTATCCGCCAGCGCCCTTGGGGCAAGTGGGCTGCTGAGATCAGAGATCCTCAGAAGGGTGTTCGTGTTTGGCT
TGGTACTTTCAATAGTCCTGAGGAAGCTGCAAGAGCTTATGATGCTGAAGCACGCAGGATTCGTGGCAAGAAGGC
CAAGGTTAACTTTCCTGATGCACCAGCAGTTGGTCAGAAGCGCCGTTCTGGCTCAGCTTCTGCTAAAGCACCCAA
GTCAAGTATTGAACAGAAGCCTGTCGTCAAAGCAGCTATGACCAACCTTGCCAACACAAATGCATCCTTCTACCA
ATCTGTTAACTACCCCTCCAACAATCCATTTGTTCAGCATGCCAATATGCCATTCGTTCCAGCAATGAACTTTAC
TGCTTCTGTTGAGGATCCCATCATGAATCTGCACTCTGACCAGGGAAGTAACTTCTTTGGCTGCTCAGACTTGGG
CCTGGGAGAATGATACCAAGAC

(B)
BB D1 REPELRRVTDRDIWQKKKPKRGGGGGRRSFAAE DDEDFEADFEHFEADSGDSDFELGEGADDDVV

ETKPFAAKGTFSRDGLSTMTTADYDAPVARS AKRKRKN QN RGIROREWCKWAAETRDEOKGVRVIECTENS BEEA

DAPAVGQKRRSGSASAKAPKSSIEQKPVVKAAMTNLANTNASEYQSVNYPSNNP
FVOHANMPEVPAMNEFTASVEDPIMNLHSDQGSNFFGCSDLGLGE

(C)

@

Figura 5 - Andlise da seqiiéncia deduzida de aminoacidos de ScERF4. (A) Seqiiéncia de nucleotideos
consenso entre as 4 seqiéncias expressas do cluster (SCCCLR1067G09.g) com os cédons de iniciacdo e
término sublinhados e em negrito. (B) Seqliéncia deduzida de aminoacidos codificada pelo cDNA
respectivo com os motivos CMVII-1 (vermelho), CMVII-6 (cinza) e o dominio AP2 (verde), grifados. (C)
Representacdo grafica da proteina, seu dominio AP2 e motivos identificados.
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CGGACGCGTGGGCCGCATTTCCGCTTCCGCTTCCGCATCACGCAGACAAGCAAAGCTAGCTAGCGACCAACCCAC
CGCCCGCGAGCTCAGATTCCCCTCGCCTTGCGCACCGTCCCGTTCGGTTCGCTCCAGCCCGCGGCCCCACCACAG
CCCAGCGAGCGCCTGCCAGCAGCAGCCAGCCATGTGCGGCGGCGCCATCCTGTCGGACATCATCCCGCCGCLGLG
GCGGGTCACGGCGGGCCACCTCTGGCCGGAGAGCAAGAAGCCGAGGAGGGCCGCCGGAGCCGGCAGGAGGAGGGC
CCCCGTGGAGGAGGAGGAGGAGGACTTCGAGGCCGACTTCGAGGTGTTCGAGGTGGAGTCCGGCGAGTCGGAGCT
CGAGTCCGAGGATGAGGCCAAGCCCTTCGCTGCGCCCAGGAGCGGGGTCGCTAGAGATGGATTAAACACTAGTCC
AGCTGGTGTTGATGGCCCTGCTGCAAATTCAGTTAAAAGGAAGAGGAAGAACCAGTTTAGGGGTATCCGCCGGLCG
CCCATGGGGTAAATGGGCTGCTGAGATCAGAGATCCTCGCAAAGGCGTTCGTGTCTGGCTTGGTACTTTCAACTC
TCCTGAAGAAGCTGCTAGAGCTTATGATGCTGAGGCACGCAGGATCCGTGGCAAGAAGGCTAAAGTCAACTTCCC
AGATGAGTTTTCAACGATTTCTCAGAAGCACCGTGCTGGGCCTACCTCTCTGAAAGTGCCTGAGATGGACGTTGA
AGAGAAGCCGATTATCAAGATGGCCAACTCAAATGCATATCACTACCCTGTTGTCGGCCACAACATGCCTGAGCC
ATTTATGCATACTCAAAACATGTCATTTGCTCCTTTGGTGAATTCTGCCGCCCCCGTTCAGGAACCTTTCGTGAA
CCTGTCTTCCGACCAAGGTAGCAACTCCTTCAGTTGCTCAGACTTCAGCCTCGAGAATGACACCAGGACCCCTGA
CATAACATCGGTAGTTGTTGGTGAGTCTGCATTCGCCCAGAACGCAGATCATGCTGTGGTGCCTCCTGTGATGGG
GAATGCTAGTGTTGATCTCACAGAGTTGGAGCCGTATATGAATTTCCTGATGGACAGTGGTTCAGAGGACTCAAT
CGACACCCTTTTCAGCTGTGATGGATCCCAGGACGTGGTTAGCAACATGGACCTTTGGAGCTTTGATGACATGCC
CATGTCTGCTGGTTTCTACTGAGGTTGAGGCCCCAGCGACTGGTGCTTGTACATAGGGGACAAAGGGAATAATGT
TCTGGAGATGATGAAGAAACGCTTGTGTGGCGTGCCTGCAGCCGTGCAGTAGCTGTGGTATTAGTATATGCTTAG
ATGTTCAGTCACTTTCTTAAGTACACATTGGCGCTGGACATGTACCTTATTTTACTATGTATCCGTGACAACAAC
TATGTGTCTGCTCGTTTTTGTTTTCCTGCCTTTACTTCAAATGGCTCTGAACATTGCGAGTTTGTAGCCAATATA
TGTATCTGTATGTGCTTGGTTTGCTATTAGTCTAGTTCATCCTTCGCAGCAATGTGATAGTCTTTTGTAGGCATG
CATGTGCGCGCAGCACGTCTATGAAAAACATTCCTTCGAAATAGATGAATAATAGCAATCAAATGTCTTCATAAT
GGATGAATAACAACCTTTTTTTTTTTAGAAGTCAGTTTCTTGAATCCTTGATGCATGCATATGGTCTAGGAT

(B)

BEEEEE S D1 1 PPPRRVTAGHLWPESKKPRRAAGAGRRRAPVEEEEEDFEADFEVFEVESGESELESEDEAKPFA
APRSGVARDGLNTS PAGVDGPAANSVKRKRKNOERGIRRRPHGKWAAE TRDPRKGVRVWLGTENS PEEAARAVDA
EARRIRGRRARVNEPDEF ST I SOKHRAGPTSLKVPEMDVEEKPT IKMANSNAYHY PVVGHNMPEPFMHTQONMSFA

PLVNSAAPVQEPEFVNLSSDOGSNSESCSDESLENDTR, VGESAFAQNADHAVVPPVMGNASVDLTELE
PYMNFLMDSGSEDSIDTLESCDGSQDVVSNMD DMPMSAGEY

(C)

