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RESUMO

A soja ¢ uma cultura de grande importancia econdmica no Brasil. No entanto, varios fatores
bidticos afetam sua produtividade. Entre esse fatores destacam-se os danos causados por
insetos-praga, como lagartas desfolhadoras e por fitonematoides. Varias estratégias
envolvendo transgenia tém sido desenvolvidas para o controle de pragas e doengas, sendo
importante o uso de promotores génicos capazes de direcionar a expressdo de transgenes nos
tecidos atacados, atingindo niveis adequados para desencadear a protecdo vegetal. Varios
trabalhos sugerem um importante papel da via ubiquitina-proteassoma ao longo do
desenvolvimento das plantas, assim como em resposta a estresses bidticos. Particularmente,
genes codificadores de enzima de conjuga¢do a ubiquitina (E2) mostraram ser ativados em
sitio de alimentagdo de Meloidogyne incognita em resposta ao ataque de insetos. Neste
contexto, o presente trabalho tem como objetivo determinar o perfil de expressiao
transcricional do gene E2 em diferentes tecidos de soja, em diferentes fases do
desenvolvimento, em raizes inoculadas com M. incognitae folhas infestadas por Anticarsia
gemmatalispela técnica de qRT-PCR, como caracterizagdo de promotor cognato UceS8.3,
previamente isolado e patenteado. Para a normalizagdo do gene E2 nos experimentos de
qPCR, oito genes de referéncia classicos foram selecionados e validados quanto a sua
estabilidade de expressdo nas diferentes condigdes experimentais analisadas. Os melhores
genes de referéncia foram utilizados na quantificacdo dos niveis do transcrito do gene E2. O
acumulo de transcritos de E2 foi determinado espacial e temporalmente, nos orgaos de raiz,
caule, folha, flor e vagem, nos fases de desenvolvimento (V4, R2 e R4). Foi observado que
ocorre acumulo de transcritos de E2 em R4, provavelmente relacionado a senescéncia da
planta. Em seguida, bioensaios foram conduzidos em raizes de soja inoculadas com juvenis de
segundo estadio (J2) de M. incognita e em folhas infestadas com lagartas de quarto instar de
A. gemmatalisNas interagdes com nematdide e com insetos, foi detectado acimulo de
transcritos de E2 de 2 a 6 vezes. Paralelamente, o banco de bibliotecas subtrativas
GENOSOIJA foi utilizado para verificar acaimulo de transcritos de E2 em resposta a estresses
(bidticos e abidticos). As analises Iin SilicO mostraram que o gene E2 é mais abundante em
resposta a bactéria Bradirhyzobium japonicunao fungo Phakopsora pachyrhyziao estresse
hidrico. Os resultados obtidos de quantificacdo de transcritos de E2 e da analise in silico
foram relacionados a Cis-clementos presentes na regiao regulatoria, e indicam que o promotor
UceS8.3 representa uma importante ferramenta biotecnoldgica para obtencdo de plantas
geneticamente modificadas resistentes a fitonematdides, doengas fungicas, insetos
desfolhadores e/ou deficiéncia hidrica.

Palavras chave Glycine max Meloidogyne incognitaAnticarsia gemmatalispromotor,

enzima de conjugacao a ubiquitina, PCR em tempo real
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ABSTRACT

Soybean is a crop of great economic importance in Brazil. However, several biotic factors
have been affecting soya productivity. Among them, the damage caused by insect pests such
as defoliating caterpillars and plant nematodes. Several strategies involving transgenic plants
have been developed to control pests and diseases, being important the utilization of gene
promoters capable of driving transgene expression in tissues attacked, at appropriate levels to
trigger plant protection. Several studies suggest an important role of ubiquitin-proteasome
pathway during plant development and in plant responses to biotic stresses. Particularly,
genes encoding ubiquitin conjugation factors (E2) have been shown to be activated in feeding
sites of Meloidogyne incognitand in response to insect attack. In this context, this study
aims to determine the accumulation of the EZ2 transcripts considering different tissues of
soybean, different stages of development, roots inoculated with M. incognitaand leaves
infested with Anticarsia gemmatali®)y qRT-PCR technique in order to further characterize
its cognate promoter (UceS8.3). Aiming E2 gene normalization in qPCR experiments, eight
classical reference genes were selected and validated for their expression stability. The best
reference genes were used in the normalization of the E2 gene. To characterize the spatial and
temporal accumulation of E2 transcripts, samples of root, stem, leaf, flower and pod were
collected at three different developmental stages (V4, R2 and R4). It was found that E2
transcripts accumulated in R4, probably related to senescence process. Thus, bioassays were
conducted in soybean roots inoculated with second stage juveniles (J2) of M. incognitg and
leaves infested with fourth instar larvae of A. gemmatalisConsidering the nematode and
caterpillars interactions, it was detected an EZ2 transcripts accumulation of 2 to 6 times.
Parallely, the subtractive libraries bank GENOSOJA was used to verify the accumulation of
E2 transcripts in response to other stresses (biotic and abiotic). In silico analysis showed that
the E2 gene is more abundant in response to Bradirhyzobium japonicurhacteria, Phakopsora
pachyrhyzifungal, and to drought stress. The results were related to cis-element$resent in
the regulatory region, and suggested that the UceS8.3 promoter represents an important
biotechnological tool to genetic modified plant generation resistant to plant nematodes, fungal
diseases, defoliating insects and/or hydric deficit.

Keywords: Glycine maxMeloidogyne incognitgAnticarsia gemmataligromoter, ubiquitin

conjugating enzyme, Real-Time PCR



1. INTRODUCAO

1.1 — A cultura da soja

A soja, Glycine max (L.) Merril, ¢ uma espécie Paliotetraploide (2n=40), pertencente a
familia Fabaceae (Leguminosae), subfamilia Papilionoideae, tribo Phaseoleae, género
Glycine, subgénero Soja. Sua origem se deu ha pelo menos cinco mil anos na costa leste da
Asia, na China, sendo espalhada pelo mundo por intermédio de viajantes ingleses e por
imigrantes japoneses ¢ chineses (EMBRAPA, 2004). No Brasil, a soja chegou via Estados
Unidos em 1882 e foi inicialmente plantada, por algumas institui¢des de pesquisa, como uma
cultura forrageira, e s6 alguns anos depois foi utilizada na producdo de graos para a industria
de farelos e oleos vegetais (MISSAO, 2006). Ela ¢ uma das espécies vegetais mais
importantes devido ao alto teor de 6leo e proteina nas sementes e por sua capacidade de fixar
0 nitrogénio atmosférico por meio de simbiose com micro-organismos no solo (SCHMUTZ et
al., 2010). Entre as principais formas de utilizagdo da soja, destaca-se o consumo de graos na
alimentacdo humana (producao de leite de soja, sobremesas, tofu e molho para saladas), a
utilizagdo do farelo em rag¢des de animais (devido ao alto teor proteico) e a utilizagdo do 6leo
na fabricacdo do biodiesel (MISSAO, 2006).

O Brasil ¢ o segundo maior produtor mundial de soja, além de estar entre os maiores
exportadores de grao, farelo e 6leo. Essa cultura tem se consolidado como a principal cultura
do agronegdcio brasileiro desde 2004, quando o Brasil produziu 50 milhdes de toneladas de
graos, ficando atras apenas dos Estados Unidos (REETZ et al., 2008). A partir dai, a cultura
esteve em constante crescimento. Atualmente, o Brasil ¢ responsavel por mais de 26% da
produ¢do mundial e um ter¢o das vendas globais da oleaginosa (USDA, 2010). No final dos
anos 70, mais de 80% da producdo de soja brasileira se concentrava basicamente na regido
Sul, sendo inicialmente expandida para a regido Centro-Oeste. Hoje os maiores estados
produtores de soja, em ordem decrescente, sio Mato Grosso, Parand, Rio Grande do Sul,
Goias, Mato Grosso do Sul, Bahia e Sao Paulo, sendo somente os trés primeiros responsaveis

por mais de 60% da produgdo brasileira (DESENBAHIA, 2009).



1.2 — Pragas da soja e medidas de controle

Apesar do crescimento da cultura de soja, muitos fatores bidticos, como o ataque de
insetos-praga e doencas, tém condicionado o rendimento de graos de soja durante todo o seu
ciclo. Entre as principais pragas da soja estdo: as lagartas desfolhadoras (Lagarta-da-soja -
Anticarsia gemmatalis ¢ a lagarta falsa medideira - Pseudoplusia includens), que se
alimentam das folhas jovens, causando reducdo da area foliar e da taxa fotossintética,
principalmente entre os estadios vegetativo-cotiledonar (VC) e estadio reprodutivo (R6); e os
percevejos (Percevejo marrom - Euschistus heros, Percevejo verde pequeno - Piezodorus
guildinii e Percevejo verde - Nezara viridula), responsaveis pela redu¢ao no rendimento e na
qualidade das sementes, causada diretamente pelas picadas ou indiretamente pela inoculacao
de patogenos nas feridas, ocorrendo frequentemente apos o estadio reprodutivo R2 até a
maturacdo da planta (DEGRANDE e VIVAN, 2008) (Figura 1).

Entre as doengas que atacam a soja, destacam-se as doengas fingicas, sendo a ferrugem
“asidtica” a principal doenga devido aos danos a cultura, e as doengas causadas por
nematoides fitoparasitas do solo (BARROS, 2008) (Figura 1). No Brasil, ha seis espécies de
nematoides que causam severos danos a lavoura: o nematoide de cisto (Heterodera glycines),
trés espécies de nematoide de galha (Meloidogyne javanica, Meloidogyne incognita e
Meloidogyne arenaria), o nematoide reniforme (Rotylenchulus reniformis) e o nematoide das
lesdes radiculares (Pratylenchus brachyurus). Apesar de ndo causar perdas comparaveis as
dos nematoides de cisto, os nematoides das lesdes radiculares tém causado uma grande
preocupacdo ao sojicultor no Brasil (INOMOTO et al., 2010). Entretanto, os nematoides do
género Meloidogyne, com as espécies de M. incognita e M. javanica causam severos danos,
ndo somente a cultura da soja, mas a varias culturas no Brasil e no mundo. A ocorréncia de
M. javanica é generalizada, sendo encontrado nas principais regides produtoras (PR, SP, MG,
MS, MT, BA); ja M. incognita predomina em areas cultivadas anteriormente com café ou
algoddo (TORRES et al., 2008).

O género Meloidogyne foi relatado como causador de perdas na cultura de soja de cerca
de 10 a 40% em solos arenosos ou médio-arenosos (INOMOTO et al., 2010). Esses
nematoides formam reboleiras nas lavouras, que podem ser vistas como manchas na plantagao
onde as plantas ficam pequenas e amareladas, ou até mortas. O juvenil de segundo estadio
(J2) invade as pontas das raizes e migra pelos tecidos radiculares para entdo modificar células
do cilindro vascular, formando o sitio de alimentagdo, estrutura composta de 3-5 células

gigantes (GHEYSEN e FENOLL, 2002; VAN DER EYCKEN et al., 1996). Quando em



condig¢des favoraveis, ocorre diferenciagdo em fémea adulta, completando seu ciclo em menos

de um més ao depositar em torno de 2.000 ovos (CAMPOS, 1999).
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VIVAN, 2008).

As praticas culturais e o manejo de pragas e doengas da soja tém sido desenvolvidos e
aplicados. Entretanto, observa-se em alguns casos um sucesso limitado e um alto custo, sendo
o cultivo de variedades resistentes a forma mais eficiente e economicamente viavel. Existe
entdo uma grande expectativa que estratégias moleculares possam ser aplicadas em conjunto
com as praticas agronOmicas atuais, visando a sele¢cdo de variedades resistentes por
melhoramento genético, ou a geracdo de plantas geneticamente modificadas com alta
resisténcia a pragas. Considerando as plantas GM resistentes a insetos ja no mercado, foram
observadas vantagens como: aumento de produtividade, diminui¢ao dos desmatamentos para
a expansdo de area cultivada, diminuicdo dos custos de producdo e da poluicdo ambiental

ocasionada pela redugdo na aplicagdo de produtos quimicos na lavoura (JAMES, 2007).



Viarias estratégias de engenharia genética tém sido testadas para o controle de pragas da
soja, como a transformacao genética de plantas com genes de inibidores enzimaticos
(proteases e o-amilase) e genes codificadores de toxinas Cry de Bt (Bacillus thuringiensis)
para o controle de insetos-praga (KHADEEVA et al., 2009; STEWART et al., 1996; WANG
et al., 2004). Recentemente, a estratégia de silenciamento génico, por interferéncia mediada
por RNA dupla fita, tem se mostrado muito promissora para o controle de nematoides
(MCCARTER, 2008). Tal estratégia se baseia na transformagdo de plantas para que expresse
RNA dupla fita, com sequéncia especifica de genes-alvo do fitonematoide. Podem ser
considerados como genes-alvo os genes essenciais ao fitonematoide ou genes envolvidos com
0 parasitismo, migracdo, formagdao ou manutencdo do sitio de alimentacdo (MCCARTER,
2008). Durante o ciclo dos nematoides, estes ingerem o conteudo citoplasmatico das células
gigantes de raizes infectadas, provocando a absor¢do do dsRNA, o que pode resultar no
silenciamento do gene correspondente. Conforme a funcdo do gene silenciado, intimeras
disfungdes podem ser geradas no fitonematoide pelo nocaute génico ou redugdo da expressao
de genes especificos, de forma que a infec¢do pode ser abortada.

