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Apresentação

A preocupação crescente da sociedade com a preservação e a
conservação ambiental tem resultado na busca pelo setor produtivo
de tecnologias para a implantação de sistemas de produção agrícola
com enfoques ecológicos, rentáveis e socialmente justos. O enfoque
agroecológico do empreendimento agrícola se orienta para o uso
responsável dos recursos naturais (solo, água, fauna, flora, energia
e minerais).
Dentro desse cenário, a Embrapa Agrobiologia orienta sua
programação de P&D para o avanço de conhecimento e
desenvolvimento de soluções tecnológicas para uma agricultura
sustentável.
O documento 233/2007 trata de diversos microrganismos que
podem estar presentes em plantas de cana-de-açúcar, muitos deles
são patógenos e provocam doenças, outros não causam doenças e
podem beneficiar a planta pelo controle de patógenos, promoção de
crescimento pela Fixação Biológica de Nitrogênio (FBN) ou
produção de hormônios. Saber como a planta diferencia estes
organismos é importante para obtenção de variedades mais
resistentes a doenças e com maiores benefícios das associações.

José Ivo Baldani
Chefe Geral da Embrapa Agrobiologia
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Aspectos Genéticos e Moleculares na
Interação entre Organismos Patogênicos
e Diazotróficos em Cana-de-açúcar

Liamara Perin
Jean Luís Simões Araújo

Veronica Massena Reis

1. Introdução
No Brasil, a cultura da cana-de-açúcar ocupa uma área de mais de
5 milhões de hectares, sendo promissora para a produção de
energia e importante economicamente pela geração de empregos.
Diversos microrganismos podem estar presentes em plantas de
cana-de-açúcar, muitos deles são patógenos e provocam doenças,
outros não causam doenças e podem beneficiar a planta pelo
controle de patógenos, promoção de crescimento pela Fixação
Biológica de Nitrogênio (FBN) ou produção de hormônios. Saber
como a planta diferencia estes organismos é importante para
obtenção de variedades mais resistentes a doenças e com maiores
benefícios das associações. Este documento buscou reunir o
conhecimento das vias de sinalização e troca de sinais moleculares
envolvendo a colonização das plantas por microrganismos
patogênicos e diazotróficos endofíticos. Foi demonstrando o papel
ativo e determinante que essa cultura tem na eficiência da
associação com microrganismos e que a resposta vegetal é
mediada por um complexo sistema de sinalização e de uma grande
quantidade de genes, incluindo genes de defesa na planta, ativados
a partir da presença de microrganismos. Parte da troca de sinais
moleculares que ocorre durante a interação planta-microrganismo
tem sido caracterizada em cana-de-açúcar. Nestas plantas, na
defesa contra patógenos, receptores específicos da planta
reconhecem inúmeros elicitores liberados pelo patógeno, que
induzem a expressão de proteínas de defesa nas plantas. Na
associação com bactérias diazotróficas, vias de reconhecimento e
transdução de sinais semelhantes são utilizados, porém muitos são
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exclusivos desta associação e grande parte das seqüências
expressas na cana-de-açúcar ainda não possui função conhecida.
Diferenças foram observadas na expressão de receptores do tipo
quinase, receptores de etileno e genes de glutamina sintetase, e
parecem estar envolvidos em melhores contribuições da FBN.

2. A cultura da cana-de-açúcar
A cana-de-açúcar é cultivada em mais de 130 países, sendo Índia,
Cuba e Brasil os maiores produtores mundiais de cana e seus
derivados. No caso do Brasil, foi a primeira atividade agrícola e,
atualmente, é cultivada em quase todos os estados. Ocupa área de
mais de 5 milhões de hectares sendo uma importante cultura para o
país em função do complexo agroindustrial que gira em torno do seu
cultivo, da quantidade de empregos gerados e por ser promissora
para a produção de energia.

Segundo o sistema de classificação botânica, a cana-de-açúcar
pertence à divisão Angiospermae, classe Monocotyledonea, família
Poacea, tribo Andropogonea, subtribo Saccharinae. A subtribo
Saccharinae possui 10 gêneros, dentre os quais, Erianthus
erundinaceus, Miscanthus, Sclerostachya, Norenga, Ripidium e
Saccharum, formam um grupo de intercruzamento muito próximo
denominado “Complexo Saccharum”, envolvidos na origem da cana-
de-açúcar (ROACH & DANIELS, 1987), constituindo os recursos
genéticos básicos da cana-de-açúcar. O gênero Saccharum é a
base genética das principais espécies cultivadas comercialmente no
mundo e compreende 6 espécies: S. officinarum, S. robustum, S.
spontaneum, S. sinense, S. barberi e S. edule.

Segundo MATSUOKA et al. (1999), nos 3 primeiros séculos de
cultivo de cana-de-açúcar no Brasil, predominou a variedade Criola,
sendo mais tarde substituída pela Caiana, mais produtiva e com
maior teor de açúcar. Com o passar do tempo, novas variedades
foram introduzidas tendo seu cultivo encerrado devido uma
epidemia de Mosaico na década de 20. Este fato abriu espaço para
a entrada das variedades japonesas de sigla POJ e, mais tarde,
para variedades importadas de Coimbatore, na Índia. Novamente a
ocorrência de doença, desta vez o Carvão, prejudicou as lavouras
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de cana-de-açúcar e novos genótipos eram necessários. A partir de
1950, as variedades CB, desenvolvidas na Estação Experimental de
Campos dos Goytacazes, no estado do Rio de Janeiro, passaram a
ser amplamente cultivadas, destacando-se a CB45-3, que mais
tarde foi substituída pela variedade importada Na56-79, pelo alto
teor de açúcar, precocidade e excelente brotação das soqueiras. A
variedade Na56-79 chegou a ocupar 50% da área cultivada com
cana-de-açúcar, porém foi substituída devido ao ataque do Carvão,
Ferrugem e Raquitismo da Soqueira, tornando as variedades SP,
obtidas pelo Programa de Melhoramento da Copersucar, e RB pelo
Planalsucar, as mais cultivadas.