@O —

Figura 6 - Anadlise da seqiiéncia deduzida de aminodacidos de ScERF6. (A) Seqiiéncia de nucleotideos
consenso entre as 45 seqiéncias expressas do cluster (SCBGLR1023H03.g) com os cddons de iniciagdo e
término sublinhados e em negrito. (B) Seqiéncia deduzida de aminodcidos codificada pelo cDNA
respectivo com os motivos CMVII-1 (vermelho), CMVII-4 (roxo), CMVII-7 (amarelo), CMVII-5 (azul),
CMVII-6 (cinza) e o dominio AP2 (verde), grifados. (C) Representagdo grafica da proteina, seu dominio
AP2 e motivos identificados.
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CACGAGCCCCCACCCCAATTCCTTCGCTCACCGAGAGCCAGAGGGCAGCCAAAGCCGAGCCGCAACCACAAAGAT
CTTGCCTGGCCTCCGTTTCTCCCAGCTCGTCACTGTGCCGCTCGTGCCCTCCACTCCCCCGGTCCGCCACACCAA
TAATCCATCCACCACCACCCCGCTGCGGGGATGTGCGGCGGCGCCATCCTCTCGGGTTTCATCCCGCCGTCCGGG
GTGGCGGCGGCGGCCGCCAAGAAGAAGCAGCAGCGGCGTGTGACGGCGGACCTGCTGTGGCCGGGGCCCGGCAAG
AAGGGAGCGCCCCAGGAGGAGGAGGACGACTTCGAGGCCGACTTCCGCGAGTTCGAGCGCGGCCTCAGCGAGGAT
GACGTGGACGGCGCCGGCGAAGGCGGCGACGACGAGGTCCAGGAGCTTCCTCCGCCGGAGCCGGCGAGGTTTGCC
TTCGCCGCCGCGGCTAAGGCGCCGCGCCCTGCAGTTGATGGTGTGATGACTCCAAAGAATGTTCAAGGAGATAGA
CCTACTGCTAACTCGGTAAAGCGCAACCGGAAGAATCAGTACAGGGGAATCCGCCAGCGCCCTTGGGGCAAATGG
GCAGCTGAAATCAGAGACCCTAGCAAGGGTGTCCGTGTTTGGCTTGGAACTTACAACACTGCTGAGGAGGCAGCT
AGGGCATATGATGCTGAAGCTCGCAAGATCCGTGGAAAAAAAGCGAAGGTCAATTTTCCTGATGAAGTGCCAGGT
GCTCAGAAGTCAACTGCAAAGCCAACTGCTGCGAATGCAACAAAGCTAGCTCTTCCCCCAAAGGCCTGTGCTGAT
GAGGTTTTCAATAACCTGAGCAATGACAACAATGATTTGTTCGCAATGTTTGCGTTCAATGACAATAAGGTTCCT
GTGAAGCCAGCTGAGGGTGCCAGTTTCCTCCCTTCAGTGAAACCTCTGGTGCCCAATAAGAGATCTGCGACTAAC
ATGCTCTCTGATCAGAGCAGCAACTCCTATGGCTCTTCTGACTTTGGGTGGGACGATGACACCATGACCTCAGAC
TACACCTCAGTCTTTGCTCCCAATAATGTTATACCAGCATCTTACATGCAAGGTGGAGTGTCAAAGAGAATGAGG
AACAACTATGGTGTAGCCATGCTTCAGGGAAATGGCGAGCCCTGTCTCGCGCAAGTCATGGCTGGTTTTGATCCT
GAGATGAACTATCAGCCATCAGATGCATCAATCGAGCAAACTGATATTCCACAGGATGGGGCAAGCAATGGGGAT
ATCTGGAGCCTTGATGAGCTGCTCATGGCAGCTGGTGCTTATTGAGAAGCTATGGTTATTATCAATGTGGTGTGT
TGACAGCAAAAAATGTCTCCTACCTGTGGTGATGCCGGAGAGGCAGTTGTATCCGCTACGTTTTCTCGCGGTAGT
TATATATGGTAGATTACATATATATGCTTTTGCCAGTTGAACTCTACCTATGACAATGTCTATAGTATGTTGCTG
CATGGTGCATCTATGATTGGAAGCGAGTTTGAGACTTATTCAATAATTTACCTTGCCTATGCCTGCTGGACTGTA
GTGTGATGTTATGTATGTATATATATATGGTGTGCTTGTATATTGCAATACTTTATCTGGAAGCACACGATTTCG
CTTTCCTAAACAAATAGACCATGTAANGCA

(B)

BEEEE G r1PPSGVAAAAAKKKQQRRVTADLLWPGPGKKGAPQEEEDDFEADFREFERGLSEDDVDGAGEGGD
DEVQELPPPEPARFAFAAAAKAPRPAVDGVMT PKNVQGDRPTANSVKRNRKN
DEVPGAQKSTAKPTAANATKLALPPKACADEVFNNLSNDN
NDLFAMFAFNDNKVPVKPAEGASFLPSVKPLVPNKRSATNMLSDQSSNSYGSSDFGWDDDTMTSDY TSVFAPNNY
I PASYMQGGVSKRMRNNYGVAMLQGNGEPCLAQVMAGFDPEMNYQPSDASTEQTDI PODGASNG DIMMRIDE L LMA
AGAY

(C)

@ i

Figura 7 - Andlise da seqliéncia deduzida de aminodcidos de ScERF7. (A) Seqliéncia de nucleotideos
consenso entre as 45 seqliéncias expressas do cluster (SCQGLR1019D12.g) com os cdédons de iniciagdo e
término sublinhados e em negrito. (B) Seqiiéncia deduzida de aminoacidos codificada pelo cDNA
respectivo com os motivos CMVII-1 (vermelho), CMVII-5 (azul), CMVII-6 (cinza) e o dominio AP2 (verde),
grifados. (C) Representacdo grafica da proteina, seu dominio AP2 e motivos identificados.
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CTCCCACCTCAAATCCCAGACGCCACCAGACGCCACCCATCCATACTCACACGCACGCGCTTCCCGCTGTTCTCT
CCGCAAAGAAAGARAAGAAACGAGGCCATGGCGCCAAGAACGTCAGAGAARAACGATGACACCGGCGGCGGCGGGLG
CCACGGGGCTCGCGCTTAGCGTCGGCGGCGGAGCCGGAGCCGGCGGCCCGCACTACAGAGGCGTCAGGAAGCGGC
CGTGGGGCCGGTACGCAGCGGAGATCCGCGACCCGGCTAAGAAGAGCCGCGTGTGGCTCGGCACGTTCGACACGG
CCGAGGAGGCCGCGCGCGCCTACGACGCCGCCGCGCGCGAGTACCGCGGCGCCAAGGCCAAGACCAACTTCCCTT
TCCCTTCGTCGTGCATGACACTCGCCGCCGGCGCCGGAGCCGGCACCGGCACCTTGCCCGCGGCGGCGGCCGTCA
CCGGCGGCGGCAGCCGGAGCAGCAACAGCAGCACCGTCGAGTCATTCAGCGGCGGCAGCGACGTGCAGGCGGCGL
CCATGCAGGCCATGCCGCTCCCACCGTCGCTCGAGCTCGACCTGTTCCACCGCGCGGTGGCCGCGGGCACGGGLG
CCGGCGGCGCCGCCGTACGCTTCCCTTTCAACAGCTACCCCGTGACGCACCCGTACTATTTCTTCGGGCAGGCCG
CGGCTGCCGCGGCAGCAGGGTGCCACATGCTCAAGCTGGCACCGACGGTGACCGTGGCGGCCGTGGCGCAGAGCG
ACTCCGACTCCTCGTCGGTCGTGGATCTGTCGCCGTCGCCGCTGGCCGCCGTGTCGACGACGAAGGCCGCCGLGT
TCGACCTTGACCTGAACTGCCCGCCGCCGGCCGAGGCGGAGGCCTAGTCGCCGGAGTTTTTAGCTGAAAAAATGA
CTGCATGTAGTTTCTTCCTTTCTTTTTTTTTTTCTTTCTTCGCCTTTTCCCCGTAGAGGAAAATTCGGTACGCTC
TTGTTCGACAGAGGGTAGGGAGGTCATTTTTGTAAATAGTTTTTCCGCTGGGGACCTAGCTTTTGCTGATGATGA
TAAAAGCTTGTATTGT

(B)
MAPRTSEKTMT PAAAGATGLALSVGGGAGAGG P A RGVRKREHGRYAAR I RDPAKKSRVNIG I DIABSARRAYY

RAAREYRECARARTNES - PSSCMTLAAGAGAGTGTLPAAAAVTGGGSRSSNSSTVESFSGGSDVQAAPMOAMPL PP
SLELDLFHRAVAAGTGAGGAAVRFPFNSYPVTHPYYFFGOAAAAAAAGCHMLKLAPTVTVAAVAQSDSDSSSVVD
LSPSPLAAVSTTKAAAFDEDENGBBBAEAEA

(C)

- =
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Figura 8 - Analise da seqiiéncia de deduzida de aminoacidos SCERF8. (A) Seqliéncia de nucleotideos
consenso entre as 4 seqiéncias expressas do cluster (SCQSRT1036G02.g) com os codons de iniciagdo
e término sublinhados e em negrito. (B) Seqiéncia deduzida de aminoacidos codificada pelo cDNA
respectivo com os motivos CMVIII-1/EAR (ERF-associated amphiphilic repression) (cinza), CMVIII-2
(cinza) e o dominio AP2 (verde), grifados. (C) Representagdo grafica da proteina, seu dominio AP2 e
motivos identificados.
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A analise das seqliéncias dos ERFs identificados revelou que estes possuem ao menos
dois motivos conservados das subfamilias as quais eles pertencem sendo os dominios CMVII-
1 e CMVII-6 presentes em todas as seqiéncias deduzidas pertencentes a subfamilia VII.
ScERF8 apresentou os motivos CMVIII-1/EAR (ERF-associated amphiphilic repression) e
CMVIII-2, caracteristicos da subfamilia e necessdrios para a repressdo transcricional de
promotores GCC-box, caracteristico de genes relacionados a defesa como PDF1.2, Thi2.1 e
PR4 (McGrath e cols, 2005).