Em qualquer abordagem envolvendo expressdo heteréloga de genes em plantas
geneticamente modificadas, se faz necessario a utilizagdo de promotores (sequéncias
regulatérias da expressdao génica) capazes de direcionar a expressao dos transgenes nos
tecidos atacados, na época propicia e em niveis adequados para desencadear um efetivo
controle da doenca ou protecdo vegetal. Atualmente, o promotor amplamente utilizado em
programas de transformacao genética de plantas ¢ o CaM V35S, oriundo do Virus do Mosaico
da Couve-flor. Entretanto, existem relatos de declinio nos niveis de expressdao do transgene
conforme a idade da planta, bem como nos diferentes tecidos da planta (BAKHSH et al.,
2009; SUNILKUMAR et al., 2002; YOO et al., 2005). Os niveis de expressao direcionados
por esse promotor também tém sido criticado devido a relatos de silenciamento do transgene
em sitio de alimentacdo de nematoides (BERTIOLI et al., 1999; GHEYSEN e FENOLL,
2002). Devido a esses fatos, observa-se uma crescente busca por promotores de origem
vegetal que sejam responsivos a estimulos bidticos (como infeccdo de nematoides na raiz ou
ataque de insetos nas folhas), visando obter uma maior producao de transcritos de interesse

em tecidos especificos de plantas GM para o controle de pragas.



1.3 — Utilizagdo de promotores na transformagao genética de plantas

Na medida que o conhecimento biolégico avanga, aumenta a quantidade, complexidade
e interconexao dos mecanismos de regulacdo da expressdo génica. Entretanto, a etapa mais
conhecida deste processo e, portanto, com maior aplicagdo ainda ¢ a inicia¢ao da transcrigao.

O promotor ¢ a regido do DNA que recruta os fatores de transcri¢ao (TFs) e a RNA
polimerase (RNA pol) que ird executar a transcricdo génica. Ele ¢ responséavel pela primeira
etapa da expressdo génica, que ¢ formacdo do complexo de iniciagdo da transcri¢do. Em
eucariotos, o promotor corresponde a regido regulatéria proximal (em torno de 1000 pb)
localizado a montante (“upstream” ou extremidade 5°) do sitio de inicio da transcri¢ao (TSS —
“transcription start site”) do gene. Estruturalmente, o promotor pode ser separado em
promotor basal e promotor especifico (BUTLER e KADONAGA, 2002).

O promotor basal (“core promoter””) contém elementos minimos para a transcri¢ao do
gene (TATA Box, CAAT Box, iniciador — Inr, elemento reconhecedor de TFIIB e Elemento
promotor a jusante — DPE — do inglés downstream promoter element) e estd mais relacionado
com a indicagdo da posicdo e sentido que o complexo de pré-iniciagdo (PIC) transcricional
devera iniciar a sintese de RNA (FICKETT e HATZIGEORGIOU, 1997). Normalmente, nao
induz expressao diferencial conforme variacao espacial, temporal e fisioldégica. Denomina-se
expressao basal aquela que ocorre em todos os tecidos, estddios e tratamentos, com
intensidade transcricional baixa e uniforme. O promotor especifico contém os elementos que
determinam a intensidade que ocorre a transcricdo, conforme o tecido, estadio, condig¢do
fisiologica, fatores bidticos e abioticos, direcionados por fatores de transcrigdo especificos
(FICKETT e HATZIGEORGIOU, 1997, HOCHHEIMER e TJIAN, 2003). Esses elementos
localizados em regides mais distantes da regido “core” sdo ativados por varios estimulos tanto
endogenos (auxinas, giberelinas, acido salicilico, acido jasmoénico) quanto exodgenos (luz,
temperatura, umidade, ataque de patdgenos). A acdo combinada das duas regides (promotor
basal e especifico) determina a ativagdo ou repressdo da expressdo génica ao nivel de
transcrigao.

Os promotores sdao ferramentas-chave na transformagdo genética de plantas e tém sido
extensivamente investigados com a finalidade de garantir niveis efetivos de expressao do
transgene nos tecidos de interesse, bem como na época especifica, podendo ser regulado pelo
estimulo causador de dano. Entre os promotores atualmente utilizados para esse fim
destacam-se o promotor 35S (ODELL et al., 1985), os promotores dos genes que codificam a

nopalina sintase (NOS) e octopina sintase (OCS) de Agrobacterium tumefaciens (KONCZ et



al., 1983), o promotor do gene que codifica a poliubiquitina (Ubi-1) de milho
(CHRISTENSEN et al., 1992) e o promotor do gene que codifica a actina (Act-1) de arroz
(MCELROY et al., 1990). Apesar dos grandes avancos obtidos com o emprego desses
promotores na transformacdo genética de plantas, os padrdes de expressao dos transgenes sdo
variados e baixos em alguns casos (GHEYSEN e FENOLL, 2002), ndo havendo garantia de
expressao no tecido desejado.

A busca por promotores de genes vegetais geralmente inicia-se na identificacdo e
caracterizagdo de genes expressos em um determinado tecido, ou sob condi¢des de estresse
fisiologico, por meio de estudos de expressdao gé€nica. A partir dessa caracterizagdo funcional
da expressdo génica, pode-se partir para estudos estruturais da regido a montante do gene.
Uma vez isolada a regido promotora, essa pode ser verificada quanto a capacidade de
direcionar a expressdo de gene repdrter em plantas geneticamente modificadas. Estratégias
baseadas em delecdes da regido promotora t€ém sido muito eficientes em identificar regides
ativadoras (“acentuadores”) ou repressoras (“‘silenciadores”) da expressao génica (CAI et al.,
2007). Apds a caracterizacdo estrutural do promotor, construgdes génicas para a
transformagdo genética de plantas podem ser feitas, contendo somente as regides de interesse
(duplicadas ou retiradas) a montante do transgene.

Visando a geracdo de ferramenta biotecnoldgica para direcionamento de expressao de
genes contra pragas da soja, a sequéncia promotora do gene codificador da enzima de
conjugacdo a ubiquitina (E2) foi isolada do DNA de soja em nosso laboratorio. Esse promotor
foi nomeado como UceS8.3 e foi patenteado (GROSSI DE SA et al., 2010). Para caracterizar
a capacidade de direcionar a expressdao génica em diferentes tecidos, o promotor UceS8.3 foi
clonado a montante do gene repodrter uidA e seu potencial foi analisado através de ensaios
histoquimicos e fluorimétricos da atividade enzimdtica da B-glucuronidase em plantas
transformadas de A. thaliana. Foi observado que o UceS8.3 € um promotor constitutivo capaz
de direcionar uma maior expressao de GUS, em diferentes tecidos (raiz, caule, folha e botao
floral), quando comparado ao promotor comercial CaMV35S otimizado (regides regulatorias
duplicadas e junto com o enhancer de AMV (GROSSI DE SA et al., 2010). Um padrao
diferenciado foi verificado em raizes, sendo a expressio de GUS mais forte na regido
meristematica, como relatado por (BIRD, 1996).

Os dados preliminares ja obtidos por nossa equipe sdo promissores, sendo
preponderante a caracterizagdo do padrdo de expressdo do gene E2, dirigido pelo promotor
UceS8.3, no organismo de origem (plantas de soja), considerando diferentes tecidos e estadios

de desenvolvimento, assim como a identificacdo de alteragdes no perfil de expressao génica



em raizes de soja infectadas com M. incognita ¢ em folhas de soja infestadas com A.

gemmatalis.

1.4 — Introducao a protedlise

As proteinas sao componentes-chave para o funcionamento dos processos celulares. Sua
sintese, assim como sua destruicdo, sdo processos de extrema importdncia para o
funcionamento do organismo. Um disttrbio na formacao de proteinas pode resultar em sérios
danos para a célula, até o colapso de importantes processos metabolicos. Devido a esses
fatores, as proteinas sdo frequentemente degradadas a aminoacidos e novas proteinas sao
ressintetizadas.

A protedlise intracelular funciona a partir de varios mecanismos, dependendo do tipo
celular e da situagdo fisiolégica. Em condi¢do de privagdo nutricional ou hormonal a
autofagia lisossomal ¢ acelerada (HERSHKO, 1988). A degradacdo de proteinas pelo
lisossomo ndo ¢ muito seletiva, embora alguns trabalhos tenham sugerido que certas proteinas
sejam direcionadas para o lisossomo por meio de sequéncias de aminoacidos especificas
(HERSHKO, 1988). Ao contrario, vias de degradagdo de proteinas dependentes de energia
sdo altamente seletivas.

Nas células eucaridticas, a maioria das proteinas ¢ degradada pelo sistema ubiquitina-
proteassoma (GOLDBERG, 2003). Na ultima década, muitos trabalhos demonstraram
interesse nessa via devido a sua importincia na célula. A célula degrada rapidamente
proteinas mal dobradas formadas por mutagdo e também proteinas anormais resultantes de
desnaturacdo espontanea, erros de transcri¢do (erro no processamento do RNA), traducio,
doengas, estresses ou danos oxidativos (BUCHANAN et al., 2000; GOLDBERG, 2003).
Quando ndo sdo removidas, essas proteinas podem formar grandes agregados insoluveis e
muitas vezes toxicos para a célula (BUCHANAN et al., 2000). Essas proteinas aberrantes
com erro no dobramento expdem sinais de degradagdo que normalmente ficariam escondidos
no seu interior, esses sinais sdo rapidamente reconhecidos pela maquinaria proteolitica e a
proteina ¢ destruida (RAVID e HOCHSTRASSER, 2008).

Além da fungdo proteolitica, a ubiquitinacdo tem sido associada a varios processos
celulares como endocitose, transdu¢do de sinal, controle da transcricdo génica, reparo do

DNA e replicacdo do DNA (HAGLUND e DIKIC, 2005).



1.4.1 — Modificagdo de proteinas pela adigao de ubiquitina

A ubiquitinagdo ocorre quando o C-terminal da ubiquitina (proteina altamente
conservada, com apenas 76 aminoacidos) ¢ ligado a um grupo amino de um residuo de lisina
da proteina-alvo. Quando somente uma tnica molécula de ubiquitina ¢ ligada a uma proteina-
alvo o processo ¢ denominado monoubiquitinacio (JADHAV e WOOTEN, 2009). Esse
processo também ocorre quando varios residuos de lisina da proteina-alvo sdo atacados por
moléculas de ubiquitina individualmente, nesse caso o processo ¢ conhecido como multipla
monoubiquitinagdo (HAGLUND e DIKIC, 2005; JADHAV e WOOTEN, 2009). A
monoubiquitinacdo esta envolvida em processos de endocitose, reparo do DNA e controle da
expressdo génica por regulacio de histonas (MURATANI e TANSEY, 2003). A
poliubiquitina¢do ocorre quando uma cadeia de ubiquitinas ¢ fixada em um ou mais residuos
de lisina da proteina-alvo (BUCHANAN et al., 2000). Essa cadeia ¢ formada através de
residuos de lisina internos da ubiquitina. A ubiquitina contém sete residuos de lisina (6, 11,
27, 29, 33, 48 e 63) que podem formar diferentes tipos de cadeia (HAGLUND e DIKIC,
2005). As cadeias de ubiquitinas mais caracterizadas at¢é o momento sdo aquelas ligadas
através da Lys 48 e Lys 63, mas somente as cadeias ligadas através da Lys 48 servem como
sinal para degradagao pelo sistema ubiquitina-proteassoma (HAGLUND e DIKIC, 2005). As
cadeias de poliubiquitinas ligadas através da Lys 63 desenpenham um papel fundamental na
regulacdo de processos tais como reparo de DNA (HOFMANN e PICKART, 1999; SPENCE
et al., 1995), transdugdo de sinal (MUKHOPADHYAY ¢ RIEZMAN, 2007; SUN e CHEN,
2004); e trafico intracelular de proteinas de membrana (GEETHA et al., 2005; HICKE, 1999;
MUKHOPADHYAY e RIEZMAN, 2007).

1.4.2 — Degradacao de proteinas mediada pelo sistema ubiquitina-proteassoma

A ubiquitinagdo consiste numa modificagdo pos-traducional reversivel, em que uma
molécula de ubiquitina ¢ ligada a uma proteina-alvo por meio de uma cascata enzimatica de
trés passos: primeiro o grupo carboxilico da glicina existente no C-terminal da ubiquitina ¢é
ativado com consumo de ATP por uma enzima de ativagdo a ubiquitina (E1), a qual se torna
presa por uma ligagdo tioéster (LI e YE, 2008). Em seguida, a ubiquitina ativada ¢ transferida
para uma cisteina do sitio ativo de uma segunda enzima, a enzima de conjuga¢@o a ubiquitina
(E2) (RAVID e HOCHSTRASSER, 2008); com a ajuda de uma terceira enzima, a ligase de

ubiquitina ou E3, a enzima E2 catalisa a transferéncia da ubiquitina até a proteina destinada a



destruicao (RAVID e HOCHSTRASSER, 2008) (Figura 2 — 1a). Cadeias de poliubiquitinas
sao formadas entre a lisina de uma ubiquitina € o grupo carboxilico terminal de outra
ubiquitina. Em certas circunstancias, fatores adicionais, como o fator de alongamento de
ubiquitina (E4), podem ser recrutados para, junto com ubiquitinas ligases, continuar o
alongamento da cadeia de ubiquitina (LI ¢ YE, 2008).