Atualmente no Brasil, o principal órgão envolvido na manutenção e
continuidade da pesquisa relacionada ao Programa de
Melhoramento Genético da Cana-de-Açúcar (PMGCA), é a RIDESA
(Rede Internuniversitária para o Desenvolvimento Sucroalcooleiro),
constituída por sete universidades (UFRPE, UFAL, UFGO, UFV,
UFRRJ, UFSCar, UFPR), localizadas onde a cultura da cana-de-
açúcar apresenta maior expressão. Em 14 anos de atuação, a rede
já liberou 13 variedades para a região Norte e Nordeste e 17
variedades para as outras regiões.

3. Patógenos em cana-de-açúcar
No Brasil, diversos tipos de patógenos podem atacar a cultura da
cana-de-açúcar, podendo reduzir drasticamente sua produção. O
Vírus do Mosaico da cana-de-açúcar foi introduzido no país por volta
da década de 1920. Entre os anos de 1922 e 1925, o Brasil passou
de uma produção de 1250 mil sacas de açúcar para uma produção
de 220 mil e de seis milhões de litros de álcool para apenas dois
milhões (MORAIS, 2003).

Vários fungos podem causar doenças como a ferrugem, provocada
por Puccinia melanocephala, fusariose e podridão do colmo por
Gibberella moniliformis, podridão das raízes por Pythium e carvão,
por Ustilago scitaminea, que chegou a atingir 100% das touceiras
plantadas com as variedades POJ36 e POJ213 no Estado de São
Paulo, durante a década de 40 (BERGAMIN-FILHO et al., 1995).
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Diversos nematóides atacam a cana-de-açúcar, dentre eles estão os
causadores de galhas em raízes (Melodogyne javanica, M. icognita,
M. arenaria), os migradores (Pratylenchus brachyurus) e os
anelados (Criconemoides spp.), dentre outros. O combate a
nematóides pode resultar em um aumento da até 42% na
produtividade de cana, por hectare plantado (LORDELLO, 1992).
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patógeno em outros órgãos da planta, protegendo-a contra ataques
subsequentes.

A resistência localizada, reconhecida pela reação de
hipersensibilidade (RH), provoca morte das células situadas nos
locais onde o agressor entra no vegetal. Com isso, a planta impede
o acesso do patógeno às células vizinhas, limitando a abrangência
da infecção. Os aspectos fisiológicos da RH incluem aumento rápido
de agentes oxidantes, perda de íons potássio e ganho de íons
hidrogênio, espessamento da parede celular e da cutícula, além de
síntese de toxinas e proteínas relacionadas à defesa vegetal.

Já a SAR protege a planta, contra novos ataques de um mesmo
patógeno. A resistência só acontece se a planta perceber a
presença do agressor e transmitir sinais que ativam mecanismos de
defesa.

A primeira etapa, das muitas que compõem a resposta de defesa da
planta a um indutor, é o reconhecimento de compostos chamados
de elicitores. Elicitores são moléculas que estimulam a resposta de
defesa na planta. São substâncias necessárias para o metabolismo
normal do patógeno e devido a evolução dos mecanismos de defesa
do hospedeiro, eles passaram a detectar essas substâncias e
assim, induzir resposta aos patógenos. O elicitor pode ser um
produto químico como o ácido salicílico, um patógeno avirulento,
parte de um patógeno como uma glicoproteína ou carboidrato, ou
organismo não patogênico (STICHER et al., 1997; SHEWRY &
LUCAS, 1997).

Segundo KUC (1990), além da morte por RH, outros mecanismos
de defesa podem ser induzidos, como:

1. Produção de espécies ativas de oxigênio (EAO), como O2 e
H2O2, que são tóxicas para os patógenos e podem ativar genes
de defesa. Também H2O2 pode se ligar a glicoproteínas de
parede celular e ativar a síntese de lignina;

2. Produção de óxido nítrico que inibe catalase e ascorbato
peroxidase, levando ao aumento de EAO, induzindo a morte
celular e/ou genes de resistência;
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3. Formação de estruturas de resistência na parede celular como
papilas de calose e lignina;

4. Tradução de sinais secundários, como ácido benzóico, ácido
salicílico, jasmonato e etileno, induzindo genes de resistência
localizada e sistêmica;

5. Síntese de fitoalexinas com propriedades antimicrobianas;

6. Síntese de enzimas que degradam patógenos como quitinase, β
1,3 glucanase e proteases.

Genes de resistência (R) representam o principal mecanismo
genético que permite às plantas se defender de determinados
patógenos. Os genes R são responsáveis pela defesa específica da
planta contra o ataque de um determinado patógeno. Eles iniciam
esta defesa reconhecendo a presença do produto da expressão de
um gene de avirulência (avr) presente no patógeno. A esta interação
entre os produtos do gene R e do gene avr dá-se o nome de
interação gene-a-gene. Em muitos casos, esta pode ser seguida por
uma reação hipersensitiva (RH), a qual resulta em um rápido
colapso do tecido infectado (STASKAWICZ et al., 1995).

O primeiro gene envolvido na interação gene-a-gene descoberto foi
o gene Pto, que confere ao tomate resistência contra a bactéria
Pseudomonas syringae, a qual possui o gene avrPto (MARTIN et
al., 1993). Diversos genes R já foram isolados e classificados de
acordo com suas seqüências nucleotídicas ou através de seus
domínios conservados (ELLIS et al., 2000).

Os genes R são muito conservados, em contraste com a grande
diversidade de produtos dos genes avr, podendo ser classificados
em 3 grupos baseados em seus domínios conservados. O maior
grupo codifica repetições ricas em leucina (Rich Repetitions in
Leucine - RRL), que se subdivide em 2 classes baseadas na
natureza da região N terminal em LRR-TIR (Toll Interleukin
Receptor-like), que possui similaridade com genes que participam
da resposta imune inata de animais. Esta subclasse está
amplamente distribuída entre as dicotiledôneas, no entanto, até o
momento nenhuma seqüência semelhante foi encontrada em
monocotiledôneas, sugerindo que o domínio TIR tenha surgido
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durante a evolução divergente das 2 classes de Angiospermas. O
segundo grupo apenas codifica proteínas com LRRs e o terceiro
grupo apresenta uma serina-treonina-quinase (PAN et al., 2000).

4. Aspectos genéticos e moleculares envolvidos na
resposta da cana-de-açúcar à presença de organismos
patogênicos
Pouco se sabe sobre a atuação da planta na defesa contra
patógenos. Porém, estudos recentes mostraram que a planta tem
papel ativo no reconhecimento de elicitores produzidos por
patógenos e na indução da expressão de genes de defesa.