Para caracterizar filogeneticamente os ERFs identificadas em estudos anteriores, foi
montada uma darvore contendo dois ou trés membros de cada um dos subgrupos da familia
AP2/ERF em Arabidopsis, modelo no qual existem mais trabalhos publicados a respeito desta
familia génica (Fujimoto e cols., 2000; Pan e cols., 2001; Li e cols., 2004; Ogawa e cols., 2005;
Nakano e cols., 2006; Welsch e cols., 2007; Blédner e cols., 2007; Li e cols., 2008). Os
resultados da anadlise filogenética, por neighbour-joining, revelaram que das sete ERFs
possivelmente envolvidas na interacdo cana-de-aglicar — bactérias endofiticas,
caracterizadas nesse trabalho, seis pertencem a um mesmo subgrupo, o subgrupo VII, como

pode ser visto na Figura 9.
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Subgrupo VIl

MAPHAPETALAZ)

Subgrupo VI

Figura 9 - Arvore filogenética com base nos ERFs de Arabidopsis. Feita com as seqliéncias de aminoacidos deduzida, dos
membros de todos os subgrupos da familia AP/ERF de Arabidopsis thaliana e os ERFs possivelmente envolvidos na
interagdo cana-diazotroficos (circulados em vermelho) no programa MEGA4. Para avaliar o limite de confianga dos ramos
internos da arvore, uma analise de bootstrap com 2000 replicatas foi realizada. Os nimeros préximos dos nés sdo as
percentagens de bootstrap. Numeros de acesso: DREB1A (BAA33434.1), DREB1B (BAA33435.1), DREB1C (BAA33793.1),
DDF1 (NP_172721.1), DDF2 (NP_001077764.1), TINY (AAC29139.1), TINY2 (NP_196720.1), RAP2.10 (NP_195408.1), CEJ1
(NP_190595.1), ABI4 (AAD25937.1), DREB2A (NP_001031837.1), DREB2B (BAA36706.1), RAP2.4 (NP_177931.1), SHIN
(Q9XI33.1), ERF14 (P93822.1), ERF2(EREBP2) (NP_199533.1), ERF5(EREBP5) (NP_568679.1), ERF1 (NP_188965.1), ERF6
(Q8Vvz91.2), ABR1 (NP_201280.1), RAP2.6 (AAC36019.1), RAP2.3 (AAC49769.1), At2g47520 (AAC62858.1), Atlg72360
(AAP13367.1), RAP2.2 (NP_850583.1), RAP2.12 (NP_001077718.1), JERF3 (ACF74903.1), AP2 (ACB30786.1), ERF10
(NP_171876.1), ERF3(EREBP3) (NP_175479.1), ERF7 (NP_188666.1), ERF12 (NP_174158.1), ERF8 (NP_175725.1), ERF11
(NP_174159.1), ERF4(RAP2.5) (NP_188139.1), ERF9 (NP_199234.1).
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As sequiéncias de proteinas deduzidas a partir das ESTs presentes no banco de dados
do SUCEST de ScERF1, ScERF2, SCERF3, ScERF4, ScERF5, SCERF6 e SCERF7 agruparam juntas
aos representantes da subfamilia VII de proteinas AP2/ERF de Arabidopsis. A presenca da
grande maioria destes genes nesta subfamilia sugere um possivel papel desta na interacdo
entre cana-de-aclcar e bactérias diazotréficas endofiticas. Foram descritos para este
subgrupo, além do dominio AP2, oito motivos conservados sem funcao bioldgica conhecida
(Nakano e cols., 2006). ScERF8 foi agrupada com membros da subfamilia VIII. Sdo
caracteristicos desta subfamilia os motivos CMVIII-1 e CMVIII-2, os quais ja foram descritos
por inibir a transcricdo de genes GCC-box em arroz, Arabidopsis e tabaco (Fujimoto e cols.,
2000; Ohta e cols., 2001; Tiwari e cols., 2004).

Na busca de mais informagdes funcionais a respeito dos ERFs foi feita uma arvore
com todos os membros do subgrupo VII de Arabidopsis, modelo que possui genoma melhor
anotado; arroz, um dos modelos de monocotiledéneas também com genoma em estagio
avancado de anotacdo; sorgo, planta com genoma seqlienciado mais préximo
filogenéticamente de cana e todos os ERFs do subgrupo VIl ja descritos desta subfamilia em
outras plantas: CaPF1 (pimenta, Capsicum annuum) (Tang e cols., 2005), HVRAV (cevada,
Hordeum vulgaris) (Jung e cols., 2007) e SIJERF3 (tomate, Solanum lycopersicum) (Wu e cols.,

2008; Zhang e cols., 2010). A arvore filogenética obtida é representada na Figura 10.
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Figura 10 — Arvore filogenética dos ERFs da subfamilia VII. Andlise feita no programa MEGA4, com as
seqliéncias de aminoacidos deduzidas, de todos os membros da subfamilia VII de Arabidopsis, arroz, sorgo, os
ERFs possivelmente envolvidos na interacdo cana-diazotroficos (azul) e alguns outros ERFs com funcdo ja
descrita na literatura (vermelho). Para avaliar o limite de confianca dos ramos internos da arvore, uma analise
de bootstrap com 2000 replicatas foi realizada. Os nimeros proximos dos nds sao as percentagens de bootstrap.
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O gene de funcdo conhecida que agrupou mais proximo a ScERF4 e ScERF6 foi
OsEREBP1, um ERF de arroz, que pode ser fosforilado por uma MAPK e nessa circunstancia
tem sua afinidade por DNA aumentada, promovendo a expressdao de genes ligados a
patogénese (Cheong e cols., 2003). Também filogenéticamente préximos a estes dois ERFs
encontram-se CaPF1, um ERF capaz de conferir tolerdncia a Pseudomonas syringae e
congelamento em Arabidopsis e SIJERF3, uma proteina responsiva a etileno e jasmonato,
capaz de induzir tolerancia a patégenos, salinidade, seca e congelamento.

ScERF1 formou um clado junto aos seus provaveis representantes de arroz
(Os03g08470), sorgo (Sb147545) e cevada (HVRAV). Este ultimo capaz de induzir em
Arabidopsis resisténcia a sal e R. solanacearum, uma bactéria patogénica do solo (Jung e
cols., 2007).

ScERF7 formou um clado separado, com seus provaveis ortdlogos de arroz
(0s09g26420) e sorgo (Sb4874673), mas de fungdo ainda desconhecida.

O provaveis ortdlogos de ScERF3 em sorgo (Sb02g039300), bem como os de arroz
(0Os03g08500) e sorgo (Sb4998749) de SCERF2 também foram identificados, mas ainda ndo

existe descricdo de suas funcoes.

4.2 - Verificagao da resposta dos ERFs ao etileno, jasmonato e sua combinagao

Apesar da semelhanca com ERFs nas seqiiéncias de proteinas, para verificar se as
proteinas estudadas sdo de fato responsivas a etileno, plantulas micropropagadas livres de
microorganismos foram tratadas com etephon, um composto que libera etileno em meio de
cultura e acido jasmonico, o sinergista do etileno em sinalizacdo de RSI. O padrdo de
expressao dos ERFs em resposta a esses hormonios foi estudado por PCR em tempo real

(Figura 11).
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Figura 11 - Analise da expressdo relativa dos ERFs em plantulas tratadas com etileno e jasmonato.
Os genes identificados (SCERF1-8) tiveram sua expressdo quantificada por PCR em tempo real em
plantulas do cultivar SP70-1143 micropropagadas in vitro tratadas por 10 horas com etephon 20 uM,
acido jasmonico 100uM e ambos. Cada ponto individual da amostra representa a média dos valores
das triplicatas técnicas de um grupo de 3 plantas. Os graficos representam os niveis de RNAm
normalizados pelos niveis do RNAr 28S de cana-de-agucar, que foi utilizado como controle interno.
Barras indicam médias calculadas pelo método 2% e as barras de erro indicam o erro padrio.
Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos pelo teste de Tuckey.
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Como descrito por Cavalcante, e cols. (2007), SCERF1 ndo possui uma resposta
significativa a adicdo de etileno, ou jasmonato separados. O gene é significativamente
induzido, no entanto com a adicdo de ambos. J& SCERF2 tem sua expressdo aumentada 9
vezes com a adicdo de etileno, cinco vezes com a adicdo de jasmonato e dezenove vezes
com ambos. ScERF3 e ScERF7 ndo mostraram resposta significativa a aplicacdo dos
hormonios separadamente, apesar de ScERF7 responder a sua combinacdo. ScERF4 é
induzido por etileno, tendo sua expressao aumentada em duas vezes e quatro vezes
aumentada por jasmonato, curiosamente a adicdo de ambos ndo tem o efeito sinergistico
observado em todos os outros genes estudados. SCERF6 e ScERF8 seguem o padrao de
ScERF1 e ScERF2, sendo induzidos por ambos os hormdnios separados, e, em niveis
superiores na combinacgao.

Estes dados confirmam que os ERFs em estudo respondem ao etileno, provavelmente
atuando na via de resposta a este horménio. No entanto, nas condi¢cdes experimentais
testadas, nao observamos resposta de ScERF3. Novos experimentos sdo, entdao, necessarios
para confirmar a participacdo na via de resposta ao etileno.