A especificidade de ligacao da ubiquitina a proteina alvo se dd por meio da enzima E3.
Existem duas classes distintas de E3. A primeira classe ¢ caracterizada por um dominio RING
(ou RING-finger). O dominio RING possui a capacidade de quelar dois ions de zinco, através
dos seus oito locais de coordenagdo, constituidos por histidinas e cisteinas, ¢ medeiam
interacdes com as proteinas-alvo (RAMOS, 2002). As E3 com dominio RING vinculam as E2
e o substrato e catalisa a transferéncia da ubiquitina diretamente de E2 para o substrato sem o
envolvimento de uma ligagao tioéster entre E3-Ub (LI e YE, 2008). A segunda classe de E3 ¢
definida pela existéncia de um dominio HECT (homologous to the E6-AP protein’s C-
terminus), que possui a atividade catalitica direta na ubiquitinacdo do substrato. A proteina
E6-AP foi a primeira ligase de ubiquitina identificada com dominio HETC participando da
degradacdo da proteina supressora de tumor p53 que interage com a proteina E6 do
papilomavirus humano, por isso esse nome (RAMOS, 2002). A ubiquitina ativada de E2 ¢
transferida para um residuo de cisteina conservado no dominio HECT de E3 antes de
finalmente ser transferido para o substrato (RAVID e HOCHSTRASSER, 2008) (Figura 2 —
1b).
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Cadeias de poliubiquitina com pelo menos quatro ubiquitinas servem como sinal de
degradacao pelo proteassoma 26S (Figura 2 — 2a). O proteassoma ¢ um complexo proteico
constituido por um complexo catalitico 20S central e por dois complexos regulatorios 19S
posicionados em ambas as extremidades (RAMOS, 2002). A proteina-alvo para destruigcdo
pode se ligar diretamente a receptores de ubiquitina presentes no complexo regulatorio do
proteassoma 26S ou a proteinas adaptadoras que contém dominios de ligacao a ubiquitina e ao
proteassoma (RAVID e HOCHSTRASSER, 2008) (Figura 2 — 2b). Apo6s a ligagdo da
proteina-alvo ao proteassoma essa ¢ desdobrada por ATPases que circundam o poro do nucleo
catalisador e em seguida ocorre a remog¢do da cadeia de poliubiquitinas por enzimas
desubiquitinases (DUBs) (RAVID e HOCHSTRASSER, 2008). Por ultimo ocorre a
translocagdo da proteina desdobrada pela camara proteolitica central, onde ela é clivada em
peptideos curtos por proteases (RAVID e HOCHSTRASSER, 2008) (Figura 2 — 2c).

Algumas proteinas com erro no dobramento expdem sinais de degradagdo (“degrons”)
que normalmente ficariam escondidos no seu interior (RAVID e HOCHSTRASSER, 2008).
Em 1986, Bachmair e colaboradores descobriram que a meia-vida de uma proteina depende
do amino4cido presente no seu N-terminal (N-end rule pathway) (BACHMAIR et al., 1986;
GRACIET ¢ WELLMER, 2010). Este postulado afirma que certos aminoacidos, designados
por desestabilizadores (como Lys, Arg, His, Phe, Tyr, Trp, Ile, Leu, Asp, Glu e Asn),
presentes no N-terminal de algumas proteinas, servem como sinal para uma rapida degradacao
proteolitica. Proteinas com residuos desestabilizadores, como a arginina ou leucina, sdo
reconhecidos pela E3a ou N-recognina (uma E3 do tipo RING finger) que, juntamente com
uma E2 especifica medeiam a poliubiquitinagdo da proteina que ¢ entdo rapidamente
degradada pelo proteassoma (RAMOS, 2002). Outros residuos desestabilizadores sao
encontrados em proteinas ricas em prolina (P), glutamato (E), serina (S) e treonina (T),
designados por PEST (ROGERS et al., 1986), quando expostos a superficie de uma proteina,
sao também reconhecidos como sinais de destrui¢do pelo proteassoma (RAMOS, 2002).
Proteinas recém sintetizadas necessitam da a¢do de chaperonas moleculares para obter seu
dobramento correto e muitas vezes isso ndo ocorre, levando a degradacdo dessa proteina.
Cerca de 30% das proteinas recém-sintetizadas em eucariotos podem sofrer degradacao apos

poucos minutos da sua sintese (GOLDBERG, 2003).
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1.4.3 — Enzimas da via ubiquitina-proteassoma

As enzimas da via ubiquitina tém sido caracterizadas em vdrios organismos, como
Saccharomyces cerevisiae, Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster ¢ Homo
sapiens, mas poucos trabalhos tém sido conduzidos em plantas. Cerca de 6% do genoma de
Arabidopsis thaliana codifica proteinas envolvidas com o sistema ubiquitina-proteassoma
(DREHER e CALLIS, 2007). Apenas dois genes (AtUBA1 e AtUBA2) codificadores de
enzimas de ativacdo a ubiquitina E1 tém sido relatados em A. thaliana (HATFIELD et al.,
1997). Em contraste com o baixo niimero de genes codificadores para enzimas E1, os genes
codificadores para enzimas E2 e E3 representam grandes familias multigénicas. Em leveduras
(S. cerevisiae), 13 genes codificadores para enzimas E2 foram encontrados; 50 genes foram
encontrados no genoma humano e 37 genes no genoma de 4. thaliana (ZHOU et al., 2010).
Todas estas enzimas possuem um dominio muito conservado (UBC — ubiquitin conjugating),
com cerca de 150 aminoacidos contendo um tripeptideo HPN (histidina, prolina e asparagina)
e um residuo de cisteina no seu sitio ativo capaz de aceitar a ubiquitina ativada pela enzima
E1 (MICHELLE et al., 2009; RAMOS, 2002). Ao contrario das enzimas E2, as ligases de
ubiquitinas E3 sdo pouco conservadas, em parte devido a sua fun¢do no reconhecimento dos

diversos sinais para a destrui¢do da proteina-alvo.

1.4.4 — Via ubiquitina proteassoma e estresse biotico em plantas

O papel da ubiquitinacdo no desenvolvimento de plantas tem sido extensivamente
revisado por varios autores, sendo o foco maior na caracterizagdo de ligases de ubiquitina E3
nos processos fisiologicos da planta (HELLMANN e ESTELLE, 2002; MOON et al., 2004).
Nas plantas, hd relatos de transcritos de genes pertencentes a via ubiquitina acumulados
durante a senescéncia foliar e durante o ataque de patégenos (BUCHANAN-WOLLASTON,
1997; DEVOTO et al., 2003). Este processo estd relacionado em parte com a morte celular
programada (MCP) ativada em resposta aos estagios finais de senescéncia foliar e em resposta
ao ataque de patogenos (por meio de reagdes de hipersensibilidade), em que a planta sacrifica
certos tecidos como uma estratégia de sobrevivéncia (BUCHANAN-WOLLASTON et al.,
2003; MOREL e DANGL, 1997; WOO et al., 2001).

Trabalhos anteriores mostraram que o gene codificador de E2 da familia LeUBC4 ¢
abundantemente expresso em células gigantes de plantas de tomate (Solanum lycopersicum)

infectadas com M. incognita (BIRD, 1996; GHEYSEN e FENOLL, 2002), indicando um
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possivel papel dessa proteina em respostas a estresse bidtico. Além disso, E2 envolvidas na
resposta a estresses tém sido bem caracterizadas em leveduras (S. cerevisiae), em que E2 de
classe I ScUBC4 e ScUBCS5 desempenham um papel na degradagdo seletiva de proteinas
anormais e de meia-vida curta (SEUFERT e JENTSCH, 1990). Essas enzimas s3o induzidas
por choque térmico, e experimentos tém demonstrado que essas proteinas sdo essenciais para
o crescimento e a viabilidade celular em temperaturas elevadas e na presenca de proteinas
anormais (SEUFERT e JENTSCH, 1990). Homologos aos genes codificadores das enzimas
UBC4/5 tém sido identificados em outras plantas, incluindo os genes AtUBCS, 9, 10, 11 e 12
de A. thaliana (GIROD et al., 1993), o gene PsUBC4 de ervilha (Pisum sativum) (WOO et al.,
1994) e o gene OsUBC de arroz (Oryza sativa) (CHEN et al., 1995).

Os genes EL5 e OsUBC5b, codificadores de enzimas E3 e E2, respectivamente,
mostraram ser induzidos apos o tratamento de células de arroz com N-acetylchitoheptaose,
indicando um forte papel desses genes em respostas de defesa das plantas através da
renovagdo de proteinas (TAKALI et al., 2002). O nivel de transcricdo de dois genes UBC
também foi relatado ser ativado em Nicotiana attenuata durante o ataque do inseto Manduca
sexta (HUI et al., 2003). Todos esses trabalhos sugerem um forte envolvimento da via

ubiquitina-proteassoma com estresse biotico em plantas.

1.5 — Analise da expressao génica utilizando PCR em tempo real

Atualmente, varias técnicas estdo disponiveis para analisar mudangas na expressao
génica em nivel transcricional em amostras bioldgicas, como Northern blots, Microarray, RT-
PCRs convencionais e Hibridizagdo in situ. Entretanto, o método que apresenta maior
sensibilidade e especificidade para quantificar pequenas variagdes na quantidade de mRNAs ¢
a técnica de quantitativo Real-Time PCR (qRT-PCR). Esta técnica baseia-se no processo
transcrigao reversa (RT) seguida por reagdo em cadeia da DNA Polimerase (PCR), sendo o
produto quantificado por meio de moléculas fluorescentes incorporadas ao DNA, as quais
podem ser monitoradas durante a cinética de reacdo (em “tempo real”). Varios fluoréforos
tém sido utilizados para esse fim, como sondas hidroliticas (TagMan), sondas de hibridizacao
(Molecular Beacons), sondas-primer (Amplifluor™ e Scorpions), FRET (Fluorescence
Resonance Energy Transfer) e corantes intercalantes (SYBR® Green) (KUBISTA et al.,
2006). Entretanto, este tltimo tem sido o mais utilizado devido ao baixo custo, a facilidade de

uso e a sensibilidade.
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O método utilizado para quantificar mudangas na expressao gé€nica entre amostras
biologicas ¢ a quantificacao relativa, em que uma amostra controle (calibrador) ¢ comparada
com a amostra do tratamento e a razdo de expressdo entre elas ¢ calculada. No modelo
matematico de (PFAFFL, 2001), considera-se a eficiéncia de amplificacdo de cada gene,
calculado pela formula E= 10519 ¢ inseridos na formula:

(E

) ACt alvo (controle — amostra)
alvo

Raziao =
(E rcf_) ACt ref. (controle — amostra)

Para essas analises, faz-se necessaria a normalizacdo dos genes estudados, uma vez que
pode haver diferengas na quantidade e na qualidade do RNA inicial. Realiza-se essa
normalizacdo com a utilizacdo de genes de referéncia internos, também chamados de genes
constitutivos (ou “housekeeping genes”) (GUENIN et al., 2009). A escolha de genes de
referéncia apropriados ¢ fundamental para se obter resultados precisos, uma vez que, apesar
desses genes apresentarem uma expressao uniforme na maioria dos tecidos, eles podem variar
em diferentes fases do desenvolvimento, diferentes condi¢cdes ambientais e diferentes
tratamentos bioldgicos (EXPOSITO-RODRIGUEZ et al., 2008).

Viérios programas tém sido utilizados para a identificagdo ¢ a classificacdo dos melhores
genes constitutivos. Entre eles, destacam-se o programa geNorm (VANDESOMPELE et al.,
2002) e o NormFinder (ANDERSEN et al., 2004). O programa geNorm determina quais sao
os genes normalizadores mais estdveis em um conjunto de amostras e determina quantos
genes de referéncia sdo necessarios para uma normalizagdo segura. Este programa calcula o
valor de estabilidade do gene (M), baseado na média geométrica dos genes testados e na
média da variacdo par a par de um gene contra os outros nas diferentes amostras
(VANDESOMPELE et al., 2002). A estabilidade dos genes de referéncia ¢ determinada
partindo do principio que dois genes normalizadores ideais possuem razdes de expressao
idénticas em todas as amostras, independentemente de condicdes ambientais ou
experimentais. Um baixo valor M indica uma expressdo mais estavel. O geNorm avalia a
razdo de expressao de cada gene de referéncia em relacdo aos demais genes, sempre aos pares,
0 que permite a exclusdo dos genes menos aceitaveis. A cada gene excluido, o programa
atribui automaticamente um novo valor referente a estabilidade dos demais genes nas
amostras. Esse processo ocorre diversas vezes até que permanegam apenas os genes cujos
niveis de expressdao sejam os mais estaveis, determinando, assim, a combina¢ao adequada de
normalizadores a serem utilizados nas analises de PCR em Tempo Real. O autor recomenda a

utilizacdo minima de trés genes de referéncia para uma normalizacdo confiavel
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(VANDESOMPELE et al., 2002). Para determinar a necessidade de utilizar mais do que trés
genes normalizadores na analise dos dados de PCR em Tempo Real, ¢ recomendavel fazer a
inclusdo sequencial de outros genes normalizadores e avaliar o impacto dessa inclusdo no
fator de normalizagdo. Se a inclusdo do novo normalizador ndo variar o fator de
normaliza¢do, a inclusdo dele ndo € necessaria. Um valor de 0,15 foi estabelecido como um
valor de corte, acima do qual a inclusdo de um novo normalizador seria necessaria para a
obtengdo dos fatores de normalizagdo (VANDESOMPELE et al., 2002). Outro programa
utilizado para a escolha dos melhores genes de referéncia ¢ o programa NormFinder. Esse
programa ¢ baseado num modelo matematico que permite estimar ndo somente a variacdo dos
genes nas diferentes amostras, mas também a variagdo entre subgrupos da amostra. Ele
também calcula o valor de estabilidade para todos os genes de referéncia candidatos e indica o
melhor gene (ou a combinagdo dos dois melhores genes para compor o fator de normalizagdo)

com a menor variagdo intragrupos e intergrupos (ANDERSEN et al., 2004).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Caracterizar o perfil de expressdo génica da enzima de conjuga¢do a ubiquitina (E2) de
plantas de soja em diferentes tecidos, fases do desenvolvimento, em raizes infestadas com
Meloidogyne incognita e folhas atacadas por Anticarsia gemmatalis, pela técnica de qRT-

PCR, a fim de determinar o padrao de expressao génica direcionada pelo promotor UceS8.3.