O projeto genoma da cana-de-açúcar, desenvolvido pelo consórcio
entre a rede ONSA (Organization for Nucleotide Sequencing and
Analysis) e o SUCEST (Sugarcane Expressed Sequence Tag
Project), sequenciou ESTs (Expressed Sequences Tags) ou
Etiquetas de Seqüências Expressas, de diferentes órgãos e tecidos,
em diferentes estágios de desenvolvimento (VETTORE et al., 2001).

Nas bibliotecas do SUCEST foram encontrados 88 genes análogos
a genes de resistência, com representantes nos 3 grupos de genes
R (ROSSI et al., 2003). Em outro trabalho de busca e descrição de
genes de resistência (R), foi observado que a maior similaridade dos
genes de resistência expressos em cana-de-açúcar, foram com a
dicotiledônea Arabidopsis thaliana e com a monocotiledônea arroz,
63% e 23%, respectivamente (MORAIS, 2003). Com exceção da
classe das redutases, todas as outras classes de genes R foram
encontradas e em todas as bibliotecas construídas. No entanto, sua
presença foi maior nas bibliotecas construídas apartir de plantas
novas e tecidos de flores (27,1%), raízes (13,1%) e o meristema
apical com 11,1% dos genes expressos. Nas bibliotecas infectadas,
AD1 (plantas inoculadas com a bactéria diazotrófica
Gluconacetobacter diazotrophicus, antiga Acetobacter
diazotrophicus) teve expressão de 6,5% de todos os genes R
encontrados no genoma da cana-de-açúcar e a biblioteca HR
(plantas inoculadas com a bactéria diazotrófica Herbaspirillum
rubrisubalbicans), apenas 2,6% dos genes expressos.
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4.1 Produção de elicitores
Foram detectados elicitores, que induzem proteínas de defesa em
plantas, na variedade Janoru 60-5, cultivada em Cuba, após a
inoculação do fungo Ustilago scitaminea, causador da doença
chamada carvão. Também foi obsevado que o micélio in vitro,
excretou outro elicitor, o ácido salicílico (FONTANIELLA et al.,
2002). Glicoproteínas foram produzidas na variedade Mayarí,
também cultivada em Cuba, após inoculação do fungo U.
scitaminea, onde sintomas de doença não apareceram, e verificou-
se que este elicitor provoca adesão e inibe a germinação de esporos
(MILLARES et al., 2005).

Glicoproteínas também foram isoladas de micélio do fungo
Colletotrichum falcatum, patógeno em cana-de-açúcar. Este elicitor
induziu a atividade de fenilalanina amonia-liase (PAL) e peroxidade
em folhas de variedades resistentes e suscetíveis (SUNDAR et al.,
2002a), porém a ativação de espécies oxidativas foi mais rápida na
espécie resistente e mais lenta na suscetível (SUNDAR et al.,
2002b).

Plantas doentes e infectadas com C. falcatum, quando inoculadas
com um isolado de Pseudomonas spp., induziram SAR pelo
aumento no nível de peroxidase e PAL nas plantas
(VISWANATHAN & SAMIYPPAN, 2002). VISWANATHAN et al.
(2005), mostraram que em variedade suscetível ao fungo apenas
uma proteína do tipo quinase foi expressa, enquanto que em
variedade resistente, 4 proteínas foram expressas, possivelmente
associadas à defesa da planta.

O jasmonato é um importante hormônio elicitor que provoca reação
de defesa em plantas. A aplicação de jasmonato em raízes de cana-
de-açúcar, variedade Q117 resultou na indução de 21 ESTs e
redução na expressão de 23 ESTs, todos relacionados com defesa
vegetal (BOWER et al., 2005). Entre os genes induzidos, a maioria
está relacionada com patogenicidade e glutamina-S-transferase. As
ESTs que tiveram expressão reduzida na presença de jasmonato, a
maioria tem função desconhecida e outras induzem proteínas
relatadas com patogenicidade, lipoxigenase e chalcona sintase.
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7. Considerações finais
Microrganismos patogênicos e simbiontes possuem a planta como
hospedeiro alvo. Enquanto as interações patogênicas resultam em
danos ou morte do hospedeiro, as interações simbióticas são
caracterizadas por benefícios para ambas as partes envolvidas e
acredita-se que os mecanismos moleculares que regulam interações
patogênicas e simbióticas sejam os mesmos (HENTSCHEL et al.,
2000).

Em cana-de-açúcar alguns sinalizadores são os mesmos, porém
diferenças foram observadas na expressão de receptores do tipo
quinase, receptores para etileno e genes de glutamina sintetase.
Estas moléculas parecem estar associadas a melhores
contribuições da FBN. Também nas associações com bactérias
diazotróficas endofíticas, um grande número de genes induzidos
possuem função desconhecida, mostrando que o estudo deste tipo
de interação é um campo com grande potencial para a descoberta
de novos genes.

Um melhor entendimento dos genes da planta, envolvidos nas vias
de sinalização e defesa, poderiam aumentar as possibilidades de
manipulação para a obtenção de variedades mais produtivas, pela
otimização direta da associação planta/diazotrófico ou através do
controle de patógenos. O sequenciamento da bactéria endofítica G.
diazotrophicus, que apresenta resultados positivos de inoculação na
cana-de-açúcar, está em fase final de execução e poderá auxiliar no
entendimento desta associação, levando a melhor exploração da
FBN nesta cultura.
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Um estudo (BORRÁS-HIDALGO et al., 2003), avaliou as variedades
JaS44 e Ja60-5, resistente e suscetível, respectivamente a Ustilago
scitaminea e as variedades CC54-84 e C87-51, resistente e
suscetível, respectivamente a Bipolaris sacchari. A expressão dos
genes foi avaliada por cDNA-AFLP e variações foram observadas.
Foram obtidos 595 fragmentos, sendo 62 diferentemente expressos.
Destes, 10 tiveram expressão reduzida e 52 foram induzidos pelos
patógenos. Dos 52 fragmentos induzidos, 32 foram expressos na
variedade JaS44, resistente a U. scitaminea e 20 na variedade
CC54-84 resistente a B. sacchari, sendo todos seqüenciados para
identificar sua função. Dos 52 fragmentos induzidos, 19 estiveram
relacionados com defesa e transdução de sinais e o restante
apresentou função ainda desconhecida.

