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1. Introdugdo e estado da arte

A biotecnologia, entre varias definicGes, pode ser considerada como uma area de estudo que visa o
desenvolvimento de tecnologias que utilize organismos vivos ou seus derivados, para fabricar ou modificar
produtos ou processos para uma dada utilizacdo de interesse. A biotecnologia aplicada a agricultura tem trazido
diversos beneficios para o setor e, por consequéncia, para a sociedade e economia, ja que o Brasil é um pais que
se destaca no cenario agricola. Atualmente, o Brasil estd entre os maiores produtores mundiais de diversas culturas,
como a soja, café, milho e cana-de-aglcar. Em relacdo a cana-de-aglcar, o nosso pais é o maior produtor mundial;
na safra 2019/2020 foram produzidas mais de 642 milhdes de toneladas, o que representa um aumento de 3,6%

em relagdo a 2018/2019 (http://www.conab.gov.br). Sozinho, o setor sucroenergético representa cerca de 2% do

Produto Interno Bruto (PIB) brasileiro (https://www.novacana.com). Atualmente, sua importancia se estende para

além da produgdo de biocombustivel e aglcar, sendo uma biomassa importante para produgdo de diversos
produtos renovaveis (bioprodutos), biomateriais, bioquimicos e blocos quimicos intermediarios [1].

Mesmo sendo uma cultura de relevancia mundial, a cana-de-aglcar ainda é constantemente desafiada
por estresses bidticos e abidticos que podem comprometer sua produtividade. Mais de 100 doencas (causadas por
fungos, bactérias, virus e fitoplasmas) acometem esta cultura em diferentes partes do mundo [2], representando

13% dos danos totais. No Brasil ja foram identificadas cerca de 60 delas (http://www.agencia.cnptia.embrapa.br),

e por ser um pais tropical, com condi¢des mais propicias ao crescimento de microrganismos, esses danos podem
ser maiores.

Embora existam agroquimicos (bactericidas e fungicidas, por exemplo) que podem ser aplicados na
cultura para o controle de algumas doencas, sabemos que eles podem causar alguns impactos negativos no
ambiente e na saude humana [3]. Em adicdo, o uso de variedades resistentes ainda é a melhor forma de controle,
juntamente com as boas praticas agricolas. Porém, esta resisténcia das variedades pode ser quebrada, e novas
praticas, como a mecanizacao, além de mudancas climaticas, vém ocasionado o surgimento de doencgas em

cultivares anteriormente resistentes [4].
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A escaldadura das folhas é uma das doengas mais importantes da cana-de-acgucar. O fitopatdgeno
causador é a bactéria Xanthomonas albilineans, que coloniza os vasos do xilema, movendo-se sistemicamente
para os demais tecidos vegetais [5, 6]. Possui um grande poder destrutivo, principalmente em variedades
susceptiveis, que podem sofrer até 100% de perdas [5]. A doenca pode manifestar-se na forma latente, cronica
ou aguda [5, 7]. O sintoma caracteristico é a presenca de estrias brancas bem definidas, paralelas a nervura
central. Dependendo da forma da doenga essas estrias podem aumentar tornando-se grandes areas brancas.
Podem apresentar também folhas anormais com grandes areas esbranquicadas, gemas com intensa brotacado
vindo da base do colmo para a ponta (quebra da dominancia apical) com as folhas destes brotos ja apresentando
estrias ou dreas brancas [8]. O maior prejuizo é o murchamento e morte dos colmos afetados, provocando
grandes falhas de brotacdo nas soqueiras. Seu controle é baseado na utilizacdo de variedades resistentes,
desinfeccdo de ferramentas de colheita e a utilizacdo de mudas sadias [7].

Uma forma ambientalmente amigavel de prever e tratar doencas de culturas agricolas pode ser o
biocontrole. Entre diversas formas que este controle bioldgico pode ser feito, nosso grupo estuda bactérias que
produzem pequenas moléculas sinalizadoras denominadas compostos organicos volateis (COVs), que podem
inibir o crescimento de fitopatogenos [9]. Ja identificamos alguns isolados bacterianos que sdo capazes de inibir
o crescimento da X. albilineans in vitro, através dos COVs, e ja identificamos quais destes metabdlitos sdo
responsaveis pela inibicdo do crescimento. Assim, este projeto objetiva elucidar alguns possiveis mecanismos
pelos quais os COVs inibem este importante fitopatdgeno.