2.2 Objetivos especificos

1. Identificar os melhores genes de referéncia para normalizar a expressdao do gene E2
nos diferentes tecidos, fases do desenvolvimento e nos tratamentos experimentais de
submissdo a estresse bidtico;

2. Cultivar plantas de soja em casa de vegetacdo e coletar diferentes tecidos em
momentos distintos e nos tratamentos estipulados;

3. Mensurar a expressao génica de £2 em diferentes tecidos e fases do desenvolvimento
de soja por meio de qRT-PCR;

4. Mensurar a expressao génica de £2 em raizes de soja inoculada com o nematoide de
galha Meloidogyne incognita por meio de qRT-PCR;

5. Mensurar a expressao génica de £2 em folhas de soja infestadas com lagartas da soja
(Anticarsia gemmatalis) por meio de QRT-PCR;

6. Identificar provaveis cis-elementos no promotor UceS8.3 possivelmente associados a
regulacdo da expressdo do gene E2 nos diferentes tecidos de soja e nos tratamentos de

estresses utilizando ferramentas de bioinformatica.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 — Cultivar de soja

A cultivar de soja BRSGO Raissa foi utilizada nos experimentos de analise espacial e
temporal da expressdao do gene E2 e no experimento de soja submetida ao ataque de larvas de
A. gemmatalis. Nos experimentos de soja infectada com o nematoide M. incognita, utilizou-se

a cultivar Santa Rosa devido a sua maior susceptibilidade ao ataque deste patogeno (Tabela

1.

Tabela 1.Cultivares de soja (Glycine max) utilizadas nos experimentos de gqRT-PCR

Cultivar Caracteristicas princi pais Reacdm doencas Origem

BRSGO Raissa  Ciclo médio, floragdo apds 40 dias de Moderadamente susceptivel a Embrapa Cerrados
semeadura, primeira vagem apos 62 M. incognita e M. javanica,
dias, maturacdo completa com 123 Resistente a H. glycines raga 3
dias, crescimento determinado

Santa Rosa Ciclo médio, floragdo apds 62 dias de Susceptivel a M. incognita Embrapa Soja
semeadura, primeira vagem ap6s 67 ragal e a H. glycines raga 3

dias.

3.1.2 — Obtengao dos patdogenos para utilizagdo nos bioensaios com soja

Nematoide de galha (Meloidogyne incognita raga 1) — O in6culo cedido pela Embrapa
Soja foi utilizado para infectar plantas hospedeiras de tomate (Solanum lycopersicum) cultivar
Kada Gigante. A multiplicagdo dos nematoides ¢ realizada em casa de vegetacdo na Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia, alternando a inoculagdo do solo contaminado entre
plantas de tomate e soja.

Lagarta-da-soja (Anticarsia gemmatalis) — A criacdo dos insetos ¢ feita de forma
artificial em laboratério (Controle Biolégico da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia). Os adultos da lagarta-da-soja (mariposas) s3o colocados em condigdes
adequadas de temperatura, umidade e fotoperiodo, no interior de gaiolas plésticas para
acasalamento e oviposi¢dao. As mariposas colocam os ovos sobre um papel branco que reveste

as paredes internas da gaiola. O papel com ovos ¢ retirado e substituido diariamente, sendo os
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ovos lavados, descolados e transferidos para a face interior das tampas de papel cartolina dos
copos de papelao parafinado (sorvete), que contém dieta artificial para as lagartas. Deste
modo, as lagartas recém-eclodidas passam a se alimentar da dieta, permanecendo nesse meio
até a fase de pré-pupa. A seguir, estas sdo transferidas para caixas plasticas (tipo gerbox),
contendo vermiculita, até a formacao das pupas, que sdo separadas por sexo e colocadas nas
gaiolas para acasalamento e oviposicdo, na propor¢do de um macho para uma fémea

(SHMIDT et al., 2001).

3.1.3 — Amostras utilizadas para analise da expressdo génica

O experimento de expressdo foi realizado com amostras complexas (pool), constituidas
de mesmo tecido, sob mesmo tratamento, de trés individuos diferentes. Todo experimento de
expressao foi realizado uma segunda vez, separadamente, para obten¢do de duplicata

biologica para os 24 tecidos/tratamentos (Tabela 2).

Tabela 2.Conjunto de tecidos/ tratamentos utilizados para a analise da expressdo génica

Estadio do Ponto de

N° Cultivar Tecido | desenvolvimento tempo Tratamento

1 Raissa Raiz V4 - -

2 Raissa Caule V4 - -

3 Raissa Folha V4 - -

4 Raissa Raiz R2 - -

5 Raissa Caule R2 - -

6 Raissa Folha R2 - -

7 Raissa Flor R2 - -

8 Raissa Raiz R4 - -

9 Raissa Caule R4 - -

10 Raissa Folha R4 - -

11 Raissa Vagem R4 - -

12 Santa Rosa Raiz V2 7da.i Controle ndo inoculado

13 Santa Rosa Raiz V4 14d.a.i Controle ndo inoculado

14 Santa Rosa Raiz V5 21 d.a.i Controle ndo inoculado

15 Santa Rosa Raiz V6 28 d.a.i Controle ndo inoculado

16 Santa Rosa Raiz V2 7da.i Inoculado com M. incognita

17 Santa Rosa Raiz V4 14d.a.i Inoculado com M. incognita

18 Santa Rosa Raiz V5 21da.i Inoculado com M. incognita

19 Santa Rosa Raiz Vo6 28 d.a. i Inoculado com M. incognita

20 Raissa Folha V4 0h Controle sem larva

21 Raissa Folha V4 15 min Infestado com larva de 4. gemmatalis
22 Raissa Folha V4 30 min Infestado com larva de 4. gemmatalis
23 Raissa Folha V4 l1h Infestado com larva de 4. gemmatalis
24 Raissa Folha V4 3h Infestado com larva de 4. gemmatalis
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3.1.4 — Kits e reagentes utilizados
DNasel Amplification Grade (Invitrogen)
SuperScript ™ III First-Strand Synthesis SuperMix for gRT-PCR (Invitrogen)
Sybr Green Rox Plus Master Mix 2X (LGC)

Reagente Trizol (Invitrogen)
3.1.5 — Oligonucleotideos

A eficiéncia de amplificacdo dos genes foi determinada utilizando o programa Real-
Time PCR Miner para cada experimento individualmente (Anexo 1), e uma eficiéncia geral

dos genes, considerando todos os experimentos juntos, também foi calculada (Tabela3).

Tabela 3.0ligonucleotideos utilizados nas reagdes de PCR em tempo real

. . Tamanho do Localizagéo .

Simbolo Forward primer Sequence (5'-3) Reverse primer Sequence (5’-3') . . Eficiéncia (%)

Amplicon (pb) do iniciador

CYP2 CGGGACCAGTGTGCTTCTTCA CCCCTCCACTACAAAGGCTCG 154 S* 98,3
ELF14 GACCTTCTTCGTTTCTCGCA CGAACCTCTCAATCACACGC 195 D 102,4
TUAS AGGTCGGAAACTCCTGCTGG AAGGTGTTGAAGGCGTCGTG 159 S 101,7
ELFIB GTTGAAAAGCCAGGGGACA TCTTACCCCTTGAGCGTGG 118 D 92,5
ACT11 CGGTGGTTCTATCTTGGCATC GTCTTTCGCTTCAATAACCCTA 142 D 104,1
UBC2 TCCCCTCACACCCTTCCTC CCATCCCAAGGGGTGTCAT 155 D 107,6
TUB CCTCGTTCGAATTCGCTTTTTG CAACTGTCTTGTCGCTTGGCAT 161 S 96,4
G6PD ACTCCTTGATACCGTTGTCCAT GTTTGTTATCCGCCTACAGCCT 126 D 110,7
E2 GAGCGAGCAGTTTCAGAC CATAGGAGGGACGATACG 168 D 98,0
RB7 TTGTAGGTGTCTCCGTCGC AATGCTCTTGGCGGTGATG 179 S 87,3

* Desenho de iniciadores (primers): D — diferentes éxons; S — no mesmo éxon

3.1.6 — Ferramentas de Bioinformatica

- Mastercycler ep realplex versao 1.5 — Programa para analises de PCR em tempo real

vinculado ao termociclador da Eppendorf.

- Real-Time PCR Miner — programa para a determinacdo da eficiéncia de amplifica¢do

dos genes estudados.

- ¢BASE Plus (Biogazelle) versao 2008-2009 — Programa para analise de expressao

relativa

utilizando

multiplos

genes referéncia.

http://www.biogazelle.com/site/products/gbaseplus

Licenca

disponivel

cm:

- geNorm — Aplicativo para o Excel que visa determinar os genes referéncia mais

estaveis.

- NormFinder — Aplicativo para o Excel que visa determinar os genes referéncia mais

estavelis.
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- REST versdo 2.0.13 — Programa de analise de expressao relativa contendo ferramentas
de andlise estatistica.

- SigmaPlot versdo 10 — programa para edi¢do de graficos

- Primer 3 — Programa para desenho e analise de primers.

- Oligo Tech 1.00 — Programa para desenho e analise de primers.

- Genevestigator — ¢ uma ferramenta da Web (aplicativo JavaScript instalado no
computador) para a investigacdo da expressao génica baseado nos resultados de milhares de
experimentos de microarranjo.

- GENOSOIJA - Consorcio Nacional para Estudos do Genoma da Soja (LGE Soybean
Genome database), financiado pelo CNPq e envolvendo centros de pesquisa como Embrapa
Soja, Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Universidade de Campinas (Unicamp),
Universidade Federal de Vigosa (UFV), Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS), Universidade Federal de Pernanbuco (UFPE), Universidade Estadual Paulista
(Unesp) e a Cooperativa Central de Pesquisa Agricola (Coodetec). Disponivel em

http://bioinfo03.ibi.unicamp.br/soja/.

3.2 Métodos

3.2.1 — Coleta de tecidos de soja em diferentes estaddios do desenvolvimento

Sementes de soja (Glycine max cv. BRSGO Raissa) foram semeadas em sacos plasticos
de 20 litros, com a adi¢do de uma mistura contendo fungicida e inoculante de Rhizobium para
fixagdo biologica de nitrogénio, e colocadas para germinar em casa de vegetacdo. A primeira
coleta foi realizada com plantas no estadio de V4, onde diferentes tecidos (folha, caule e raiz)
de trés individuos foram coletados e congelados imediatamente em N, liquido. A segunda
coleta ocorreu com plantas no estddio de R2 e os mesmos tecidos foram coletados
acrescentando a coleta de flores. A tltima coleta ocorreu com plantas no estadio de R4, em
que se acrescentou a coleta vagens com cerca de 2 cm presentes em qualquer n6 superior da
haste principal. Para os experimentos de analise da expressao do gene E2 por qRT-PCR, todas

as etapas foram repetidas num segundo momento, a fim de constituir duplicata biologica.



20

3.2.2 — Bioensaio de soja infectada com o nematoide M. incognita

Os fitonematoides endoparasitas obrigatorios foram cultivados em plantas hospedeiras
de tomate (Solanum lycopersicum). Dessa forma, M. incognita raga 1 foi inoculado em
plantas susceptiveis de tomate cultivar Kada Gigante, em casa de vegetagdo, para a
multiplicagdo dos nematoides. As plantas de tomate com cerca de 40 centimetros foram
inoculadas com solo contendo raizes infectadas. Cerca de 30-40 dias ap6s inoculacdo (d.a.i),
as raizes apresentando galhas foram coletadas e a extragdo dos nematoides em diferentes fases
de vida foi realizada.

As raizes infestadas com galhas foram retiradas dos sacos e lavadas com agua corrente
para a retirada de solo. Em seguida, as raizes foram trituradas no liquidificador com
hipoclorito de sédio 0,5% (v/v) e separadas em peneiras de 100 e 400 mesh. O material
coletado na peneira de 400 mesh foi misturado com caulim (substrato inerte de gesso) e
centrifugado a 2500 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
ressuspendido em sacarose 50% (p/v). Apds uma segunda centrifugagdo a 2500 x g por 1
minuto, os ovos foram coletados do sobrenadante em peneira de 400 mesh. A suspensdo de
ovos livres de impurezas foi colocada em camaras de eclosdo, que foram mantidas sob
temperatura de 28°C. Apds 24 horas, os juvenis de segundo estadio (J2) foram recolhidos e
contados em cdmaras de Peters.