4.3 — Caracterizacdo da expressao dos ERFs em plantas inoculadas com bactérias
diazotréficas endofiticas benéficas

Para melhor entender o comportamento destes genes na interacdo planta -
microorganismo, plantulas micropropagadas in vitro, livres de microorganismos, foram
inoculadas com bactérias endofiticas das espécies G. diazotrophicus estirpe PAL5 e H.
rubrisubalbicans estirpe M1. Estas bactérias diferem por H. rubrisubalbicans ser um
potencial patégeno em funcdo do gendtipo da planta colonizada, enquanto G.

diazotrophicus é descrito como ndo patogénica em todas as situa¢des estudadas até o
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momento. A expressao génica dos ERFs foi avaliada por PCR em tempo real e estao

representadas na Figura 12.
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Figura 12 - Andlise da expressdo dos ERFs em resposta a inoculagdo com endofiticos. (A) A expressdo dos
genes identificados (ScERF1-8) medida por PCR em tempo real em plantulas do cultivar SP70-1143
micropropagadas in vitro inoculadas por 7 dias com 150 pL de meio de cultura contendo as bactérias G.
diazotrophicus (PAL5) e H. rubrisubalbicans (M1) DQOgyp=0,6. Cada ponto individual da amostra representa a
média dos valores das triplicatas técnicas de um grupo de 3 plantas. Os graficos representam os niveis de
RNAmM normalizados pelos niveis do RNAr 28S de cana-de-acglcar, que foi utilizado como controle interno.
Barras indicam médias calculadas pelo método 2% ¢ as barras de erro indicam o erro padrdo. Letras
diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos pelo teste de Tuckey. (B) A quantidade relativa,
avaliada por PCR em tempo real, da quantidade de bactérias nos tecidos das plantulas representada pelos
niveis de RNAr 23S de cada espécie normalizados pelos niveis do RNAr 28S de cana-de-agucar, que foi utilizado
como controle interno.
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Nas condicbes experimentais testadas, foi observado que ScERF1, SCERF2, SCERF3 e
ScERF8 respondem diferencialmente a inoculacdo com os endofiticos. SCERF1 é induzido por
H. rubrisubalbicans, enquanto ScERF2 tem a resposta contraria, sendo induzido por G.
diazotrophicus. SCERF3 é inibido por ambas as bactérias, e SCERF8 inibido apenas por H.
rubrisubalbicans. Os outros genes nao foram significativamente regulados pela inoculacdo

com endofiticos.

Os dados indicam que a expressdao dessas ERFs, e consequentemente a via de
resposta ao etileno, pode responder diferencialmente a diferentes gendtipos de bactérias

endofiticas benéficas.

4.4 - Comparacao da regulacdo dos ERFs em plantas inoculadas com as bactérias benéficas
e patogénicas

Uma vez que quatro dos ERFs estudados responderam diferencialmente entre o
endofitico benéfico e o potencialmente patogénico e jd foi observado o papel de seus
ortélogos em outras plantas na promocdo da resisténcia a patdgenos, a resposta &
inoculacdo com um patogeno foi verificada através da inoculacdo de Xanthomonas

albilineans, o agente causador da estria foliar.

Os resultados das analises por PCR em tempo real sdo representados na Figura 13.



Plantulas inoculadas

48

H Controle

9,0
M G. diazotrophicus
8,0 (
.[ M H. rubrisubalbicans
7,0 M X. albilineans
6,0
©
2
"
° 5,0
o
UT
a
[J] 410
S
x
w
3,0
2,0
1,0
0,0
ScERF1 ScERF2 ScERF3 ScERF4 ScERF6 ScERF7 ScERF8
’ Controle 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
‘ G. diazotrophicus 0,7 4,3 0,4 0,8 0,8 0,6 0,9
‘ H. rubrisubalbicans| 1,9 0,6 0,5 0,8 0,6 0,8 0,4
‘ X. albilineans 7,0 1,0 0,6 5,7 1,7 1,0 3,8

Figura 13 - Andlise da expressao dos ERFs apds inoculagdao com patégeno. A expressdo dos genes
identificados (ScERF1-8) foi medida por PCR em tempo real em plantulas do cultivar SP70-1143
micropropagadas in vitro inoculadas por 7 dias com 150 plL de meio de cultura contendo as bactérias
endofiticas G. diazotrophicus (PAL5) e H. rubrisubalbicans (M1) e a patogénica X. albilineans serobarl
DOgp=0,6. Cada ponto individual da amostra representa a média dos valores das triplicatas técnicas
de um grupo de 3 plantas. Os graficos representam os niveis de RNAm normalizados pelos niveis do
RNAr 28S de cana-de-agucar, que foi utilizado como controle interno. Barras indicam médias

calculadas pelo método 2°

AACE

diferencas significativas entre os grupos pelo teste de Tuckey.

e as barras de erro indicam o erro padrdo. Letras diferentes indicam
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A expressdo dos genes avaliada por PCR em tempo real indicam que ScERF1, SCERF2,
ScERF4 e ScERF8 responderam diferencialmente a inoculagao com a bactéria patogénica em
relagdo a benéfica. SCERF1, SCERF2 e ScERF8 foram fortemente induzidos (sete, cinco e trés
vezes respectivamente) pela inoculagdo com X. albilineans enquanto ScERF2 ndo sofreu
regulacdo, diferentemente do ocorrido pela inoculagdo com bactérias promotoras do

crescimento vegetal.

Os dados indicam que a via de resposta do etileno tem um padrao de expressdo que
diferencia a resposta as bactérias benéficas e patogénicas. Ou seja, as respostas sdo
especificas para cada tipo de bactéria. SCERF1 tem um padrdo de expressao interessante. Ele
ndo responde ou é levemente reprimido na presenca da bactéria ndo patogénica G.
diazotrophicus. No entanto, ele é duas vezes induzido pela bactéria benéfica com genes de
patogénese, H. rubrisubalbicans, e é fortemente induzido (sete vezes) pela bactéria
patogénica X. albilineans. Esse dado pode sugerir que a via de resposta ao etileno é capaz,

de alguma forma, identificar “potenciais patdégenos” dentre as bactérias benéficas.

4.5 — Regulacao da expressdao por inoculagio com mutantes ndo patogénicos de H.
rubrisubalbicans

Como foi observada uma regula¢do diferencial da expressao de alguns ERFs por G.
diazotrophicus (ndo patogénica), H. rubrisubalbicans (potencialmente patogénica) e X.
albilineans (patogénica), foram usadas cepas ndo patogénicas do endofitico H.
rubrisubalbicans para avaliar o efeito da auséncia da patogenicidade na regulacdo dos ERFs
estudados. Os mutantes usados neste estudo sdo nos genes responsaveis pela formacado do
Sistema de Secrecdo do Tipo Il (Schmidt, 2009) geradas na UFPR e gentilmente cedidas pelo

Dr. Emanuel Souza. Plantulas micropropagadas in vitro foram inoculadas com as cepas M1
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(selvagem), TSN (mutante para o gene hrcN) e TSE (mutante para o gene hrpE) ou com meio
estéril. Antes de congeladas, as plantas foram lavadas repetidamente com 4gua destilada. A
contagem do nuimero relativo de bactérias nos tecidos das plantas foi feita pela amplificacao

por PCR em tempo real do RNAr 23S de H. rubrisubalbicans Figura 14.
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Figura 14 - Quantificacdo relativa da populagdo das cepas de H. rubrisubalbicans colonizando
plantulas de cana-de-agticar. A quantidade relativa, avaliada por PCR em tempo real, de bactérias nos
tecidos de plantulas do cultivar SP70-1143 micropropagadas in vitro foram inoculadas com 150 pl
DOg00=0,6 da cepa selvagem de H. rubrisubalbicans M1 e das cepas deficientes nos genes responsaveis
pela expressdo das proteinas do SST3 hrcN, TSN e hrpE, TSE. Cada ponto individual da amostra
representa a média dos valores das triplicatas técnicas de um grupo de 3 plantas. Os graficos
representam os niveis de RNAr 23S normalizados pelos niveis do RNAr 28S de cana-de-agucar, que foi
utilizado como controle interno. Barras indicam médias calculadas pelo método 2 e as barras de erro
indicam o erro padrao.
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Como pode ser visto na Figura 14, os mutantes de H. rubrisubalbicans defeituosos no
Sistema de Secrecdo do Tipo lll, colonizaram a planta em numeros superiores a cepa
selvagem. A populagao de TSN apresentou mais de trés vezes maior e a de TSE mais de duas
mil vezes.