Os dados apresentados mostram que as plantas respondem à
presença de patógeno, reconhecendo-o e ativando proteínas de
defesa e estas respostas são diferentes em plantas resistentes e
suscetíveis.

5. Bactérias diazotróficas em cana-de-açúcar
Diversas bactérias diazotróficas foram localizadas na rizosfera e
colonizando o interior de tecidos das plantas de cana-de-açúcar. Ao
longo de diversos anos de estudo, foram descritos inúmeros
gêneros de bactérias e já há bastante conhecimento sobre a
ecologia, fisiologia e genética desses microrganismos. Além disso,
inúmeros experimentos foram conduzidos para avaliar a
contribuição desses microrganismos no crescimento vegetal.

Análise de amostras de solos de canaviais de diferentes regiões do
Brasil levou ao isolamento do gênero Beijerinckia e descrição de
uma nova espécie, B. fluminensis (DÖBEREINER & RUSCHEL,
1958). Esta espécie ocorreu predominantemente em solos
cultivados com cana-de-açúcar (DÖBEREINER, 1959), e parece ter
influência da planta no desenvolvimento da bactéria. Estudos
posteriores isolaram, na rizosfera de plantas de cana-de-açúcar,
outras bactérias como B. indica (SOUTO & DÖBEREINER, 1971),
Klebsiela (GRACIOLLI et al., 1983), Enterobacter (LADHA et al.,
1983), Bacillus azotofixans (SELDIN et al., 1984), reclassificado
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para Paenibacillus azotofixans (ASH et al., 1993) e Azospirillum
amazonense (BALDANI et al., 1997).

As bactérias diazotróficas de vida livre e rizosféricas foram
consideradas menos importantes quando se descobriu que o interior
das plantas abrigava um grande número de bactérias diazotróficas.
Estudos posteriores mostraram que estes organismos possuem
maior capacidade de contribuição no crescimento vegetal que as
bactérias rizosféricas. Foram denominados endofíticos e despertou
bastante interesse mundial. O termo endofítico refere-se à
colonização de plantas por microrganismos que não causam danos
ao hospedeiro e vivem as maiores partes de sua vida dentro dos
tecidos da planta sem emitir nenhum sintoma de patogenicidade
(BALDANI et al., 1997).

A capacidade de colonizar o interior das plantas pode conferir
vantagem ecológica sobre as bactérias rizosféricas. A capacidade
de colonizar nichos específicos no interior dos tecidos das plantas
permite que estas bactérias estejam protegidas das altas taxas de
oxigênio, que inibem a enzima nitrogenase, tendo acesso facilitado
e sem competição a fontes de carbono. Além de serem
beneficiadas, as bactérias podem contribuir pela fixação do
nitrogênio atmosférico diretamente nos tecidos das plantas.

Na cultura da cana-de-açúcar, encontram-se freqüentemente
bactérias diazotróficas endofíticas dos gêneros Herbaspirillum,
Gluconacetobacter e Burkholderia.

G. diazotrophicus é a espécie mais estudada em associação com
cana-de-açúcar. Apresenta distribuição ampla e, além de fixar
nitrogênio atmosférico, produz hormônios de crescimento como AIA
e giberelina (FUENTES-RAMÍREZ et al., 1993; BASTIÁN et al.,
1998) e atua em controle biológico (PIÑON et al., 2001). Foi isolada
de raízes e parte aérea de cana-de-açúcar cultivada nos estados de
Alagoas, Pernambuco e Minas Gerais, no Brasil (CAVALCANTE &
DÖBEREINER, 1988). Ao longo dos anos de estudo, foi encontrada
em altos números e isolada de raízes, colmos, palhiço, solo da
rizosfera e seiva xilemática de cana-de-açúcar no Brasil (REIS,
1991; PERIN, 2003) e inúmeros outros países.

bactéria age contra o patógeno pela produção de uma bacteriocina.
O controle desta doença em plantas inoculadas foi observado
(VINAGRE, 2005) em estudo onde toletes com sintomas de
escaldadura foliar foram postos para germinar e inoculado ou não
com G. diazotrophicus. Este tratamento recebeu nome de curativo.
No tratamento preventivo, os toletes foram inicialmente inoculados
com G. diazotrophicus e depois com X. albilineans. Foi observado
que as plantas com tratamento curativo apresentaram menos
sintomas de doença se comparado ao controle negativo (não
inoculado com G. diazotrophicus) e 30 dias depois desapareceram
os sintomas, mas o tratamento mais eficiente foi o preventivo, onde
as plantas não apresentaram sintomas de doença.

Foi extraído RNA das plantas com ambos os tratamentos e feito
AFLP com o cDNA. Foram obtidos 47 fragmentos diferencialmente
expressos, 27 deles expressos apenas nas plantas com tratamento
preventivo, sendo que neste tratamento os fragmentos induzidos
apareceram mais cedo, indicando que em contato com a bactéria
diazotrófica, a planta ativa mecanismos de defesa, reagindo com
mais rapidez quando for atacada por patógenos.

A maioria dos fragmentos amplificados no tratamento preventivo não
apresentou homologia com genes de função conhecida, sendo que
26% foram relacionados à via de sinalização do etileno, 9%
apresentaram homologia com proteínas reguladas pelo hormônio
auxina e 6% foram homólogas a β-1,3-glucanase, uma proteína que
atua na defesa contra patógenos durante a resistência sistêmica
adquirida (SAR). Estes dados reforçam a hipótese de LAMBAIS
(2001), que sugeriu que G. diazotrophicus pode ativar a SAR nas
plantas. Os dados citados acima, onde no tratamento em que G.
diazotrophicus controlou X. albilineans apresentando grande número
de fragmentos relacionados ao etileno, levou VINAGRE (2005) a
sugerir que a bactéria diazotrófica deixa o sistema de defesa da
planta mais preparado para a defesa contra patógenos. E quando a
SAR é ativada numa planta ela desenvolve resistência a inúmeros
patógenos por certo período de tempo.
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Foi observado também que quando diferentes variedades de cana-
de-açúcar foram inoculadas com bactérias patogênicas, não houve
diminuição da expressão de HSR5, indicando que a modulação da
expressão deste gene está diretamente associado a presença de
bactérias diazotróficas benéficas (Figura 3).