Para a execuc¢do do experimento, sementes de soja (Glycine max cv. Santa Rosa) foram
desinfetadas superficialmente com hipoclorito de soédio (1%) por 1 minuto e colocadas para
germinar em sacos contendo areia estéril umedecida e mantidas em sala crescimento com
temperatura de 25-28°C, umidade 70% dia/ 80% noite e fotoperiodo de 16 h luz/8 h escuro.
Apbs 7-10 dias, as plantulas com cerca de 10 centimetros foram inoculadas com uma
suspensdo contendo cerca de 5000 juvenis de segundo estadio (J2) de M. incognita
previamente extraido, por planta. Os juvenis foram introduzidos em quatro pontos ao redor do
caule e as plantas foram regadas com dagua estéril (destilada) duas vezes por semana.
Semanalmente, adicionou-se adubo liquido NPK 10-10-10 com micronutrientes juntamente
com agua. Aos 7, 14, 21 e 28 dias apds a inoculagdo (d.a.i), as raizes foram coletadas na
regido da galha (células gigantes) e em uma regido equivalente a regido da galha na planta nao
inoculada (controle). Uma amostra de cada tratamento foi separada no momento da coleta
para coloragdo com fucsina 4cida (BYBD et al., 1983). Durante a coleta, fez-se um pool de
trés plantas para cada tecido/tratamento e este foi imediatamente congelado em nitrogénio

liquido. Os mesmos tecidos foram coletados para o controle ndo infectado. Para os
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experimentos de analise da expressao do gene E2 em sitios de alimentagdo de nematdide,
realizou-se mais uma replicata bioldgica de todos os tecidos analisados nas mesmas

condicoes.

3.2.3 — Coloragao de nematoides em raiz de soja utilizando fucsina acida

As raizes foram coletadas e lavadas em 4gua corrente para a remocao da areia aderida.
Em seguida, as raizes foram cortadas em segmentos de 1-2 centimetros e transferidas para um
béquer de 150 mL contendo 50 mL de NaClO (hipoclorito de s6dio 2%), onde permaneceram
por 6 minutos, com agita¢ao ocasional. Depois do tratamento com NaClO, os segmentos de
raizes foram lavados em agua corrente (30 a 45 segundos) para a retirada dos residuos de
hipoclorito. Em seguida, as raizes foram novamente colocadas em um béquer contendo agua
por mais 15 minutos. Apds esse periodo, as raizes foram transferidas para outro recipiente
contendo 30 mL de agua e 1 mL de corante (fucsina &cida). Esta solucdao foi colocada em
ebulicdo por 30 segundos. Apds voltar a temperatura ambiente, o excesso de corante foi
retirado por lavagem em agua. Posteriormente, as raizes foram colocadas em um béquer
contendo 20-30 mL de glicerina acidificada. Apds esse procedimento, as raizes foram
colocadas em laminas e observadas em microscopios para a confirmagdo da infec¢do das

plantas pelos juvenis (J2) de M. incognita (BYBD et al., 1983).

3.2.4 — Bioensaio de soja submetida a desfolha por Anticarsia gemmatalis

Sementes de soja (BRSGO Raissa) foram germinadas em sacos plésticos de 20 litros,
contendo uma mistura de areia e solo (2:1). A produgdo do material biolégico foi executada
em sala de crescimento com temperatura de 25-28°C, umidade 70% e fotoperiodo de 16 h
luz/8 h escuro. O estresse foi submetido com plantas de soja no estddio V4, em que
frequentemente ocorre o ataque de insetos e lagartas desfolhadoras. Para o estresse, 25
lagartas de quarto instar criadas em dieta artificial foram separadas em placas de petri e
distribuidas em dois trifolios para iniciarem a alimenta¢do. As folhas de trés plantas
estressadas foram coletadas nos tratamentos 0, 15 minutos, 30 minutos, 1 hora e 3 horas apos
a adigdo das lagartas (WALLEY et al., 2007). As folhas foram imediatamente congeladas em
nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C até o momento da extracdo de RNA. Todas as

etapas anteriores foram repetidas num segundo momento, para constituir duplicata bioldgica.
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3.2.5 — Analise in silico do padrao de expressao dos genes referéncia em Arabidopsis thaliana

A acuricia dos resultados obtidos por meio da técnica de PCR em tempo real estd
intimamente relacionada com uma precisa andlise de estabilidade dos genes de referéncia
utilizados na normalizagdo do gene-alvo. Por esse motivo, genes constitutivos classicos
relatados na literatura foram identificados e analisados quanto a sua estabilidade na
plataforma Genevestigator. Os genes escolhidos foram uma Ciclofilina 2 — CYP2, Fator 1-alfa
de alongamento da tradu¢do — ELF1A, Fator 1-beta de alongamento da tradu¢do — ELF1B,
actina 11 — ACTI1, B-tubulina (TUB), a-tubulina 5 (TUAS), uma glicose 6-fosfato
desidrogenase — G6PD e uma Enzima de conjugacdo a ubiquitina (familia UBC2) (JIAN et
al., 2008). A sequéncia dos genes de A. thaliana foi submetida a um BLASTn no Banco de
dados Phytozome visando encontrar os ortélogos desses genes no genoma da soja (Tabela 4).
Em seguida, iniciadores (primers) foram desenhados em diferentes éxons para a utilizagdo nos
experimentos de PCR em tempo real. Apds a realizagdo dos experimentos de PCR em tempo
real, os valores de Ct de cada gene referéncia foram convertidos em quantidade relativa nao-
normalizada empregando o programa qBASE versdo 1.3.5, utilizando a eficiéncia real de cada
gene, e em seguida os genes foram analisados quanto a sua estabilidade pelos programas

geNorm e NormFinder.

Tabela 4.Genes utilizados para a andlise de expressdo génica em soja

Simbolo do Numero de acesso Locus em Nome do gene

Gene Locus do gene no NCBI Arabidopsis Fungao
CYP2 Glymal2g02790.1 CF806591 AT2G21130 Ciclofilina 2 Envolvida no dobramento de proteinas
Fator 1-alfa de alongamento da
ELFIA Glyma05g24110.1 BT093688.1 AT5G60390 N Alongamento da tradugao
tradugdo
TUAS Glyma05g29000.1 CA801144 AT5G19780 o-tubulina 5 Constituinte estrutural do citoesqueleto
Fator 1-beta de alongamento da
ELFIB Glymal4g04350 AK286947.1 AT5G19510 ~ Alongamento da tradugao
tradugdo
ACTI1 Glymal8g52780.1 BW652479 AT3G12110 Actina 11 Proteina estrutural do citoesqueleto
Enzima de conjugagdo a Enzima envolvida nos processos de reparo de
UBC2 Glymal8g16160 AK244261.1 AT2G02760 ubiquitina (familia UBC2) DNA e Endocitose
TUB Glyma04g09350.1 AC235288 ATI1G50010 p-tubulina Constituinte estrutural do citoesqueleto
G6PD Glymal9g24250 AK244997.1 AT5G40760 Glicose 6-fosfato desidrogenase Enzima da via de metabolismo da glicose
Enzima de conjugagdo a . . N .
k Enzima envolvida na degradagio de proteinas
£2(UBCY) Glymal8gd4850 AF532622.1 AT5G41700 ubiquitina (promotor UceS8.3) anormais e de vida curta
RB7 Glymal1g03690.1 Al494844.1 AT4G17340 Aquaporina Proteina de canal de agua (aquaporina)

3.2.6 — Analise do padrao expressao do gene E2 em soja

Visando relacionar genes da familia de enzimas de conjugagdo a ubiquitina com

estresses bidticos e abidticos em soja, realizou-se uma busca nas bibliotecas subtrativas, feitas
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por Solexa, presentes no banco Genosoja (LGE Soybean Genome database). A busca foi
realizada utilizando o cédigo referente a identificacdo dos genes no genoma (Glyma) obtido
através do banco Phytozome. As bibliotecas subtrativas pesquisadas no banco sdo: raizes e
folhas da cultivar Embrapa-48 (tolerante) submetidas ao estresse de seca e coletadas apds 25 a
150 minutos; folhas dos acessos PI230970 (resisténcia ndo-hospedeira) e PI561356
(resisténcia vertical) infectadas com o fungo Phakopsora pachyrhyzi, causador da Ferrugem
asiatica da soja (coletadas apos 1 a 192 horas apds a infecgdo); e raizes da cultivar MG/BR46
(Conquista) inoculada com Bradirhyzobium japonicum, estirpe CPAC 15 (para fixacdo
biologica de nitrogénio) versus raiz com/sem adubo nitrogenado.

Para analisar a expressdao do gene E2, foram desenhados oligonucleotideos (primers)
para sua regido 5’UTR com o objetivo de quantificar a produgdo e acimulo de mRNA
especifico do gene controlado pelo promotor UceS8.3. Os oligonucleotideos senso e antisenso
foram desenhados em diferentes éxons, otimizados pelo programa Oligo Tech 1.00 e se
localizam a -165 e -18 a montante do codon de iniciagdo da tradugdo, respectivamente.

Também foram desenhados oligonucleotideos para o gene que codifica uma proteina de
canal de agua de soja (RB7). Essa proteina ¢ conservada entre varias plantas e foi
caracterizada por estar presente em raiz de plantas de tabaco e por ser super-expressa em
células gigantes induzidas por M. incognita (CONKLING et al., 1990; OPPERMAN et al.,
1994). O ortdlogo desse gene em soja foi encontrado em banco de dados para desenho de
oligonucleotideo baseados em regido conservada. Esse gene foi selecionado para ser utilizado
como um controle positivo nos estudos de identificagdo de transcritos de E2 em células

gigantes.

3.2.7 — Analise filogenética de proteinas UBC

Uma andlise filogenética foi conduzida utilizando-se as sequéncias proteicas dos 37
genes codificadores de enzima de conjuga¢do a ubiquitina em Arabidopsis thaliana, os 13
genes pertencentes a familia E2 de soja em levedura (Saccharomyces cerevisiae) e os dois
genes codificadores de E2 de soja utilizados nesse estudo. O alinhamento multiplo foi
conduzido utilizando-se as sequéncias completas de proteinas de todos os organismos. A
analise filogenética, conduzida no programa MEGA v5.0, foi inferida utilizando o método
Neighbor-Joining (NJ) (KUMAR et al., 2008). A arvore consenso inferida a partir de um
bootstrap de 1000 repeti¢des, foi tomada para representar a historia evolutiva das espécies

analisadas. Ramos correspondentes a partigdes reproduzido em menos de 50% bootstrap
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repeticoes foram recolhidos. As distancias evolutivas foram calculados usando o método de
corregdo de Poisson e estdo nas unidades do numero de substituicdes de aminoacidos por

sitio. A andlise envolveu 52 sequéncias de aminoécidos.

3.2.8 — Analise de provaveis cis-elementos no promotor UceS8.3

O promotor UceS.8.3, previamente isolado e patenteado (GROSSI DE SA et al., 2010)
corresponde a um fragmento de DNA de 1171 pb. Essa sequéncia promotora foi submetida
aos bancos PLACE e PlantCARE para a investigacdo de elementos cis-regulatérios
envolvidos na regulacao da expressao génica obtida (HIGO et al., 1999; ROMBAUTS et al.,
1999).

3.2.9 — Extragdo de RNA total (Método Trizol)

Os tecidos foram coletados em pool, rotulados e imediatamente congelados em
nitrogénio liquido. O RNA total foi entdo extraido a partir de 100 mg de cada pool. Os tecidos
foram triturados em nitrogénio liquido e colocados em tubos de 1,5 mL. Posteriormente, foi
adicionado 1 mL de Trizol em cada tubo e agitou-se por 30 segundos. Os tubos
permaneceram por 5 minutos a temperatura ambiente e, em seguida, foram centrifugados, por
10 minutos, a 4°C e a 12.000 x g. O sobrenadante foi coletado com auxilio de uma
micropipeta e transferido para um novo tubo, onde permaneceu incubado por 5 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente, foram adicionados 300 pL de cloroférmio para
promover a precipitacdo. Os tubos foram incubados por 3 minutos a temperatura ambiente e
centrifugados, por 15 minutos, a 4°C e a 12.000 x g. A fase aquosa foi removida com auxilio
de uma micropipeta e transferida para novo tubo (1,5 mL), onde foram adicionados 300 pL de
1sopropanol (alcool isopropilico) e 300 uL de tampao citrato (0,8 M de citrato de sédio e 1,2
M de NaCl). Em seguida, os tubos foram incubados por 10 minutos a temperatura ambiente e
centrifugados, por 15 minutos, a 4°C e a 12.000 x g. Apds descarte do sobrenadante, foi
adicionado 1 mL de etanol 75%, mantendo-se uma agitagao por 30 segundos, para lavar bem
o precipitado e posterior centrifugagdo, por 5 minutos, a 4°C e a 8000 x g. O sobrenadante foi
novamente descartado com inversdo imediata do tudo sob papel filtro. O precipitado (peller)
foi seco em fluxo por, aproximadamente, 20 minutos e ressuspendido em 30 pL 4dgua Milli-Q

tratada com DEPC. Para andlise da integridade do RNA total, utilizou-se eletroforese em gel
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de agarose 1,0%, corado com brometo de etidio e a quantificacdo foi realizada pela leitura da

ODy¢ utilizando o espectrofotdmetro NanDrop ND-1000.