Durante a iniciacdo cientifica, espera-se que o aluno desenvolva algumas habilidades e aprenda algumas

técnicas e metodologias, tais como:

(i) Busca de sequéncia em banco de dados, como no NCBI;

(ii) Desenho de oligonucleotideos;

(iii) PCR e PCR em tempo real (QPCR);

(iv) Extracdo e purificagdo de RNA;

(v) Sintese de cDNA,;

(vi) Cultivo de microrganismos;

(vii) Ensaios enzimaticos;

(viii) Cultivo de cana-de-agucar in vitro.

Este projeto, além de permitir um aprofundamento cientifico e contribuir para, no futuro, o
desenvolvimento de um bioproduto, é fundamental quando falamos de X. albilineans. Isso porque o
sequenciamento de seu genoma mostrou que ele é bem menor do a maioria das outras bactérias do mesmo
género (3,7 Mb sendo a média das demais 5,0 Mb), e que esta bactéria possui um conjunto de genes relacionados

a patogenicidade distinto, o que a torna Unica entre as Xanthomonas [10].



2. Objetivos

(i) Investigar se a expressao de alguns genes chave relacionados a patogenicidade de X. albilineans é alterada
pelos COVs;

(i) Awaliar se a atividade de algumas enzimas relacionadas a degradacao da parede vegetal é alterada pelos
COVs;

(iii) Realizar experimentos “pilotos” para verificar se a inibicdo também ocorre in planta.

3. Metodologia resumida

Anadlise da expressao de genes relacionados a patogenicidade

X. albilineans serd cultiva em meio de cultivo liquido, com e sem os COVs sintéticos de interesse.
Primeiramente, iremos determinar qual concentracdo de dois COVs sintéticos ocasiona uma inibicio de
crescimento de cerca de 50% (avaliado por densidade ética, a 600 nm). Apds, as culturas inibidas e os controles
sem inibicdo serdo centrifugados e o pellets celulares serdo preservados a -80 C. Os respectivos RNAs serdo
extraidos utilizando o kit Quick-RNA Fungal/Bacterial (Zymo research), seguindo as recomendacdes do fabricante.
Serd feito tratamento com DNase (kit Turbo DNA-free, Invitrogen) para eliminar qualquer vestigio de DNA, sintese
de cDNA (kit Revertaid First Strand cDNA Synthesis, ThermoFisher), e analise de expressao génica por RT-qPCR
seguindo metodologia descrita em [11]. Ao todo, esperamos avaliar a expressdo de 10 genes importantes para a
patogenicidade de X. albilineans [10, 12, 13]. Os experimentos serdo realizados em quadruplicata e, como

normalizador, sera utilizado genes enddgenos [14].

Avaliacdo da atividade enzimatica

X. albilineans sera cultivada como mencionado no item acima. As culturas serdo centrifugadas e o
sobrenadante sera armazenado a -20 C para posterior andlise da atividade enzimatica. X. albilineans possui 19
genes que codificam a enzimas degradadoras de parede vegetal, que sd3o essenciais para a infec¢do de
Xanthomonas em seus hospedeiros [15]. Neste trabalho avaliaremos a atividade celulolitica e xilanolitica, conforme

[16]. Os resultados serdo normalizados pela quantidade de proteina presente no sobrenadante e/ou crescimento.

Ensaios in planta

Plantulas de cana-de-agucar ja sdo rotineiramente cultivadas in vitro em nosso laboratério [17]. Assim,
iremos infectar com X. albilineans 30 plantulas seguindo o protocolo descrito em [18]. Para verificar o efeito dos
COVs bacterianos, ensaios de co-cultivo com as canas infectadas serdo feitas em frascos contendo a bactéria
antagonista previamente identificada pelo grupo (10 plantulas), bem como um COV sintético testado nos itens
anteriores (10 plantulas). Como controle, as demais plantulas serdo cultivadas sem o antagonista/COV sintético. As
plantulas serdo cultivadas em cdmaras de crescimento, a 25 C, com fotoperiodo de 12 horas escuro/claro.

Diariamente as canas-de-agucar serdao avaliadas para ver o surgimento de sintomas da doenga, como as estrias



clordtidas nas folhas.

Como a variedade de cana que cultivamos in vitro pode ser resistente a X. albilineans (pelo menos nas

condicdes em que os ensaios serdo feitos), como alternativa, é proposto a realizacdo de um ensaio adaptado com

folhas de cana-de-acgucar destacadas provenientes de 3 variedades susceptiveis e uma resistente, como proposto

por Garcia e colaboradores [19].
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