6.2. Glutamina sintetase
Nas plantas a maior rota envolvendo a assimilação de nitrogênio é o
ciclo da glutamina sintetase (GS), que catalisa a conversão de
nitrogênio inorgânico (amônio) para forma orgânica (glutamina). Em
buscas no banco de dados do SUCEST, foram encontrados 5 genes
da família GS. A partir disso, plantas micropropagadas das
variedades SP70-1143 (alta contribuição da FBN) e Chunne (baixa
contribuição da FBN) foram cultivadas com diferentes doses de
nitrogênio e os genes foram amplificados por RT-PCR (NOGUEIRA
et al., 2005).

Dos genes expressos, foi observado que sc.GS1.b, tem alta
expressão nas folhas da variedade SP70-1143 e menor em Chunne
e também é induzido ou reprimido na presença ou retirada de
amônio, respectivamente, mas apenas na variedade SP70-1143 e
não em Chunne, ambas sem bactéria, indicando que pode estar
relacionado com melhor assimilação de nitrogênio. Já, sc.GS1.a,
tem expressão aumentada na ausência de amônio em SP70-1143
com e sem bactéria e não altera em Chunne, podendo estar
relacionado com a FBN, sendo que este gene responde por 83%
dos genes da família GS expressos no banco de dados do
SUCEST.

Estes resultados sugerem que variedades de cana-de-açúcar com
altas contribuições da FBN podem estar associadas a mecanismos
de assimilação de N mais eficientes, resultando em melhor
assimilação do N, seja ele do solo ou da FBN.

6.3. Atuação de G. diazotrophicus no controle de X. albileneas
A atuação de G. diazotrophicus no controle de Xantomonas
albileneas, responsável pela doença escaldadura foliar, já foi
observada em Cuba (PIÑON et al., 2001), indicando que esta

H. seropedicae foi isolada de raízes, folhas e colmos de cana-de-
açúcar cultivada no Brasil (BALDANI et al., 1996), e na Austrália
(BODDEY et al., 1998). H. rubrisubalbicans tem sido encontrada em
associação com cana-de-açúcar e raiz da planta Digitaria insularis,
crescida no interior da plantação de cana-de-açúcar (OLIVARES et
al., 1996).

Recentemente, bactérias diazotróficas do gênero Burkholderia foram
encontradas em associação com cana-de-açúcar e duas novas
espécies foram descritas. B. unamae (CABALLERO-MELLADO et
al., 2004), isolada também de café e milho de diferentes lugares do
México e B. tropica (REIS et al., 2004), isolada de plantas de cana-
de-açúcar no Brasil e África do Sul, de solo nos EUA e de milho no
México, onde tem maior ocorrência (PERIN et al., 2006a).

Em cultivos comerciais de cana-de-açúcar nos estados do PR, SP,
RJ e PE, no Brasil, os isolados obtidos foram muitos diferentes entre
si e um grupo foi identificado como nova espécie, nomeada B.
silvatlantica (PERIN et al., 2006b). Inúmeros isolados das espécies
B. tropica, B. kururiensis e B. caribensis foram isoladas de amostras
de cultivares de canas-de-açúcar brasileiras e australianas
(BODDEY, 2003).

5.1. Estabelecimento endofítico de bactérias diazotróficas em
cana-de-açúcar
Em geral a maioria dos endofíticos que colonizam gramíneas sem
produzir sintomas de doença, não se acumula dentro do xilema da
planta em quantidades suficientes para provocar resposta de defesa
do hospedeiro e diferente da colonização de bactérias diazotróficas
em plantas leguminosas, em gramíneas as bactérias permanecem
fora da célula (JAMES et al., 1997).

Avaliando trabalhos na literatura relacionados aos sítios de infecção
da planta por bactérias diazotróficas endofíticas em Poaceas,
observa-se que as bactérias possuem penetração passiva na planta,
acessando o seu interior através de sítios de emergência de raízes
laterais, feridas no tecido radicular, na região do meristema radicular
atrás da coifa e através dos estômatos em folhas (OLIVARES et al.,
1997; JAMES & OLIVARES, 1998; JAMES et al., 1997). Com a
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penetração da bactéria nos tecidos da planta, inicia-se o processo
de colonização.

Isolados do gênero Azospirillum diferem quanto ao seu habitat
preferencial, alguns são rizosféricos enquanto outros se
estabelecem no interior das plantas. Essa bactéria pode apresentar
um mecanismo ativo para a infecção devido atividade pectinolítica,
no qual a bactéria degrada a lamela média da camada de células
epidérmicas penetrando no interior da raiz (UMALI-GARCIA et al.,
1980). Coloniza os espaços intercelulares das células da epiderme e
do córtex radicular na zona de elongamento e formação de pêlos
radiculares, sem penetrar na endoderme ou tecido vascular das
raízes (OLIVARES, 1997).

G. diazotrophicus já foi localizada nos espaços intercelulares das
raízes, nos vasos do xilema na região da base do colmo (JAMES &
OLIVARES, 1998) e foi isolada do fluído xilemático, extraído a vácuo
em toletes de cana-de-açúcar (REIS, 1994) e do fluído apoplástico
de células do córtex (DONG et al., 1994, 1997).

A colonização por H. seropedicae é muito similar à G.
diazotrophicus, porém H. seropedicae adere ao longo de toda a raiz
e a invasão acontece, principalmente, nas junções das raízes
secundárias, onde as bactérias atravessam os espaços
intercelulares e colonizam o xilema (OLIVARES, 1997). Este autor
mostrou também, através de inoculação artificial de folhas de cana-
de-açúcar com H. seropedicae, que a bactéria não se espalha
dentro dos vasos de xilema, mas permanece localizada nos pontos
de inoculação.