3.2.10 — Reacdo de transcri¢ao reversa

O c¢cDNA (DNA complementar) foi sintetizado a partir do 1 pg de RNA total de cada
tecido extraido. A transcri¢do reversa consiste na sintese de um cDNA a partir de um molde
de RNA, por uma DNA-polimerase-RNA dependente, chamada de transcriptase reversa. A
sintese do cDNA foi realizada utilizando o kit SuperScript'™ III First-Strand Synthesis
SuperMix for qRT-PCR (Invitrogen). Inicialmente, 4 pg de RNA total foi tratado com a
DNase I (Kit DNasel Amplification Grade — Invitrogen) conforme instru¢des do fabricante
para eliminagdo de possiveis contamina¢des com DNA genomico. Em seguida, 8 pL desse
mesmo RNA, 2 pL do Mix RT Enzyme (SuperScript™ IIT ¢ RNaseOUT™) e 10 pL do Mix
2X RT Reation Mix (oligo(dT),o, random hexamers, MgCl, e dNTPs) foram incubados a
50°C por 30 minutos para a reacdo de transcrigdo reversa (RT). A transcriptase reversa foi
inativada a 85°C por 5 minutos. Por fim, foi adicionado 2 U de RNase H e a reagdo foi

incubada a 37°C por 20 minutos. O cDNA foi armazenado a -20°C até o0 momento de uso.

3.2.11 — Validagao dos cDNAs obtidos por RT-PCR convencional

O RT-PCR ¢ uma reacdo em cadeia da polimerase que utiliza como molde um cDNA
(ele ¢ fita simples, antisenso, reverso € complementar ao mRNA). Uma primeira reagdo foi
realizada utilizando-se os oligonucleotideos para os genes de referéncia (housekeeping) e para
o gene E2, para verificar se todos os oligonucleotideos estavam amplificando um tnico
amplicon. Para todos o experimentos, realizou-se uma reagdo de RT-PCR, antes do qRT-PCR,
para verificar se todos os cDNAs estavam funcionais. As reacdes foram conduzidas com
cDNA diluido 20X, tampao de reagdo 1X, 200 nM de cada oligonucleotideo, 250 uM de
dNTPs, 2,5 mM de MgCl, e 2,5 U de Taqg DNA polimerase Recombinante (Invitrogen). O
programa da PCR utilizado foi um passo inicial de 95°C por trés minutos, seguindo por 35
ciclos de 95°C por dez segundos, 55°C por dez segundos e 72°C por quinze segundos,
finalizando com uma extensdo final de 72°C por cinco minutos. Os produtos de PCR foram

analisados por eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo.
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3.2.12 — Analise da expressao génica por qRT-PCR

Ap6s padronizar a amplificagdo por RT-PCR, obtendo-se um fragmento Unico do
tamanho esperado, o cDNA foi diluido 20 vezes e utilizado como molde no qRT-PCR. Os
experimentos de PCR em tempo real foram conduzidos no termociclador Mastercycler
realplex (Eppendorf). A PCR continha os seguintes reagentes: Sybr Green Rox Plus Master
Mix 2X (LGC), 200 nM de cada oligonucleotideo (senso e antisenso) e 2 uL. do cDNA (1:20),
referente a cada condicdo esperimental analisada. Todos os experimentos foram analisados
em triplicata experimental. O programa de PCR utilizado foi: 95°C por quinze minutos para a
ativacdo da enzima Taq DNA polimerase (hot start), 95°C por vinte segundos, 55°C por vinte
segundos e 72°C por vinte segundos repetidos por quarenta ciclos. A curva de desnaturagio
(“melting curve”) foi realizada apds o término da amplificacdo para verificar a presenga de
produtos inespecificos ou dimeros formados entre os oligonucleotideos. O programa foi 95°C
por quinze segundos, 60°C por quinze segundos, subindo dois graus por minuto até chegar a
95°C.

Os dados brutos de fluorescéncia de todas as corridas foram importados para o
programa Real-time PCR Miner, a fim de determinar o ciclo threshold (Ct) e a eficiéncia de
PCR (ZHAO e FERNALD, 2005). O programa Miner baseia-se na cinética individual das
reacdes de PCR e determina a eficiéncia de reagdo, sem a necessidade de uma curva padrao.
Ele utiliza os pontos iniciais e finais da fase exponencial da PCR para estimar a eficiéncia da
reacdo para cada amostra/gene e, em seguida, calcula a média e o coeficiente de variacdo da
eficiéncia para cada gene.

A andlise de expressdo génica foi realizada utilizando o programa qBASEPIlus que
utiliza multiplos genes de referéncia para a normalizag@o e considera a eficiéncia real da PCR
para cada gene (HELLEMANS et al., 2007). Os valores de Ct das duas replicatas biologicas
juntas e o valor de eficiéncia de cada gene gerados pelo Miner foram importados para o
programa qBASEPIlus para determinar a expressao relativa dos genes E2, RB7 ¢ CYP2. Com
base na andlise de estabilidade gerado pelo geNorm, os melhores genes para cada condicao
experimental foram indicados no qBASE para a normalizagdo do gene-alvo.

O programa REST foi utilizado para andlise estatistica dos experimentos. Este programa
calcula as variagdes no Ct e na expressao relativa por meio de testes de randomizagdo para
obter o nivel de significancia, fornecendo o P-value e os intervalos de confianga (PFAFFL et

al., 2002).
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4. RESULTADOS

4.1 — Obtencdo de amostras de soja para a determinagdo do perfil de expressdo espacial e

temporal do gene E2

Para se proceder a analise de expressdao espacial e temporal do gene E2, sementes de
soja foram semeadas em solo e acondicionadas em casa de vegetagdo. A germinagdo ocorreu
cinco dias apods a semeadura, e as folhas trifoleadas completamente desenvolvidas apareceram
em intervalos de cinco dias (Figura 3). As amostras de folhas e caules de cada planta foram
coletadas na regiao mais apical. As amostras de flores coletadas continham todos os verticilos

florais. J& as amostras radiculares foram obtidas por coleta preferencial das pontas das raizes.

Figura 3. Estadios fenoldgicos da soja(A) planta no estddio de V4 com a terceira folha trifoleada
completamente desenvolvida; (B) planta no estadio de R2 com florescimento completo; (C) planta no estadio R4
com vagens completamente desenvolvidas, caracterizado pela presenca de vagens com 2 cm de comprimento em

um dos quatro nos superiores da haste principal.

Foram obtidos, em média, 5 ug de RNA de cada amostra, que foram tratados com
DNase I e observados por eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo, a

fim de verificar a integridade das amostras de RNA trabalhadas (Figura 4).
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28SrRNA —
18SrRNA —

Figura 4. RNA total extraido de diferentes tecide de plantas de soja em diferentes estadios de
desenvolvimento Eletroforese em gel de agarose 1%. (1) raiz de V4, (2) caule de V4, (3) folha de V4, (4) raiz

de R2, (5) caule de R2, (6) folha R2, (7) flor de R2, (8) raiz de R4, (9) caule de R4, (10) folha R4, (11) vagem de
R4.

4.2 — Bioensaio de soja infectada pelo nematoide M. incognita

O experimento foi conduzido em camara de crescimento (Fitotron). Os nematoides
foram multiplicados em plantas de tomate (Solanum lycopersicum) para a obtengdo do
in6culo. As plantas de soja, cultivadas até atingirem o estadio de V1, foram inoculadas com
uma suspensdo contendo cerca de 5000 juvenis de segundo estadio (J2) de M. incognita por
planta. O processo de infeccdo foi monitorado por coloracdo com fucsina acida. A raizes
clarificadas e coradas com fucsina acida mostraram que aos 7 d.a.i varios J2 haviam
penetrado nas pontas das raizes e migrado para o cilindro central (inicio do estabelecimento
do sitio de alimentacdo) (Figura 5 A e E). A penetragdo foi verificada até os 14 d.a.i. Aos 14
dias, foi possivel observar juvenis (J2/J3) no formato de salsicha dentro do cilindro vascular
(Figura 5 B e F). Nesse periodo, ja as raizes infectadas comecaram a aumentar o seu didmetro
(formagao de galhas). Aos 21 d.a.i, as galhas estavam maiores e mais largas. Os juvenis
(J3/J4) continuavam aumentando a sua largura, e foi possivel observar a presenca de algumas
fémeas com a forma globoide nas raizes infectadas (Figura 5G). Aos 28 dias, as raizes
apresentavam grandes galhas, espalhadas tanto na regido superior da raiz quanto nas regioes
mais laterais. Foi possivel observar fémeas globosas, que romperam o cortex radicular e
emergiram na superficie da raiz para depositar ovos na matriz gelatinosa no exterior da planta

(Figura 5D).
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‘ 7 dias apos a inoculagéo H 14 dias apos ainoculagéo H 21 dias apos a inoculagéo H 28 dias apos a inoculagédo ‘

Figura 5. Progresso da infeccdo por nematoide®i( incognita) de galha em raizes de soja susceptiveh e
E) Juvenis de segundo estadio (J2) nos periodos iniciais de infec¢do apds 7 d.a.i; (B e P juvenis alimentados

apos estabelecerem o sitio de alimentacao aos 14 d.a.i; (C e G) galhas bem desenvolvidas com 21 d.a.ie (D e H)

fémeas depositando ovos aos 28 d.a.i.

Partindo das amostras coletadas e congeladas, o RNA total foi extraido e sua

integridade conferida por eletroforese, para posterior sintese de cDNA (Figura 6).

28S rRNA -
18S rRNA —_

Figura 6. RNA total extraido de raiz infectada porM. incognita. Eletroforese em gel de agarose 1%. (12) 7
d.a.i controle, (13) 7 d.a.i inoculado, (14) 14 d.a.i controle, (15) 14 d.a.i inoculado, (16) 21 d.a.i controle, (17) 21
d.a.i inoculado, (18) 28 d.a.i controle, (19) 28 d.a.i inoculado.
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4.3 — Bioensaio de soja submetida a desfolha por A. gemmatalis

As plantas foram cultivadas em camara de crescimento (Fitotron) até atingirem o
estadio de V4 (periodo de grande ataque por lagartas da soja nas plantacdes de soja). Em
seguida, 25 lagartas de quarto instar foram adicionadas em dois trifélios. Essa fase de quarto
instar ¢ chamada de mede-palmo devido ao movimento que as lagartas fazem para se
locomover, como se estivessem medindo palmo. As lagartas consomem o limbo foliar e as
nervuras, deixando pequenos buracos nas folhas, provocando redugdo da area foliar e da taxa
fotossintética. Nesse estadio, as lagartas penduram-se por um fio de seda, tanto para mudar de
lugar na planta quanto para nao cairem no solo (também chamado “estadio de fio”). Nesse
periodo, as lagartas estdo mais vorazes, sendo possivel observar furos no limbo foliar

proporcionalmente ao tempo de exposi¢do as lagartas (Figura 7).

Figura 7: Bioensaio de soja com lagartas de quarto instar d&. gemmatalis. (A) Folhas de soja apds 15
minutos de exposicdo as lagartas de A. gemmatalis; (B) 30 minutos de exposigdo; (C) 1 hora de exposigdo e (D)

3 horas de exposicao.
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As amostras coletadas e congeladas foram submetidas a extracdo de RNA total e sua
integridade foi verificada por eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de

etideo (Figura 8).

28SrRNA —
18SrRNA —

Figura 8. RNA total extraido de folha submetida ao ataque de lagartas de gemmatalis. Eletroforese em
gel de agarose 1%. (20) 0 h — controle; (21) 15 min; (22) 30 min; (23) 1 he (24)3 h.

4.4 — PCR quantitativo

As amplitudes de expressao dos oito genes verificado no Genevestigator sao as mesmas
que a expressdo do gene E2, o que ¢ altamente recomendado para tornar preciso os resultados
de gqPCR. Verificou-se que esse padrdo se manteve nos resultados de PCR em tempo real
(Figura 9). Entre os trés experimentos realizados, o experimento que apresentou maior

varia¢ao nos dados brutos foi diferentes tecidos em um mesmo estadio de desenvolvimento.
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Figura 9: Niveis de expresséo dos gemee referéncia com valores absolutos d& para todas as amostras
analisadas.As amostras utilizadas nessa andlise estdo descritas na tabela 2.
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A qualidade do cDNA e dos oligonucleotideos foi confirmada por RT-PCR, e a
especificidade de amplificacdo de cada gene foi confirmada pela analise da curva de

dissociagao adicionada aos passos finais da PCR em tempo real (Figura 10).
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Figura 10. Curva de dissociacdo da amplificacdo dos genes estudados

4.4.1 — Genes de referéncia em diferentes 6rgaos e fases do desenvolvimento da soja

Os valores de Ct referentes as trés fases do desenvolvimento, obtidos pelo programa
Miner PCR, foram convertidos em quantidade relativa ndo-normalizada pelo programa
gBASE v1.3.5, utilizando-se a eficiéncia de cada gene e a amostra com menor expressao
como calibradora. Essas quantidades (duas replicatas juntas) foram importadas pelo programa

geNorm para classificar os melhores genes de referéncia. Em seguida, esses mesmos valores
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(quantidade relativa nao-normalizada) foram inseridos no programa NormFinder, visando
obter um segundo parametro de andlise para a escolha dos genes mais estaveis nos
tratamentos estudados.