A expressdo dos genes ERF em resposta aos mutantes de H. rubrisubalbicans foi
avaliada por PCR em tempo real (Figura 15). Apesar da grande diferenca no numero de
bactérias na planta, a regulacdo dos ERFs pela inoculagdo com estes mutantes ndo foi
diferencial para a maioria dos genes cepas, sugerindo que ela é mais dependente da espécie
do que do tamanho da populagdo de bactérias na planta. Os dados também sugerem que o
Sistema de Secrecdo do Tipo Il aparentemente ndo esta envolvido no mecanismo de
regulacdo da via de resposta ao etileno em gendtipo de cana-de-aglcar no qual este sistema
nao leva a patogénese (SP70-1143). Apenas um dos genes estudados, o ScERF8, sofreu
regulacdo diferencial entre as cepas utilizadas. Sua expressao foi duas vezes maior no

mutante ndo patogénico TSE em relacdo a cepa selvagem.
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Figura 15 - Andlise da expressdo dos ERFs em fungdo da inoculagdao com H. rubrisubalbicans e
seus mutantes. Expressdo dos genes identificados (SCERF1-8) medida por PCR em tempo real em
plantulas do cultivar SP70-1143 micropropagadas in vitro e inoculadas com 150 pl D.0.=0,6 da cepa
selvagem de H. rubrisubalbicans M1 e das cepas deficientes nos genes responsaveis pela expressao
das proteinas do SST3 hrcN, TSN e hrpE, TSE. Cada ponto individual da amostra representa a média
dos valores das triplicatas técnicas de um grupo de 3 plantas. Os graficos representam os niveis de
RNAmM normalizados pelos niveis do RNAr 28S de cana-de-agucar, que foi utilizado como controle
interno. Barras indicam médias calculadas pelo método 2**“ e as barras de erro indicam o erro
padrdo. Letras diferentes indicam diferencgas significativas entre os grupos pelo teste de Tuckey.
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4.6 — Estudo da regulacdo da expressao génica dos ERFs durante a promogao da defesa por
G. diazotrophicus contra X. albilineans
A promocado da defesa contra patégenos por bactérias da rizosfera ja foi descrita em
varios sistemas bioldgicos (Van Loon e cols., 1998; Knoester e cols., 1999; Vallad e cols.,
2004). O trabalho responsavel por identificar trés dos ERFs investigados neste estudo
realizado por (Arencibia e cols., 2006), ja demonstrara evidéncias de que bactérias
endofiticas de gramineas também podem promover este tipo de resisténcia. Uma vez que o
subgrupo ao qual seis dos ERFs em estudo pertencem estd envolvida com resisténcia a
patégenos e os genes mostraram-se responsivos aos principais sinalizadores de RSI, foi
montado um novo ensaio de inoculagdo, desta vez com intuito de analisar separadamente
material de raiz e parte aérea, que é descrito na se¢cao Materiais e Métodos e os resultados

apresentados a seguir.

4.6.1 — Desenvolvimento de um novo sistema de inoculagdo com as bactérias endofiticas

O método de inoculagdo de plantulas micropropagadas in vitro até entdo utilizado
pelo grupo no qual este trabalho se insere permite a inoculacdo de plantulas livres de
microorganismos, garantindo que a resposta analisada resulte da presenga da bactéria
inoculada. Este tipo de ensaio, no entanto possui algumas limita¢gdes, uma vez que as raizes
formadas em cultura de tecido, necessdrias para a penetracdo da bactéria, ndo sao
funcionais como em solo e possuem uma massa muito baixa para a extragdo de RNA. Por
esse motivo, o RNA é extraido da plantula inteira.

Para realizar um estudo mais preciso da regulacdo génica promovida pela inoculacdo
de bactérias em plantas livres de microorganismos, é de grande valia a obtencdo de
amostras de tecido individualizados, especialmente da raiz que funciona como ponto de

entrada dos endofiticos e, portanto o primeiro tecido a realizar algum tipo de sinalizacdo.
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Para alcancar estes objetivos, foi desenvolvido um sistema no qual a plantula é multiplicada
in vitro, para garantir a auséncia de microorganismos, tratada com hormodnios para a
formacao de primdrdios de raiz ainda em cultura de tecido e entdo transferida para um meio
hidroponico, em casa de vegetacdo, com fotoperiodo e temperatura controlados.

Para tal, duas composicdes de nutrientes em trés concentra¢cdes foram testadas:
meio MS 1x (Materiais e Métodos), MS 0,5x e MS 0,25x, solucdo Hoagland 1x (Materiais e
Métodos), 0,5x e 0,25x. Caracteristicas como cor das folhas (indica¢do indireta de conteudo
de clorofila), quantidade de raizes e rigidez das folhas foram avaliadas na busca pela
condi¢ao de menor estresse para a planta.

O meio hidropénico foi acondicionado em calhas, e as plantas ficam suspensas sobre
telas, pela qual emitem raizes. Na primeira semana elas foram aclimatadas, com uma
cobertura plastica sobre a parte aérea que mantém a umidade alta. Neste tempo uma
grande massa de raizes também é formada.

A solucdo Hoagland 0,5x resultou nas plantas de cor verde mais intenso, maior
volume de raizes e folhas mais rigidas (Figura 16) sendo, portanto escolhido para os ensaios

de inoculacdo.
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Figura 16 — Resultado do enraizamento em meio hidroponico. (A) Aclimatagdo e enraizamento de plantulas
micropropagadas in vitro em meio hidropénico (meio Hoagland 0,5x) fotoperiodo 12/12 a 28°C. (B) Formacgdo
de raizes funcionais em grande volume no meio hidroponico.
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4.6.2 - Estudo da regulagao da expressao génica dos ERFs
Plantulas micropropagadas in vitro, aclimatadas e enraizadas, em cultura hidroponica
foram inoculadas com o endofitico G. diazotrophicus e posteriormente com o patdgeno X.
albilineans. Os tecidos foram separados e a expressdo relativa dos ERFs analisada por PCR

em tempo real (Figura 17).
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Figura 17 - Andlise da expressao dos ERFs na indugdo da defesa contra X. albilineans promovida por G.
diazotrophicus. Expressdo dos genes identificados (SCERF1, 2, 3, 4, 6, 7 e 8) medida medida por PCR em tempo
real em das raizes (azul) ou partes aéreas (vermelho) de plantulas do cultivar SP70-1143 micropropagadas in
vitro, enraizadas em meio hidroponico e posteriormente inoculadas: com endofitico através da imersdo das
raizes em meio de cultura com G. diazotrophicus D.0.=0,6; com patdgeno producdo de ferimentos na parte
aérea com lamina banhada em meio de cultura com X. albilineans e subsequente imersdo no mesmo meio
D.0.=0,6. Cada ponto individual da amostra representa a média dos valores das triplicatas técnicas de um
grupo de 3 plantas. Os graficos representam os niveis de RNAm normalizados pelos niveis do RNAr 28S de cana-

ACt

de-agucar, que foi utilizado como controle interno. Barras indicam médias calculadas pelo método 27 e as
barras de erro indicam o erro padrdo. Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos pelo
teste de Tuckey.
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O sistema radicular mostrou ser o tecido preferencial de modulacdo da expressao
desses genes na inoculacdo do endofitico (G. diazotrophicus). SCERF1 e ScERF3 foram
induzidas, enquanto ScERF2, SCERF6 e ScERF7 foram inibidas neste tecido. Nenhum gene foi

significativamente regulada pela inoculacdo do endofitico na parte aérea.

Os dados sao marcantes em mostrar que, apesar de alguns ERFs serem induzidos em
plantas inoculadas somente com G. diazotrophicus (SCERF1 e ScERF3) e outras serem
induzidas apenas em plantas infectadas com X. albilineans (SCERF2) todos os ERFs foram
fortemente induzidos em raizes de plantas previamente inoculadas com G. diazotrophicus e

posteriormente inoculadas com X. albilineans.

4.7 — Avaliagao da resposta da expressao génica dos ERFs ao estresse osmético

Uma vez que estudos funcionais com representantes dos ERFs da subfamilia VII, além
revelarem a inducdo da resisténcia a patégenos, também descreveram aumento da
tolerancia a seca e/ou estresse hidrico (Wang e cols., 2004; Jung e cols., 2007; Wu e cols.,
2008; Zhang e cols., 2010) a resposta dos ERFs de cana-de-acUcar para o estresse osmotico
também foi avaliada. O estresse osmatico foi induzido em plantulas micropropagadas nas
mesmas condi¢des de crescimento usadas nos experimentos de inoculagdo. Apds o
enraizamento as plantulas foram transferidas para meio MS 0,1x contendo 500 mM de D-
mannitol. A Figura 18 mostra o padrao de expressao dos ERFs analisados por PCR em tempo

real.
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Figura 18 — Anadlise da expressdao dos ERFs em resposta a estresse osmatico. Expressdo dos genes
identificados (SCERF1, 2, 3, 4, 6, 7 e 8) medida por PCR em tempo real em plantulas do cultivar SP70-
1143 micropropagadas in vitro e transferidas para meio MS 0,1x contendo 500 mM de D-mannitol.
Cada ponto individual da amostra representa a média dos valores das triplicatas técnicas de um
grupo de 3 plantas. Os graficos representam os niveis de RNAmM normalizados pelos niveis do RNAr
28S de cana-de-agucar, que foi utilizado como controle interno. Barras indicam médias calculadas
pelo método 2*““ e as barras de erro indicam o erro padrdo. Letras diferentes indicam diferencas
significativas entre os grupos pelo teste de Tuckey.
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ScERF1, ScERF4 e ScERF6 responderam significativamente ao tratamento com D-
mannitol. Estes sdo os mesmos genes mais proximos na arvore filogenética da subfamilia VII,
e também com maior homologia em relacdo aos genes de funcdo descrita: CaPFl1,
OsEREBP1, SIJERF3 e HVRAV. E interessante notar também, que estes foram os genes da
subfamilia VII mais responsivos a inoculagdo com o patégeno, o que pode sugerir que
participem de vias de resposta ao etileno que sejam ativadas em resposta a estresses

bidticose abidticos.