Diferentemente de H. seropedicae, H. rubrisubalbicans pode
penetrar nas plantas pelas aberturas estomáticas nas folhas
(OLIVARES et al., 1997). Esta bactéria foi encontrada no meta e
protoxilema, e no caso da variedade B4362, suscetível à estria
mosqueada, H. rubrisubalbicans bloqueia completamente alguns
vasos do xilema e coloniza os espaços intercelulares do mesófilo
foliar. Já, na variedade resistente SP70-1143, a bactéria também
coloniza o xilema, mas de uma forma mais controlada, formando
grupos de 10 a 20 células, envolvidas por material fibrilar e
sintetizadas provavelmente pela planta. E em plantas inoculadas in

Figura 2: Expressão do gene SHR5 em variedades de cana-de-açúcar inoculadas com
bactérias diazotróficas. Figura A: Níveis de expressão do gene SHR5 nas variedades

Chunne (CH) e SP70-1143 (SP), não inoculadas (CONT) e inoculadas com G.
diazotrophicus (GD). Figura B: Níveis de expressão do gene SHR5 na variedade B4362 não
inoculada (CONT) e inoculada com H. rubrisubalbicans (HR) e H. seropedicae (HS). Fonte:

VINAGRE et al., 2006.

Figura 3: Expressão do gene SHR5 em resposta a interações patogênicas. A: variedade
SP70-1143 livre de microrganismos (CONT) e inoculada com Agrobacterium tumefaciens
(AGR); B: variedade SP70-3370 livre de microrganismos (CONT) e inoculada com com

Leifsonia xyli subs. xyli (LEIF); C: variedade SP80-1842 livre de microrganismos (CONT) e
inoculada com Xanthomonas albilineans (XANT); D: variedade SP71-799 livre de

microrganismos (CONT) e inoculada com Puccinia melanocephala (PUC); E: variedade
SP86-155 livre de microrganismos (CONT) e inoculada com o vírus do mosaico (MOS).

Fonte: Vinagre et al., 2006.
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condições testadas. A expressão de erad1, um receptor de etileno,
foi significativamente induzida durante a associação com bactérias
diazotróficas endofíticas e drasticamente reprimida em associações
patogênicas (VARGAS et al., 2005, citado por VINAGRE, 2005).

6.1. Receptores do tipo quinase
Foi mostrado que o reconhecimento de vários sinais microbianos é
mediado por receptores do tipo quinase, que induzem eventos de
fosforilação e desfosforilação, resultando na amplificação do sinal e
ativação ou repressão de genes, que reconhecem seqüências
específicas de DNA que codificam para genes de defesa em plantas
(MORAIS, 2003).

Diversos experimentos têm sido realizados na busca da
identificação de vias que participam da sinalização da interação
entre cana-de-açúcar e bactérias endofíticas. Utilizando cDNA
AFLP, foi identificado um Fragmento Derivado da Transcrição (FDT)
(VINAGRE, 2001). A partir desse FDT foi possível o isolamento do
gene denominado SHR5, membro da família de receptores do tipo
quinase, e foi observado que os níveis de RNAm de SHR5
diminuíram em plantas da variedade SP70-1143 associadas as
bactérias dizotróficas PAL5, HCC103, HRC54 e Sp245, inoculadas
na variedade SP70-1143. Já quando HCC103, de H.
rubrisubalbicans, foi inoculado na variedade suscetível B4362 não
ocorreu diminuição da expressão.

A FBN foi avaliada em genótipos com diferentes contribuições
(VINAGRE et al., 2006), e verificaram que em ambos, SP70-1143 e
Chunne, a população de bactérias diazotróficas, estimada pela
técnica do Número Mais Provável não mostrou diferenças, já a
expressão de SHR5 foi reprimida em ambas, porém muito mais
reprimida em SP70-1143. Na variedade B4362 quando inoculada
com H. seropedicae, que não é patógeno, teve a expressão do gene
diminuída, enquanto que quando inoculada com H. rubrisubalbicans,
não ocorreu diminuição na expressão (Figura 2). Isso sugere que as
variedades de cana-de-açúcar se adaptaram para receber
populações de bactérias endofíticas benéficas, porém alguma com
mais eficiência que outras.

vitro, H. rubrisubalbicans colonizou amplamente a parte aérea da
planta em comparação à H. seropedicae, que ficou restrita às raízes
(VINAGRE, 2001).

5.2. Contribuição de bactérias diazotróficas em cana-de-açúcar
No Brasil, dois estudos clássicos, usando a técnica de diluição
isotópica de 15N, foram importantes para mostrar a contribuição da
FBN à cultura. Os primeiros estudos de quantificação da FBN foram
conduzidos ao ar livre, em potes contendo solo enriquecido com 15N
(LIMA et al., 1987). Neste ensaio foram testadas 4 variedades e
apenas 2 apresentaram resultados positivos, das quais a mais
promissora, CB47-89, 60% do nitrogênio necessário para a cultura
veio da FBN. Em tanque de concreto, também com solo marcado
com 15N e Brachiaria erecta como controle negativo, foi avaliada a
FBN em mais 10 variedades de cana-de-açúcar por 3 anos.
Novamente, foi observada variação de resposta e a variedade
SP70-1143 foi a mais promissora, recebendo da FBN, 70% do
nitrogênio presente em seus tecidos e, como no caso anterior,
decresceu ao longo dos anos (URQUIAGA et al., 1992).

Um levantamento da contribuição da FBN na cultura da cana-de-
açúcar foi feito em áreas de produção nos estados de São Paulo,
Rio de Janeiro, Minas Gerais e Pernambuco (POLIDORO, 2001).
Inúmeras variedades foram analisadas pela técnica de abundância
natural de 15N e plantas espontâneas foram usadas como controle
negativo. Foi observada contribuição da FBN em torno de 30%, com
variação de 0 a 60% e as variedades RB72-454 e SP80-1842
apresentaram os melhores resultados.

Experimentos de inoculação em casa de vegetação e campo foram
conduzidos, mas nenhum alcançou os melhores resultados
observados pela colonização natural nos experimentos citados
acima. A inoculação com as estirpes BR11175 (Z67) e BR 11335
(HRC54) de H. seropedicae em plantas micropropagadas de cana-
de-açúcar da variedade CB 45-3, mostraram incremento significativo
no acúmulo de massa fresca de raízes e parte aérea aos 24 dias
após a inoculação e massa fresca de parte aérea aos 64 dias após
a inoculação (OLIVARES, 1997). A inoculação de H. seropedicae
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estirpe BR11335 (HRC54) e G. diazotrophicus estirpe BR11281
(PAL 5), na variedade RB 72-454, estimulou a atividade da H+
ATPase, provocou mudanças morfológicas radiculares e incremento
de nutrientes na fase inicial do estabelecimento, e H. seropedicae
contribuiu para o incremento da biomassa radicular, área foliar,
conteúdo de clorofila e conteúdo de nutrientes (OLIVARES et al.,
2002).