A andlise foi conduzida inicialmente visando identificar os genes cuja expressdo era
mais estavel entre os diferentes tecidos. De acordo com o geNorm, os genes mais estaveis
entre os tecidos no estadio V4 foram os genes ELF1A, TUAS e UBC2 (Figura 11 V4). Em
todas as condi¢des analisadas, os valores M foram menores que a linha de base 1,5 tracada
(exceto em diferentes tecidos em V4) pelo programa, indicando que os genes apresentaram
boa estabilidade. O valor M ¢é baseado na média geométrica dos genes testados e na média de
variacdo par a par de um gene contra todos os outros nas diferentes amostras. O programa
classifica os genes de acordo o seu valor M, ou seja, genes com baixo valor M apresentam alta
estabilidade de expressdo. Os genes ELF1B e G6PD foram os mais estaveis entre os tecidos
no estadio R2, e TUB foi o menos estavel (Figura 11 R2). No estadio R4, os genes ACT11,
CYP2 e ELF1A foram os mais estaveis (Figura 11 C).

Considerando a série de desenvolvimento da planta, a segunda analise visava identificar
0s genes mais estdveis entre os trés estddios do desenvolvimento da planta. Na série de
desenvolvimento, os genes mais estaveis em raiz foram TUB e CYP2 e para caule foram os
genes ELF1B, G6PD e CYP2 (Figura 11 D e E). Em folha, os genes ELFIB ¢ ACT11
apresentaram alta estabilidade, e o gene TUB foi o menos estavel (Figura 11 F). O gene
ELF1B apresentou uma boa estabilidade na série de desenvolvimento para os trés tecidos
(raiz, caule e folha), e o gene TUAS foi o menos estavel.

A estabilidade de expressdao génica (M) indica o quanto esse gene variou entre as
amostras analisadas. O gene de referéncia ideal seria aquele que possui uma razdo de
expressdo idéntica em todas as amostras, indicando que ele pode ser usado unicamente para
normalizar a expressdo do gene-alvo. Entretanto, esse perfil ideal de expressdo de gene
referencia ndo ¢ encontrado frequentemente. Atualmente, a abordagem mais utilizada para a
normalizacdo se baseia na utilizacdo de vérios genes referéncia para constituir o fator de
normalizacdo (FN). O nimero ideal de genes referéncia para uma normalizacdo precisa foi
calculado pelo programa geNorm. A variagdo par a par (V./Vni) entre dois fatores de
normalizacdo (FN,/FN,1) sdo usados para determinar a necessidade de adicionar um proéximo
gene referéncia para a normalizagao.

De acordo com o geNorm, trés genes sdo necessarios para normalizar o gene alvo entre
diferentes tecidos no estadio V4, devido ao valor V estar abaixo do valor de corte (0,15)

sugerido por Vandesompele e colaboradores (2002), excluindo a necessidade de adicionar
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mais um gene para compor o fator de normalizagdo (Figura 12). Entre os diferentes tecidos no
estadio R2, quatro genes sao necessarios para compor o fator de normaliza¢dao. No estadio R4,
o valor V de todas as combinagdes de genes referéncia ficou acima do valor de corte.
Entretanto, o valor mais préximo de 0,15 foi V3/4, indicando que os trés genes mais estaveis
sd0 necessarios para a normaliza¢do. Na série de desenvolvimento para os tecidos de raiz e
folha, apenas os dois genes mais estaveis sdo necessarios para a normalizagao; e para caule, os

genes ELF1B, G6PD e CYP2 devem ser usados na normalizagao.
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Figura 11. Valor de estabilidade de expressdo dos genes estudados gerado pelo programa geN&4#H).
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Série de desenvolvimento: (R) raiz, (C) caule e (F) folha.
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A estabilidade de expressao foi reanalisada utilizando o programa NormFinder. Esse
programa classifica os genes de acordo com sua estabilidade de expressao num conjunto de
condi¢des experimentais. O NormFinder seleciona os melhores genes com o melhor fator de
normalizacdo, baseado na menor variacdo intragrupos e intergrupos (diferentes tecidos e
diferentes replicatas bioldgicas, respectivamente), enquanto o geNorm seleciona os melhores
genes com a menor variagao intragrupos € com a mesma variagao intergrupos (ANDERSEN
et al., 2004).

A classificacdo gerada por esse programa foi um pouco diferente do que a determinado
pelo programa geNorm. O gene mais estavel entre os tecidos em V4 foi TUB, com um valor
de estabilidade de 0,419, e a melhor combinagdo de dois genes para compor o fator de
normalizacdo foram os genes ACT11 e TUB, com um valor de estabilidade de 0,305 (Tabela
5). No estadio R2, os genes mais estaveis foram ACT11, TUAS e G6PD, confirmando o
resultado obtido pelo programa geNorm (G6PD e ACTI1 ocuparam a 2° e 3° posicao,
respectivamente). J& no estadio R4, o gene mais estavel foi ACT11 e os melhores genes para
o fator de normalizacdo foram ACT11 e ELF1A. Nesse estadio, os dois programas apontaram
uma classificag@o similar para todos os genes analisados. Na série de desenvolvimento, o gene
ELF1A teve uma boa estabilidade nos trés tecidos analisados, sendo que o gene mais estavel
em caule foi o gene UBC2, com um valor de estabilidade de 0,150, e para raiz e folha foi o

gene ELF1A.

Tabela 5.Estabilidade de expressdo dos genes referéncia calculado pelo programa NormFinder

Classificagdo Tecidos em V4 Tecidos em R2 Tecidos em R4 Raiz (desenvolvimento)
Gene Estabilidade Gene Estabilidade Gene Estabilidade Gene Estabilidade
1 TUB 0.419 ACTI11 0.457 ACTI11 0.168 ELF1A 0.340
2 ELF1A 0.427 TUAS 0.579 ELF1A 0.256 G6PD 0.711
3 ACTI11 0.441 G6PD 0.801 TUAS 0.277 CYP2 0.761
4 UBC2 0.457 ELF1A 0911 CYP2 0.301 TUAS 0.816
5 TUAS 0.566 UBC2 0.979 ELF1B 0.360 UBC2 1.011
6 G6PD 0.603 ELFIB 1.178 UBC2 0.484 ELFIB 1.192
7 CYP2 0.676 CYP2 1.919 G6PD 0.706 TUB 2.066
8 ELFIB 0.821 TUB 5.426 TUB 2.352 ACT11 2.485
FN ACTI11 e TUB (0.305) ACTI11 e TUAS (0.340) ACTI11 e ELF1A (0.153) ELF1A e G6PD (0.522)
Classificagdo Caule (desenvolvimento) Folha (desenvolvimeni Soja com nematoide Soja com inseto
Gene Estabilidade Gene Estabilidade Gene Estabilidade Gene Estabilidade
1 UBC2 0.150 ELF1A 0.406 ACTI11 0.339 ELFIB 0.180
2 ACTI11 0.229 ACTI11 0.424 ELF1A 0.825 G6PD 0.208
3 ELF1A 0.465 ELFIB 0.600 ELF1B 1.164 ELFI1A 0.213
4 CYP2 0.551 TUAS 0.672 TUB 1.265 CYP2 0.273
5 TUAS 0.609 CYP2 0.734 G6PD 1.687 UBC2 0.277
6 G6PD 0.635 TUB 0.779 TUAS 1.718 TUAS 0.310
7 TUB 0.743 UBC2 0.960 UBC2 2.451 ACTI11 0.325
8 ELF1B 0.938 G6PD 2919 CYP2 3.543 TUB 0.839

FN ACTI11 e UBC2 (0.165) ACTI11 e ELF1A (0.412) ACTI11 e ELF1A (0.581) ELFI1A e G6PD (0.125)
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Genes de referéncia sao utilizados rotineiramente para estudos de expressao génica. O
gene de referéncia ideal ¢ aquele que possui uma razao de expressao idéntica em todas as
amostras estudadas e que ndo ¢ influenciado por tratamentos exdgenos. A normalizagdo
baseada na utilizacdo de varios genes de referéncia tem sido a abordagem mais utilizada para
correcdo na quantidade de material inicial e para a corre¢do de variagdes por fatores
exogenos, considerando que a variagdo na média de multiplos genes ¢ menor do que a
varia¢do de genes individuais. Por esse motivo, nds escolhemos o programa geNorm como o

método mais adequado para a normalizagdo dos genes-alvo nos nossos experimentos.

Determinagao do nimero 6timo de genes referéncia
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B Soja comnematdide 0.193 0.171 0.13 0.112 0.147 0.123
O Soja com inseto 0.081 0.061 0.071 0.07 0.078 0.173

Figura 12. Variagdo par a par dos genes de reféncia candidatos gerados pelo programa geNorro eixo

y estdo os valores calculados para a variag@o par a par dos genes testados e no eixo x estdo os pares de genes.

4.4.2 — Genes de referéncia em galhas de soja infectada pelo nematoide M. incognita

Fitonematoides endoparasitas do solo induzem extensas modificacdes na expressao
génica das plantas. Os juvenis de segundo estadio (J2) penetram nas raizes ¢ migram até o
cilindro central, onde secretam proteinas através das glandulas esofageanas, induzindo a
formag¢do de um novo tipo celular. As células induzidas ficam metabolicamente ativas e
sofrem ciclos de divisdo celular desacoplados da citocinese, formando, assim, células

gigantes. Estas células sdo multinucleadas e sofrem extensa modificagdo no seu perfil de
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expressao génica e no metabolismo celular, modificando, dessa forma, a expressao de varios
genes.

Virios estudos de expressdo génica, com abordagens de interagdo compativel e
incompativel na interagdo planta-nematoide, t€ém sido conduzidos por véarios grupos de
pesquisa. Entretanto, ndo existe at¢ o momento nenhum trabalho de validagdo de genes
referéncia em soja para estudos de expressao génica na interagdo planta-nematoide. Alguns
estudos foram conduzidos utilizando a técnica de Microdisseca¢do de Captura a Laser (LCM)
em células gigantes, visando excluir a necessidade do uso de genes normalizados para
quantificar a expressdo génica (FOSU-NYARKO et al., 2009; HE et al., 2005; KLINK et al.,
2007). Entretanto, essa técnica ndo esta disponivel para todos os centros de pesquisa.

Os tecidos coletados para a analise dos melhores genes de referéncia em galha foram:
extremidade mediana/final da raiz, apos 7 dias de inoculagdo e galhas apos 14, 21 e 28 d.a.i.
Uma regido equivalente foi coletada para constituir o controle ndo-inoculado. Segundo o
programa geNorm, 0s genes mais estaveis para normalizag¢ao, considerando as oito amostras
(inoculado e ndo-inoculado, nos quatro tempos), foram TUAS, ELF1A, G6PD e ELF1B
(Figura 13). De acordo com os valores de variagdo par a par, apenas esses quatro genes sao
necessarios para uma normalizagdo precisa. O gene CYP2 apresentou um alto valor M,
indicando que a estabilidade desse gene ¢ baixa. De acordo com os experimentos de
microarranjo depositados na plataforma Genevestigator, esse gene ¢ altamente ativado em
raizes infectadas, tanto por nematoide de cisto quanto por nematoide de galha. Nossos
experimentos complementaram a analise desse gene, mostrando que ele é ativado em galha de

soja infectada pelo nematoide M. incognita.
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Figura 13. Valor de estabilidade de expressdo dosrges estudados para raiz de soja inoculada com o
nematoideM. incognita gerado pelo programa geNormNo eixo y esta o valor de estabilidade M e no eixo x
estdo os genes ordenados do menos estavel para o mais estavel. Diferentes tecidos da planta e diferentes fases do

desenvolvimento foram analisados juntos.

A analise obtida através do programa NormFinder foi conduzida considerando as
amostras nao-inoculada e inoculada de todos os tempos da primeira replicata bioldgica como
grupo 1, e ndo-inoculada e inoculada de todos os tempos da segunda replicata biologica como
grupo 2. O gene mais estavel foi o ACT11, com um valor de estabilidade de 0,339 e a melhor
combinac¢do de dois genes para compor o fator de normalizagdo foi ACT11 e ELFIA com um
valor de estabilidade de 0,581 (Tabela 5). O gene ELF1A estd em segundo lugar na
classificagdo fornecido pelos dois programas, indicando que ele foi estavelmente expresso

entre os tratamentos e nas duas replicatas bioldgicas.

4.4.3 — Genes de referéncia em folha de soja submetida ao ataque da lagarta-da-soja (4.

gemmatalis)

Todos os genes analisados apresentaram uma alta estabilidade em folhas apos o ataque
de 4. gemmatalis, com valores M abaixo de 0.7; entretanto, os dois genes mais estaveis foram
CYP2 e ELF1A (Figura 14). De acordo com os valores de variagdo par a par, apenas esses

dois genes sdo necessdrios para uma normaliza¢do precisa. Para a andlise no programa
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NormFinder, foram considerados todos os tratamentos da primeira replicata bioldgica como
grupo 1 e os tratamentos da segunda replicata bioldgica como grupo 2. O gene ELF1B foi o
gene mais estavel, e os genes ELF1A e CYP2, indicados com os mais estaveis pelo geNorm,

estdo em segundo e terceiro lugares, respectivamente, na classificagdo feita pelo NormFinder.

Estabilidade de expressao dos genes referéncia (M)

0,1 T T T T T T
uBC2 TUAS TUB G6PD ACT11 ELF1B ELF1A CYP2

Genes menos estaveis Genes mais estaveis

Figura 14. Valor de estabilidade de expressédo dosrges estudados para folha submetida ao ataque de
lagarta-da-soja gerado pelo programa geNormiNo eixo y esta o valor de estabilidade M, e no eixo x estdo os

genes ordenados do menos estavel para o mais estavel. Diferentes tratamentos foram analisados juntos.