4.8 — Caracterizacdo do padriao de expressio de ERFs de cana-de-aglicar durante o
desenvolvimento

Em ensaios de inoculacdo de plantulas livres de microorganismos, os ERFs estudados
mostraram-se preferencialmente regulados no sistema radicular. Esta resposta pode tanto
estar ligada a uma maior atuac¢do da via de resposta ao etileno nesse 6rgdao em resposta ao
endofitico e/ou ao papel do etileno no desenvolvimento vegetal. Em fungdo disto,
estudamos também o perfil de expressao dos ERFs no outro modelo de associagdao: em
tecidos de plantas germinadas a partir de toletes. Este modelo permite analisar uma planta
gue ja possui uma populacdo de endofiticos natural, mas estd em fase de restabelecimento
da intera¢do, uma vez que estao sendo formados novos tecidos e estes sendo colonizados

pelos endofiticos.

Para esse estudo, toletes da variedade SP70-1143 foram germinados em potes
contendo uma mistura de areia e vermiculita na proporcdo de 2:1. Raizes e parte aérea
foram coletadas individualizadas 15 dias apds o plantio dos toletes. A parte aérea foi
também coletada 30 dias apds o plantio e folhas maduras de plantas de campo com trés

anos foram também analisadas nesse estudo. A Figura 19 mostra os resultados.
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Figura 19 - Andlise da expressao dos ERFs em fases do desenvolvimento do genétipo eficiente.
Expressdo dos genes identificados (SCERF1-8) medida por PCR em tempo real em diferentes tecidos
de plantas do cultivar SP70-1143 germinadas a partir de toletes em potes contendo uma mistura de
areia e vermiculita 2:1. Cada ponto individual da amostra representa a média dos valores das
triplicatas técnicas de um grupo de 3 plantas. Os graficos representam os niveis de RNAm
normalizados pelos niveis do RNAr 28S de cana-de-agucar, que foi utilizado como controle interno.
Barras indicam médias calculadas pelo método 2““" e as barras de erro indicam o erro padr3o.
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O perfil de expressdao génica dos ERFs, avaliado por PCR em tempo real revela que
ScERF1, ScERF3, ScERF4, e ScERF8 foram mais expressos em raizes do que em qualquer
tecido aéreo coletado. SCERF7 ndo apresentou expressao significativamente maior em raiz
no tempo de 15 dias, apenas em comparacdo a parte aérea de 30 dias ou a folha. SCERF6 foi
mais expressa em parte aérea da plantas com 15 dias e ScERF2 mostrou expressao

diferencial apenas em folhas, sendo trés a quatro vezes menor neste tecido que nos demais.

Existe uma regulagao diferencial dos ERFs ao longo do desenvolvimento dos toletes
germinados, que pode refletir o estabelecimento da interacdo, similar a inoculacdo de

plantulas livres de microorganismo, como visto no experimento

4.9 — Expressao diferencial entre genétipos contrastantes

SP70-1143 é um cultivar que apresenta taxas altas de FBN e, portanto utilizado como
modelo de uma associacdo eficiente. Para avaliar a possibilidade da utilizacdo desses genes
como marcadores de uma interacdo eficiente, a expressdo destes genes foi medida em
toletes de Chunee (S. barberi), um dos gendtipos com as menores taxas de FBN conhecidas e

comparada com o cultivar SP70-1143 Tabela 1.
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Tabela 1 — Comparacdo da expressdao dos ERFs entre tecidos dos cultivares eficiente e ineficiente na
associagcdo. A expressdo dos genes identificados (ScERF1-8) foi medida por PCR em tempo real em
diferentes tecidos de plantas dos gendtipos contrastantes: eficiente (SP70-1143) e ineficiente (Chunee)
germinadas a partir de toletes em potes contendo uma mistura de areia e vermiculita 2:1. Cada ponto
individual da amostra representa a média dos valores das triplicatas técnicas de um grupo de 3 plantas. A
tabela representa os niveis de RNAmM normalizados pelos niveis de RNAr 28S de cana-de-agucar, que foi
utilizado como controle interno.

Expressao relativa SP70-1143/Chunee

Raiz15d PA.15d PA.30d Folha

ScERF1 0,38 0,98 0,48 7,30
ScERF2 28,33 13,00 45,00 1,95
SCERF3 0,72 0,84 0,35 1,07
ScERF4 9,75 5,15 1,55 0,64
SCERF6 2,99 0,93 1,10 0,18
ScERF7/ 4,26 1,18 0,72 2,18
SCERF8 2,78 1,00 0,90 0,09

Conforme mostrado na Tabela 1, SCERF2, SCERF4, ScCERF6, SCERF7 e SCERF8 sdo mais
expressas em raizes de SP70-1143. Apenas ScERF1 é significativamente menos expressa nas
raizes do gendtipo eficiente. Na parte aérea de plantas com 30 dias SCERF2 e ScERF4 sao
mais expressas em SP70-1143. ScERF2 também é mais expressa em SP70-1143 em parte
aere de plantas com 15 dias. Neste tecido ScERF1 e ScERF3 tem expressdao maior em Chunee,
enguanto os outros genes nao sao regulados. Nas folhas SCERF1, SCERF2 e ScERF7 sdao mais
expressos no genétipo eficiente, SCERF6 e SCERF8 no ineficiente, enquanto ScCERF3 e ScERF4
ndo sdo significativamente regulados.

Uma vez que ScERF4 e ScERF8 s3o mais expressos em raizes do gendtipo de
associacao eficiente, tecido este que parece ser o mais importante para a via de resposta do
etileno na associacdo, além de ao mesmo tempo terem expressao preferencial em raizes no

inicio do desenvolvimento, fase de estabelecimento da interacdo cana-de-agucar — bactérias
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endofiticas, estes dois genes parecem portanto ser os melhores marcadores para um bom

potencial de associacdo durante o melhoramento.
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5 — DISCUSSAO

5.1 - Filogenia e possiveis fungdes dos ERFs de cana-de-agucar

A analise das seqliéncias de aminoacidos previstas a partir dos ESTs seqiienciados
pelo projeto SUCEST permitiu identificar nestas seqiiéncias regides conservadas nas
proteinas do subgrupo VIl da familia ERF, classificadas segundo Nakano e colaboradores
(2006). Estas regides, chamadas motivos, presentes nas seqliéncias previstas de aminoacidos
dos ERFs de cana-de-acucar confirmam a identidade filogenética com as proteinas ja
descritas de Arabidopsis e arroz. Esta identidade sugere origens evolutivas semelhantes.
Como pode ser visto na arvore filogenética da Figura 10, cada ERF de cana formou um clado
com uma proteina de arroz e/ou uma de sorgo. Este resultado coincide com a divergéncia
evolutiva destas espécies, sendo a divergéncia entre cana e sorgo mais recente que entre
estas e arroz (Asnaghi e cols., 1999; Grivet e cols., 2001). Desta forma, foram identificados os
possiveis ortdlogos dos ERFs analisados neste trabalho nestas duas outras espécies que

também sdo colonizadas por bactérias endofiticas (Zinniel e cols., 2002; Rout e cols., 2009).

E marcante observar que das sete ERFs de cana, selecionadas em nosso estudo como
potencialmente envolvidas na associacdo entre cana e bactérias diazotréficas endofiticas,
seis foram classificadas como do subgrupo VII. Esses dados sugerem fortemente que esse
subgrupo deva ter uma funcdo na associacdao com os endofiticos. A presenca de motivos da
subfamilia VIl nos genes estudados de cana-de-agUcar reforca suas possiveis funcdes
bioldgicas de reguladores positivos de expressdo génica (Fujimoto e cols., 2000; Sakuma e

cols., 2002; Nakano e cols., 2006).