Em vasos com solo, foram inoculadas as estirpes BR11281 (PAL5)
de G. diazotrophicus, BR11145 (CBAmC) de A. amazonense,
BR11335 (HRC54) de H. seropedicae, BR11504 (HCC103) de H.
rubrisubalbicans e BR11366 (PPe8) de B. tropica, sozinhas e com
diferentes combinações, na variedade micropropagada SP70-1143.
Após 400 dias, foi observado um melhor desenvolvimento com a
inoculação conjunta de todas as espécies e a FBN contribuiu com
30% do nitrogênio da planta (OLIVEIRA et al., 2002). Esta mesma
mistura de bactérias foi inoculada nas variedades SP70-1143 e
SP81-2350, em condições de campo e avaliadas 16 meses após a
inoculação. Foi observado que a FBN variou de – 4,5 a 31,4%,
sendo maior em solo de baixa fertilidade. Pequenos aumentos no
peso dos colmos foram observados na variedade SP70-1143, nos
solos com baixa e média fertilidade.  Já SP81-2350, apresentou
decréscimo de produtividade nos 3 tipos de solos testados
(OLIVEIRA et al., 2003).

Atualmente estima-se que a FBN associada ao cultivo da cana-de-
açúcar no Brasil, gera economia de N-fertilizante equivalente a US$
200 milhões, além de contribuir para a conservação do meio
ambiente (URQUIAGA et al., 2005). Porém, vários fatores podem
interferir na FBN, como: tipo de solo, manejo da cultura e genótipo
da bactéria e da planta. Ao longo dos anos de estudo foi observada
contribuição variável das bactérias diazotróficas e, até o momento,
não se sabe ou não se conhece qual organismo é responsável pela
FBN. As variações observadas na contribuição da FBN apontam
que as plantas agem ativamente na associação e o melhor
entendimento desta relação é importante para explorar melhor o
sistema.

A expressão de 124 ESTs sofreu alteração em plantas infectadas
em relação as não infectadas. Aproximadamente 42% não
apresentaram diferença de expressão em tecidos infectados,
enquanto 15 e 3% foram suprimidos em mais de 2 vezes e 14 e 8%
apresentaram indução superior a 2 vezes nos tecidos infectados
com G. diazotrophicus e H. rubrisubalbicans, respectivamente.
Sugerindo novamente resposta diferenciada da planta para estes 2
organismos, sendo que na presença de G. diazotrophicus a planta
suprime e induz mais genes.

Genes de resistência a patógenos são induzidos em tecidos
infectados, indicando que um sistema de defesa da planta é ativado
durante a interação. Foi observado que ocorreu indução na
expressão de chalcona sintase e a maioria dos genes que codificam
para esta enzima, que ativa a defesa de vegetais em casos de
estresses (FRANÇA et al., 2001), são similares a uma chalcona
induzida por patógenos em sorgo (CONTESSOTTO et al., 2001).
Foi encontrada indução de ESTs que codificam para H2O2 na
biblioteca AD1 e supressão destes na biblioteca de HR1 (LAMBAIS,
2001). Como esta substância é candidata a indutora de genes de
resistência adquirida (SAR), o autor sugeriu que no primeiro caso
pode correr resistência sistêmica adquirida e no segundo caso, com
HR1, ocorra resistência localizada.

O projeto genoma da cana-de-açúcar permitiu estudos iniciais sobre
a interação planta/microrganismos. Porém somente 2 bibliotecas
com bactérias diazotróficas foram geradas e apenas a variedade
SP70-1143 foi usada para este estudo, dificultando comparações
com plantas não inoculadas e expressão de genes nas variedades
que recebem altas e baixas contribuições da FBN.

A partir do levantamento feito no banco de dados do projeto
genoma, novos experimentos foram conduzidos. Segundo
VINAGRE (2005) inoculou bactérias diazotróficas, não diazotróficas
e bactérias patogências nas variedades SP70-1143, que recebe alta
contribuição da FBN e Chunne, com baixa contribuição e em
variedades suscetíveis. Estes experimentos mostraram expressão
de genes de receptores do tipo quinase, controle de patógeno,
glutamina sintetase e etileno, diferentemente expressos nas
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consequentemente, a planta responderá mais rapidamente quando
atacada por patógenos.

Um risco da inativação para as bactérias diazotróficas é a presença
de oxigênio. Este elemento tem sido mostrado como regulador da
expressão de genes nif na bactéria H. seropedicae (PEDROSA et
al., 2001). Porém, a FBN demanda muita energia e a bactéria
necessita de super ativação do sistema aeróbico para geração de
energia e, neste caso, corre risco de inativação. ESTs que codificam
para proteínas envolvidas na geração de substâncias oxidativas,
como peroxidase e gluconato oxidase foram encontrados, sugerindo
que a planta controla a população, já que ao exigir super ativação
do metabolismo aeróbico, este produzirá substâncias oxidativas,
podendo inativar parte da população.

Os resultados apresentados acima sugerem que um elaborado
sistema de vias de sinalização é disparado quando as plantas de
cana-de-açúcar são colonizadas por bactérias diazotróficas
endofíticas. Apesar dos benefícios oferecidos às plantas por estas
bactérias, é esperado que a planta tenha desenvolvido mecanismos
para controlar a colonização e evitar patogenicidade. Leguminosas
controlam a infecção através do nódulo, em cana-de-açúcar estes
genes de nodulação foram encontrados, porém como não ocorre
formação de nódulos, os autores sugerem que a associação seja
controlada por vias normalmente utilizadas na resistência à
patógenos.

Buscando ESTs relacionados com defesa vegetal (LAMBAIS, 2001),
foram selecionados 277 ESTs que codificam para quitinases, β 1,3-
glucanase, fenilalanina, amonia liase, chalcona sintase, chalcona
isomerase, isoflavona isomerase, glicoproteínas ricas em
hidroxiprolina, peroxidase, catalase, superóxido dismutase, fatores
de transcrição e proteínas envolvidas no controle da morte celular.
Como a variedade de cana-de-açúcar usada para a formação das
bibliotecas infectadas não é a mesma usada nas outras bibliotecas,
foram agrupados apenas 179 ESTs por similaridade de seus perfis
de expressão, que eram expressos em ambas as situações, e foi
avaliado seu grau de supressão e ativação.

5.3. O papel da planta no estabelecimento da associação com
bactérias diazotróficas
O sistema de associação entre plantas e microrganismos mais bem
estudados até o momento é a simbiose entre rizóbio e leguminosas.
Neste tipo de associação, grande parte da troca de sinais
moleculares que ocorre na comunicação entre a planta e a bactéria
já foi identificada. Compostos fenólicos, denominados flavonóides,
são liberados pela planta e induzem a expressão de genes de
nodulação na bactéria. Alguns desses genes são responsáveis pela
síntese de fatores nod, que são à base da especificidade entre a
bactéria e a planta. Em leguminosas a bactéria permanece em
estruturas especializadas, denominadas nódulos, não entrando em
contato direto com o citoplasma da célula vegetal. A planta é
responsável pela translocação de carbono, suprimento de oxigênio e
mecanismos de senecência, controlando desta maneira, a
população de bactérias (VALARINI, 1998).

Na interação entre plantas e micorrizas arbusculares e plantas e
rizóbios, alguns genes de defesa da planta são induzidos durante os
estágios iniciais de interação e parcialmente suprimidos mais tarde
(LAMBAIS, 2000). Em micorrizas foi observado que estes genes são
suprimidos em condições desfavoráveis para a associação, como
em solos com alta quantidade de fósforo (LAMBAIS, 2000).

Pouco se sabe sobre os processos de reconhecimento e controle
das bactérias diazotróficas endofíticas em gramíneas. Uma
importante questão a ser respondida é se a planta apenas fornece
nicho para o crescimento da bactéria ou é ativamente envolvida na
associação. Diferenças na contribuição da FBN em variedades de
cana-de-açúcar sugerem que a planta tem papel ativo nesse
processo.

6. Aspectos genéticos e moleculares na resposta da cana-
de-açúcar à presença de bactérias diazotróficas
endofíticas
Pouco se sabe até o momento sobre o papel da cana-de-açúcar na
associação com bactérias diazotróficas endofíticas. Uma das formas
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de avaliar esta interação é investigar o perfil de expressão gênica da
planta durante a associação. Baseado no sequenciamento de
regiões expressas no genoma da variedade micropropagada SP70-
1143, inoculada com G. diazotrophicus (AD1) e H. rubrisubalbicans
(HR1), foi observado que diversos genes de cana-de-açúcar são
induzidos na presença de bactérias diazotróficas endofíticas
(NOGUEIRA et al., 2001). Neste trabalho, foram avaliados 1827
ESTs e os autores mostraram que 133 ocorreram apenas nas
bibliotecas infectadas, sendo 90 exclusivos desta associação
envolvidas nos processos de sinalização, nodulação, crescimento
da planta e metabolismo do nitrogênio. Dos ESTs exclusivos, 25%
ou 33 deles, possuem função desconhecida. Estes dados sugeriram
que a planta tem participação ativa, respondendo a diversos
processos metabólicos durante a interação.

Posteriormente, um maior número de ESTs foram avaliados
(VINAGRE et al., 2006). Dos 43.141 ESTs, 621 foram exclusivos e
462 preferencialmente expressos nas bibliotecas infectadas. A
busca da função biológica agrupou os ESTs em 18 categorias
funcionais e foi observado que 31,5% deles possuem função ainda
não conhecida, diferindo muito do banco de dados do SUCEST com
plantas não inoculadas, onde esta categoria foi representada por
apenas 13,8% (Figura 1).

Figura 1: Agrupamento funcional dos ESTs no genoma da variedade SP70-1143, inoculada
com G. diazotrophicus e H. rubrisubalbicans. Fonte: VINAGRE et al., 2006.

Foram observadas diferenças nos níveis de expressão nas
bibliotecas de AD1 (plantas inoculadas com G. diazotrophicus) e
HR1 (plantas inoculadas com H. rubrisubalbicans). Com exceção da
categoria comunicação celular e transdução de sinais, todas as
demais categorias apresentaram diferentes níveis de expressão nas
bibliotecas infectadas. Dentre os 391 grupos de ESTs de AD1, 311
eram exclusivos e 80 preferenciais. Já em HR1, dos 472 grupos,
228 eram exclusivos e 244 preferenciais. Isso mostra que a
presença de G. diazotrophicus gera respostas exclusivas e H.
rubrisubalbicasn induz muitos genes, que também são encontrados
em outras bibliotecas. Também foi encontrado um grande número
de ESTs exclusivos de plantas monocotiledôneas, sugerindo que
estas plantas desenvolveram mecanismos específicos para
reconhecimento de associações benéficas.

ESTs exclusivos e preferências de bibliotecas infectadas foram
avaliadas quanto à função de sinalização (VARGAS et al., 2003).
Vários foram relacionados com receptores do tipo quinase,
hormônios em plantas, translocação, fatores de transcrição,
ubiquitinação e resposta a estresse.

Muitos tipos de receptores foram encontrados e podem ter função
na interação planta/bactéria sendo a maioria, receptores do tipo
quinase. Também, foram encontrados homólogos a fatores de
transcrição e ubiquitinas, que estão ligados à sinalização. A maioria
dos fatores de transcrição é citada como controladores dos
hormônios jasmonato, ácido absísico e giberelina, tolerância a
vários estresses e defesa contra patógenos.

ESTs envolvidos na sinalização, transporte e biosíntese dos
hormônios auxina, giberelina e etileno foram reconhecidos. Etileno é
um hormônio ativo na defesa contra patógenos, ferimentos e
nodulação (O’DONNELL et al., 1996). Freqüentemente a resposta a
etileno está associada à auxina, devido sua habilidade em sintetizar
etileno (VARGAS et al., 2005, citado por VINAGRE, 2005) e já foi
observado que G. diazotrophicus produz auxina em meio de cultura
(FUENTES-RAMÍREZ et al., 1993). Estes dados sugerem que o
etileno pode estar relacionado com a associação, atuando no
controle   da   população  de  bactérias  diazotróficas  endofíticas,   e
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