Em sua revisdo sobre a familia ERF, Nakano e colaboradores (2006), identificaram

dois infragrupos no subgrupo VI, um com os motivos conservado CMVIII-1 e CMVIII-2 e
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outro com apenas um motivos conservado chamado de CMVIII-3, chamados
respectivamente de subgrupo Vila e Vilb. A presenca dos motivos CMVIII-1/EAR,
caracteristico de repressores transcricionais de genes GCC-box, e CMVIII-2 em ScERF8 no
Unico gene classificado fora da subfamilia VII, coloca essa proteina dentro do infragrupo
Vllla. Em Arabidopsis, alguns ERFs deste infragrupo, como AtERF4 e AtERF7 mostraram-se
inibidores de genes responsivos a etileno, jasmonato e ABA (Song e cols., 2005; Yang e cols.,
2005; McGrath e cols., 2005). A resposta de SCERF8 a etileno, jasmonato e estresse osmético
(sinalizado por ABA) sugere que ele também possa estar envolvido na resposta a esses
hormonios em cana-de-agucar. Neste trabalho SCERF8 mostrou-se responsivo a inoculagao
com H. rubrisubalbicans e X. albilineans e foi o Unico gene regulado diferencialmente pelos
mutantes de H. rubrisubalbicans com maior populagao nos tecidos da planta. Por ser um
provavel repressor transcricional, é possivel que ScERF8 funcione numa via paralela de
compensacdo da ativacdo da via de resposta ao etileno(nesse caso, reprimindo expressdo de
genes responsivos a etileno). O perfil de resposta de SCERF8 foi semelhante aos de ScERF1, 4
e 6 nas inoculacdes com endofiticos ou patogénicos, mas ndo foi claramente induzido por
estresse osmético. Uma hipdtese seria que SCERF8 poderia participar de um mecanismo que
permitiria a sinalizacdo desencadeada por ScERF1, 4 e 6 sob estresse abidtico, mas inibiria a
sinalizagdo sob estresse bidtico. Estudos funcionais mais detalhados ainda sdao necessarios,
no entanto, para esclarecer este papel. Como ja foram descritas interacGes entre os ERFs
AtRAP2.3 e OsEBP89 (ambos subgrupo VII) e outros fatores de transcricdo dos tipos bZIP e
MYC respectivamente, outras formas de regulacdo também sdo possiveis (Blittner e cols.,

1997; Zhu e cols., 2003).

Para serem classificados como fatores responsivos a etileno, a regulacdo da

expressao destes genes precisa ser modulada por este hormonio. A inducdo da expressao
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dos ERFs de cana-de-acgucar por etileno (Figura 11) confirma a participacdo desses genes em
sua via de sinalizacdo. A via molecular de resposta ao etileno apresenta interacdo com
outras vias de sinalizacdo, como as vias de resposta a auxina, acido salicilico e ABA e
jasmonato (Sharp e cols., 2002; Anderson e cols., 2004; Ding e cols., 2008; Chung e cols.,
2008; Ruzicka e cols., 2007; Pieterse e cols., 2004; Stepanova e cols., 2009), formando uma
rede complexa e ainda pouco conhecida. Nesse trabalho, foi observado que os genes ERF
também se mostraram responsivos a jasmonato, um elicitor juntamente com o etileno, de

RSI (Stepanova e cols., 2009).

Cinco receptores de etileno sdo conhecidos em Arabidopsis e arroz (Etheridge e cols.,
2005; Stepanova e cols., 2009), ndo se sabe, porém ainda se todos os receptores estdo
envolvidos com a mesma via de resposta ao etileno. Além disso, os membros da via de
resposta que se segue aos receptores sao também codificados por familias génicas,
culminando ao final com um grande numero de ERFs regulando a expressdao de genes
responsivos ao etileno. Ou seja, além dos receptores de etileno poderem responder a
estimulos distintos, acreditamos que exista um leque de possibilidades de caminhos que a
via de resposta de etileno pode seguir, provavelmente levando a respostas especificas na

planta.

5.2 — Regulagao génica dos ERFs em resposta a inoculagdo com endofiticos

A regulacdo dos ERFs no estabelicimento da interacdo com endofiticos pode ser vista
em dois modelos distintos: na inoculacdo em plantulas livres de bactérias (Figura 17) e na
germinacdo de toletes que ja carregam uma populacdo de endofiticos, e necessita
estabelecer uma nova interacdo na plantula que germina (Figura 19). Comparando estes dois

casos, pode ser observado que ocorre uma expressao preferencial de ScERF1, ScERF4 e
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especialmente SCERF3 nas raizes, em relacdo ao controle que tem niveis de expressdo entre
os tecidos semelhantes. SCERF3 também tem sua expressao inibida na inoculagao in vitro
(Figura 12), modelo que analisa preferencialmente tecido aéreo. Algumas vias de defesa de
plantas estdo ligadas ao desenvolvimento (Chung e cols., 2008), como um dos efeitos
observados em plantas inoculadas é o aumento do nimero de raizes (Olivares e cols., 2002),
é possivel que ScERF3 esteja envolvida nesta comunicacdo. Estudos funcionais ainda sao
necessarios para verificar, se SCERF3 realmente possui um papel no desenvolvimento das

raizes.

Os genes estudados ndo parecem responder ao tamanho da populacdo bacteriana
dentro da planta (Figura 14 e Figura 15). Este fato sugere que o papel dos ERFs na interacdo
entre cana-de-agucar e endofiticos diazotréficos talvez nao seja de controle populacional,
como observado em M. truncaluta (Iniguez e cols., 2005), mas possivelmente uma

sensibilizacao causada pela presenca da bactéria nos tecidos da planta.

Um outro modelo de estudo foi a analise de um possivel efeito de RSI conferido pela
inoculacdo prévia por G. diazotrophicus, em plantas posteriormente infectadas por um
patégeno (X. albilineans). A resposta do tipo RSI descrita para a associacdo de plantas com
RPCV nado implica em mudangas fisioldgicas claras nas plantas, ao invés disso ocorre uma
sensibilizacdo que torna as vias de sinalizacdo mediadas por etileno e jasmonato da planta
muito mais responsivas a posterior inoculacdo de um patdgeno (Verhagen e cols., 2004; Van
der Ent e cols., 2009). Um efeito muito semelhante foi observado em cana-de-agucar
previamente inoculada com o endofitico dizotréfico G. dizotrophicus: os ERFs analisados

neste estudo responderam muito pouco a inoculagdo com o endofiticos, mas a resposta do
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grupo previamente inoculado com o endofitico benéfico a inoculacdo com o patogeno foi

varias vezes mais intensa (Figura 17).

Resta saber, no entanto que moléculas do microorganismo sao reconhecidas pela
cana-de-acgucar. Na interacdo com RPCV, moléculas como lipopolissacarideos (LPS), flagelina,
sideréforos quelantes de Fe™ antibidticos, biosurfactantes s3o chamadas de MAMP
(“Microbe Associated Molecular Pattern”), e reconhecidas por receptores especificos
daquele padrdo, de forma muito semelhante aos de microorganismos patogénicos. O
reconhecimento pelos receptores é capaz de ativar RSI, levando a planta a um estado
sensibilizado (Kloepper e cols., 2004; Jones e cols., 2006; Bakker e cols., 2007; Van Wees e
cols., 2008; Schwessinger e cols., 2008). A resposta de RSI para diazotréficos endofiticos ja
foi descrita na associacdo entre arroz e Azoarcus (Miché e cols., 2006). Por isso é
interessante saber se os mutantes de H. rubrisubalbicans, sem o SST3 sdo capazes de elicitar

0 mesmo tipo de resposta visto com G. diazotrophicus.

Dessa forma, no que diz respeito a via de sinalizacdo do etileno, é provavel que a
interacdo entre cana-de-acucar e bactérias dizotrdficas endofiticas seja muito semelhante a

observada entre RPCV.

5.3 — A interagdo cana-de-aglicar — bactérias endofiticas e resisténcia a estresse bidtico e
abidtico mediada por ERFs

Conforme ja discutido acima, a classificacdo filogenética dos genes estudados
agrupou seis, dos sete genes estudados em uma subfamilia de ERFs envolvida com resposta
a jasmonato, resisténcia a patégenos e seca (Cheong e cols., 2003; Zhu e cols., 2003; Tang e
cols., 2005; Jung e cols., 2007; Wu e cols., 2008; Zhang e cols., 2010) ou congelamento (Yi e

cols., 2004; Tang e cols., 2005), um tipo de estresse que causa muitos efeitos fisiolégicos
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semelhantes ao estresse de seca, como pressdo de turgor negativa, aumento da
concentracdo dos solutos celulares e modificacdo dos potenciais de membrana (Beck e cols.,

2007).

O estudo da associacdo entre plantas e RPCV ja mostrou que estas bactérias sdo
capazes de melhorar a absorcdo de nutrientes do solo e gerar um tipo de resposta conhecida
como tolerancia sistémica induzida, tornando as plantas mais resistentes a seca e salinidade
do solo (Kim e cols., 2008; Yang e cols., 2009). Assim como a resisténcia a doenca induzida
pelo endofitico resulta na sensibilizacdo dos ERFs da subfamilia VIl de cana-de-acgucar, de
maneira muito semelhante ao que ocorre na associacdo com RPCV, é possivel que a
resisténcia a seca induzida por endofiticos envolva o mesmo mecanismo, como ocorre com a
tolerancia sistémica induzida por RPCV, tornando a planta mais responsiva a condicdo de
seca. Mais estudos precisam ser feitos, no entanto, pois ainda ndo é sabido se bactérias
endofiticas produzem, em cana-de-agucar, o mesmo tipo de resisténcia a seca observada em
trigo e milho pela inoculagdo com Azospirillum spp. (Casanovas e cols., 2002; Arzanesh e
cols., 2009) apesar deste também ser um endofitico de cana-de-agucar (Oliveira e cols.,
2002; Pedraza, 2008). Caso isto seja confirmado é possivel que ABA, etileno e jasmonato
atuem sinergicamente na interagdo cana-de-agUcar-diazotréficos endofiticos, como visto em

Medicago trunculata (Ding e cols., 2008).

Uma vez que a inducdo da resisténcia a patogenos (Arencibia e cols., 2006; Jung e
cols., 2007) e a seca (Casanovas e cols., 2002; Arzanesh e cols.,, 2009) ja foram
documentadas como beneficios da interacdo gramineas - endofiticos e os ERFs,
especialmente os da subfamilia VIl ja descritos tém a funcdo de promover estes mesmos

efeitos descritos (Cheong e cols., 2003; Wang e cols., 2004; Tang e cols., 2005; Jung e cols.,
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2007; Wu e cols., 2008; Zhang e cols., 2010), é possivel que os ERFs estudados nesta
dissertacdo participem da promocao da resisténcia a estresses bidticos e abidticos induzida
por bactérias endofiticas em cana-de-aclcar. O padrao de regulacdo de ScERF1, ScERF4 e
ScERF6 tanto pelo patdégeno X. albilineans (Figura 13 e Figura 17) quanto pelo estresse
osmotico (Figura 18) aliados a sua similaridade filogenética a genes com funcdo descrita na
resisténcia a estresses do tipo bidtico e abidtico (Figura 10) sugere que estes trés genes

sejam os principais candidatos na promocao deste efeito em cana-de-agucar.

Como ja discutido acima, uma das perguntas que devem ser respondidas sobre a
interacdo da planta com as bactérias diazotrdficas benéficas é se de fato ocorre a promocao
da resisténcia a estresse hidrico em cana-de-acucar. Caso isso seja confirmado, seria
interessante identificar quais mecanismos estariam envolvidos, e a metodologia de
crescimento de plantas livres de microorganismos no sistema hidropdnico, estabelecida
nesse trabalho, pode ajudar a estudar estes efeitos por permitir andlises em tecidos
especificos como as raizes, que possivelmente estdo mais envolvidas com a intera¢do que os

orgdos aéreos (Figura 17, Figura 19 e Tabela 1).
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Figura 20 — Modelo hipotético da possivel promo¢ao de Resisténcia Sistémica Induzida e Tolerancia
Sistémica Induzida por endofiticos diazotréficos em cana-de-aglicar mediada por ERFs. As bactérias
sensibilizam a planta através de alguma molécula ainda desconhecida, tornando-a mais responsiva
aos estresses do tipo bidtico e abidtico. No momento do contato com patégenos, os ERFs sdo
fortemente induzidos, promovendo a defesa.
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5.4 — ERFs como marcadores de associacao eficiente
A expressdo dos ERFs selecionados para este trabalho, especialmente em raizes,
parece relacionar-se com as situacdes de maior vigor e resisténcia a estresse. Como
demonstrado no experimento de inducdo de resisténcia a patégeno e na comparacdo da
expressdo génica nas raizes de toletes dos gendtipos eficiente e ineficientes para a
associacdo, salvo ScERF1 e ScERF3 neste ultimo, a maior expressdao destes ERFs com
provaveis funcdes na resisténcia a estresses bidticos e abidticos estd relacionada com as

condi¢des de maior vigor da planta.

Estudos funcionais ainda precisam ser feitos para determinar o papel dos ERFs de
cana-de-aclcar na interacdo planta-bactéria. Mas como visto neste trabalho, os ERFs
estudados podem servir como marcadores de uma boa associacdo com endofiticos,
provavelmente ndao do ponto de vista da fixacdo bioldgica de nitrogénio, mas pela promocao
de defesa e resisténcia a estresses. SNPs presentes nestes genes podem, por exemplo, ser
utilizados como marcadores moleculares de ERFs responsivas a endofiticos (Gupta e cols.,

2001; Ayeh, 2008), e é um trabalho ja em andamento no laboratério.

As analises de expressdao destes genes também s3o Uteis para a identificacdao de
regides promotoras mais responsivas e especificas a associagdo com endofiticos, que podem
ser Uteis na constru¢cdao de uma planta transgénica com melhor eficiéncia de interagao,

visando tecidos especificos para resposta as bactérias.

Finalmente, padrdes especificos de expressdao dos ERFs, que diferenciem gendtipos
gue estabelecem uma associac¢do eficiente de uma associacdo ineficiente com as bactérias
dizotroficas endofiticas, podem ser usados como marcadores moleculares que auxiliem, por

exemplo, programas de melhoramento ou identificacdo de gendtipos mais responsivos a



74
inoculantes. A familia de genes ERFs se mostrou bem interessante para ser usada com esse
objetivo, uma vez que: (a) diversas evidéncias indicam que a via de resposta ao etileno esta
envolvida em aspectos distintos da associacdo da planta com as bactérias endofiticas
benéficas; (b) identificamos ERFs que apresentam padrbes de expressdo bem especificos
indicando uma associacdo eficiente com a planta. Nas analises, dois grupos se destacaram
por regulacdes especificas de expressdo génica: ScERF1, ScERF4 e ScERF6 por serem
induzidos por estresse osmatico e patdgenos; e SCERF8 por ser o mais seletivo em relagdo a
endofiticos (G. diazotrophicus e H. rubrisubalbicans) e patégenos. Além disso, a comparagao
de expressdo génica durante o densenvolvimento de toletes colonizados pelos endofiticos,
no gendtipo SP70-1143 (modelo de associacdo eficiente) e Chunee (modelo de associagao
ineficiente) mostrou expressdes bem distintas: SCERF4, SCERF6 e ScERF8 foram os mais

especificos em raizes do gendtipo de alta eficiénia da interagao (SP70-1143).

Apesar de estudos funcionais serem necessarios para compreendermos melhor o
papel dos ERFs na interacao cana-de-agUcar - bactérias endofiticas., os dados evidenciados
neste trabalho apontam para a sensibilizacdao de uma via de resisténcia a estresses bidticos e
abidticos, mediadas por etileno, disparada pela presenca das bactérias nos tecidos da planta.
Estudos comparativos com outros modelos de interacao planta-bactéria benéficas, como
com rhizobium e RPCV, podem revelar se existem estratégias comuns e até origens
evolutivas similares dos mecanismos moleculares de interacdo. No que diz respeito a
sinalizacdo do etileno, a interacdo entre cana e endofiticos apresenta maior similaridade
com RPCV do que com outros diazotroficos ou endofiticos, como entre Medicago truncaluta
e Klebsiella spp. ou Salmonella spp. (Iniguez e cols., 2005; Van der Ent e cols., 2009). Para
utilizacdo de inoculantes no campo, com o objetivo de inducdo de resisténcia a estresses

bidticos e abidticos, parece importante a utilizacdo de cultivares capazes de serem
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devidamente sensibilizados pela presenca do endofitico. A utilizacdo de marcadores de
resposta ao etileno no melhoramento é uma opc¢do para selecdo destas plantas, apesar de
ainda ser necessario entender melhor como ocorre essa sensibilizacdo e quais as moléculas
envolvidas tanto por parte da planta quanto das bactérias para desenhar estratégias mais

precisas para a aplicacao desta técnica.
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6 — CONCLUSOES

O subgrupo VII dos ERFs estudados é possivelmente o mais responsivo a associagao
entre cana-de-agucar e bactérias dizotrdéficas endofiticas.

O Unico ERF estudado que ndo pertence ao subgrupo VII é um provavel repressor
transcricional, que pode estar realizando uma compensacdo da ativagao da
sinalizagdo da via de resposta ao etileno.

A metodologia de enraizamento em meio hidropénico mostrou-se um bom método
de estudo da intera¢do cana-endofiticos nas raizes.

A resposta da via de sinalizacdo do etileno observada na associacdo de cana-de-
acucar com bactérias diazotréficas endofiticas aliada ao fato das raizes parecem
muito mais envolvidas, nesta interacdo, que a parte aérea sugere que os dois tipos de
interacdo sdo muito semelhantes, especialmente no que diz respeito a via do etileno.
Os dados observados indicam que alguns ERFs respondem diferencialmente em
funcdo da espécie de endofitico inoculada enquanto outros a patdgenos.

A funcdo dos ERFs responsivos as bactérias diazotrdficas endofiticas pode estar ligada
a ativacdo de genes de resisténcia a estresses bidticos e abidticos.

Os genes ERFs em estudo se mostraram bem interessantes para serem usados como
marcadores moleculares de associacdo eficiente com bacterias diazotréficas
endofiticas, uma vez que identificamos ERFs que apresentam padrdes de expressdo

bem especificos indicando uma associagao eficiente com a planta.
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