4.4.4 — Expressao relativa do gene RB7 para validacdo dos genes referéncia selecionados

O padrdo de expressdo génica do gene RB7 nos diferentes tecidos no estadio R4 foi
verificado utilizando os genes de referéncia selecionados. O gene RB7 ¢ um gene tecido-
especifico de raiz e responsivo ao ataque de nematoides de galha. Uma caracteristica principal
de genes tecido-especificos € a capacidade de direcionar a altos niveis de expressao génica
somente em um tecido, com baixo ou nenhum nivel de expressao nos demais tecidos da
planta. Quando a expressdao do gene RB7 foi analisada, utilizando os trés genes mais estaveis
(ACT11, CYP2 e ELF1A) apontados pelo geNorm, foi possivel verificar o padrao de
expressao tecido-especifico de raiz. Um resultado semelhante foi verificado quando a analise
foi reconduzida utilizando-se os gene de referéncia G6PD e UBC2. Entretanto, a expressao

em raiz foi menor do que o padrdo de expressdo visto utilizando os trés genes mais estaveis.
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Quando a analise foi realizada utilizando-se somente um gene para a normalizacao (G6PD),

nao foi possivel observar o padrao de expressao tecido-especifico do gene RB7 (Figura 15).

= A I 8 C—C

Quantificagao relativa (U.A.)

FOLHA
Tecidos

Figura 15. Quantificacdo relativa do geneRB7 utilizando os genes referéncia selecionados para a
normalizag&o. Diferentes tecidos no estadio R4 foram analisados. Normalizagdo utilizando os genes: (A)

ACTI11, CYP2 e ELF1A; (B) somente o gene G6PD; (C) G6PD e UBC2.

4.5 — Andlise espacial e temporal da expressdo de £2 em soja

Os dados brutos obtidos nas corridas de qPCR foram inseridos no programa qBASE
plus para andlise da expressdo relativa da enzima de conjugacdo a ubiquitina. De acordo com
os dados obtidos, o gene E2 apresentou um padrdao de expressdo estavel entre os tecidos (raiz,
caule e folha) nos estadios V4 e R2, sem diferenga significativa (Figura 16 — V4). No estadio
R2, ele apresentou uma expressdo maior em folha (duas vezes), quando comparado com os
demais tecidos (Figura 16 — R2). Esses dados confirmam o padrdo de expressao constitutiva
do promotor UceS8.3, através do direcionamento da expressao do gene uid4 (GUS) em
plantas transformadas de A. thaliana (GROSSI DE SA et al., 2010). J4 no estadio R4,
especificamente, o nivel de expressdo do gene E2 foi mais alto, quando comparado com a
expressdo de E2 nos estadios anteriores, exceto em vagem, que apresentou um nivel de
expressdo similar aos demais tecidos, provavelmente devido a esse tecido ter sido
recentemente formado (Figura 16 — R4). Esse aumento foi pequeno (cerca de cinco vezes),
provavelmente devido a planta ainda estar no estddio R4, periodo de enchimento dos graos,

iniciando o processo de senescéncia, que alcanca o seu maior nivel nos estadios R7 e R8.
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Figura 16. Andlise espaciak temporal da expressao d&2 pelo programa qBASE plus.No eixo X estdo
todos os tecidos e tempos analisados. No eixo Y estdo os valores de expressdo relativa (U.A - Unidade
Arbitraria). Genes de referéncia utilizados: (V4) ELF1A, TUAS ¢ UBC2; (R2) ELF1B, G6PD, ACT11 ¢ CYP2;
(R4) ACT11, CYP2, ELF1A; (Raiz) TUB e CYP2; (Caule) ELF1B, G6PD e CYP2; (Folha) ELF1B e ACT11.

Estatistica (V4) R-C, P = 0,497; R-F, P = 0,639; C-F, P = 0,608. (R2) R-C, P = 0,204; R-F, P = 0,012; R-FL, P = 0,487; C-F, P = 0,000; C-FL, P = 0,093; F-FL, P
=0,019. (R4) R-C, P = 0,988; R-F, P = 0,414; R-V, P = 0,019; C-F, P = 0,835; C-V, P =0,015; F-V, P = 0,013. (Raiz) V4-R2, P = 0,370; V4-R4, P = 0,651; R2-
R4, P =0,280. (Caule) V4-R2, P = 0,054; V4-R4, P = 0,101; R2-R4, P = 0,014. (Folha) V4-R2, P = 0,977; V4-R4, P = 0,167; R2-R4, P = 0,008.

Esse aumento de expressdo no final do ciclo ¢ desejavel para plantas geneticamente
modificadas utilizando promotores constitutivos. O promotor mais utilizado para esse fim é o
35S de CaMV, que, por sua vez, tem sido extensivamente criticado devido a relatos de
declinio nos niveis de expressao do transgene com a idade da planta bem como nos diferentes
tecidos da planta (BAKHSH et al., 2009).

Com base nos dados de expressdo do gene RB7 em fumo presentes na literatura,
utilizamos o par de oligonucleotideos para o ortdlogo desse gene em soja com a finalidade de
comparar o perfil de expressdao desse gene conhecido com o gene £2 em diferentes tecidos de
soja e em raizes inoculadas com nematoide. A expressao do gene RB7 ¢ sempre alta em raiz e
pequena ou inexistente em outros tecidos (Figura 18). Uma expressdo quatro vezes maior foi
observada em raiz, quando comparado com caule no estadio R2, e uma expressao de 250 e
345 vezes foi observada em raiz, quando comparada com flor nos estadios V4 e R2,
respectivamente (figura ndo apresentada), demonstrando que a expressdo em raiz ¢ muito
maior do que a expressdo nos outros tecidos (padrao de expressao tecido-especifico).

Quando comparada a expressdo dos genes E2 e RB7 em raiz, verifica-se que eles ndo
apresentam diferenca significativa nos estadios V4 e R2. Entretanto, o gene E2 foi trés vezes

mais expresso em raiz do que o gene RB7 no estadio R4 (figura ndo apresentada), indicando
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que o nivel de expressdao do gene E2 ¢ alto e equivalente ao nivel de expressao do gene RB7
(o promotor do gene RB7 tem sido freqlientemente indicado na literatura como um bom
promotor para direcionamento de genes contra nematoides), de forma que este poderia ser

utilizado para direcionar transgenes em raiz de plantas geneticamente modificadas.
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Figura 17. Andlise espacial e temporal da expressao relativa do geRg7 especifico de raiz pelo programa
gBASE plus. No eixo X estio todos os tempos e tecidos analisados. No eixo Y estdo os valores de expressdo
relativa (U.A - Unidade Arbitraria). Genes de referéncia utilizados: (V4) ELF1A, TUAS e UBC2; (R2) ELF1B,
G6PD, ACT11 e CYP2; (R4) ACT11, CYP2, ELF1A. Estatistica (V4) R-C, P = 0,021; R-F, P = 0,029; C-F, P = 0,605. (R2) R-C, P =

0,176; R-F, P = 0,002; R-FL, P = 0,000; C-F, P = 0,001; C-FL, P = 0,000; F-FL, P =0,022. (R4) R-C, P = 0,000; R-F, P = 0,001; R-V, P = 0,000; C-F, P = 0,171;
C-V,P=0,031; F-V, P =0,381.

4.6 — Analise da expressao de £2 em galhas de soja submetida a infecgdo por M. incognita

A anélise foi conduzida individualmente para cada replicata bioldgica, com o objetivo
de mostrar que os diferentes resultados obtidos indicam variagdes no tempo que os juvenis
(J2) levaram para penetrar a raiz e estabelecer o sitio de alimentag@o. Na primeira replicata
biologica, o gene E2 ndo apresentou diferenca significativa em galha, quando comparado com
o controle apos 7 e 14 d.a.i (Figura 18 A). No entanto, ele foi cerca de sete vezes mais
expresso em galha aos 21 d.a.i e cerca de seis vezes mais expresso em galha apds 28 d.a.i
(Figura 18 C e D). Na segunda replicata biologica, a expressdo do gene E2 foi trés vezes
maior em galha, quando comparado com o controle aos 7 d.a.i. Entretanto, essa diferenca ndo
foi significativa de acordo com a analise estatistica, tendo como parametro P = 0,05 (Figura
18 E). Aos 14 d.a.i o gene E2 mostrou ser duas vezes mais expresso em galha, quando

comparado com o controle (Figura 18 F).
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Figura 18. Analise da expressao relativa dE2 em raiz de soja infectada pelo nematoidkl. incognita pelo

programa gBASE plus.No eixo X estdo os tratamentos analisados e no eixo Y estdo os valores de expressio

relativa (U.A - Unidade Arbitraria). Primeira replicata biologica (A-D). Segunda replicata biologica (E-H). Os

genes de referéncia utilizados foram TUAS, ELF1A, G6PD e ELF1B para as duas replicatas biologicas. Estatistica

(A) P = 0,365; (B) P = 0,892; (C) 0,024; (D) P = 0,000; (E) P = 0,066; (F) P = 0,035; (G) P = 0,641; (H) P = 0,893.

O gene RB7 foi analisado apenas em uma replicata bioldgica devido aos resultados de

uma das replicatas ter apresentado uma curva de amplificagdo ruim e uma eficiéncia muito

baixa. De acordo com os resultados obtidos, o gene RB7 apresentou uma alta expressao nos

estagios iniciais da infec¢do, sendo a ativacao cerca de duas vezes e meia aos 7 d.a.i ¢ uma

vez aos 14 d.a.i (Figura 19 A e B). Quando comparado os niveis de expressdo dos genes E2 e

RB7, observa-se que os dois genes possuem uma ativagdo nos estagios iniciais de infec¢ao;

entretanto, apenas o gene RB7 foi reprimido nos estdgios tardios de infec¢do, sendo a

expressao do gene E2 equivalente ao controle ndo infectado (figura ndo apresentada).
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Figura 19. Analise da expresséo relativa do gerRB7 em raiz de soja infectada pelo nematoidil.
incognita pelo programa qBASE plusNo eixo X estdo os tratamentos analisados, € no eixo Y estdo os valores
de expressdo relativa (U.A - Unidade Arbitraria). Os genes de referéncia utilizados foram TUAS, ELF1A, G6PD

e ELF1B. Estatistica (A) P = 0.66; (B) P = 0.048; (C) P = 0.027; (D) P = 0.000.

O gene CYP2, utilizado inicialmente nesse estudo como gene referéncia, apresentou
uma expressao seis vezes maior em galha do que no controle ap6s 28 d.a.i na primeira
replicata biologica (Figura 20 D). Na segunda replicata, a ativagdo ocorreu apds 21 e 28 d.a.i,
indicando que esse gene ¢ ativado na planta em resposta ao estresse de infec¢do do nematoide
(Figura 20 G e H). Quando comparado a expressdo dos genes E2 e CYP2, foi possivel
observar que aos 14 d.a.i, da primeira replicata, o gene CYP2 foi 2,5 vezes maior em galha do
que o gene E2 (que manteve uma expressao constante entre os tratamentos inoculado e nao
inoculado).

O gene CYP2 codifica um ciclofilina com atividade de peptidil-prolil cis-trans
isomerase atuando no correto dobramento das proteinas. Essa proteina, embora tenha uma
fungdo essencial no crescimento das células, pode ser classificada como uma proteina de
estresse (chaperona molecular), sendo altamente induzida por choque térmico e outros
estresses ambientais (KUREK et al., 1999). Uma das principais fun¢des de chaperonas
moleculares é auxiliar o correto dobramento das proteinas ndo permitindo a exposi¢ao de

“degrons”, evitando a formagao de agregados, que levam a degradagado proteolitica.
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Figura 20. Andlise da expressao relativa do gen@YP2 em raiz de soja infectada pelo nematoid®/l.
incognita pelo programa gBASE plus.No eixo X estdo os tratamentos analisados, e no eixo Y estdo os valores
de expressao relativa (U.A - Unidade Arbitraria). Primeira replicata biologica (A-D). Segunda replicata bioldgica
(E-H). Os genes de referéncia utilizados foram TUAS, ELF1A, G6PD e ELFIB para as duas replicatas

bioldgicas. Estatistica (A) P = 0,380; (B) P = 0,000; (C) 0,580; (D) P = 0,000; (E) P = 0,665; (F) P = 0,089; (G) P =0,011; (H) P = 0,035.

4.7 — Anadlise da expressdao de £2 em folha de soja submetida ao ataque da lagarta-da-soja (4.

gemmatalis)

O padrao de expressdo do gene E2 em folhas submetidas ao ataque da lagarta-da-soja
foi cerca quatro vezes maior apds 30 minutos e uma hora, quando comparado com o controle
sem lagartas. Um aumento pequeno pode ser observado ap6s 15 minutos e trés horas apos o
ataque; entretanto, esse aumento nao ¢ significativo quando comparado com o controle. Genes
em resposta a estresse de ferida mecanica ou por herbivoria, geralmente sdao ativados cerca
minutos ou horas ap6s o dano (WALLEY et al., 2007). Esses genes geralmente possuem a
funcdo de reparar o dano no tecido, produzir substancias que inibam o crescimento do inseto
predador (ex. inibidores de proteases) e ajustar o metabolismo da planta para as demandas

nutricionais impostas.
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Figura 21. Andlise da expresséo relativa do gerie2 em folha submetida ao ataque da lagarta-da-soja\(
gemmatalis) pelo programa gBASE plus.No eixo X estdo os tratamentos analisados, e no eixo Y estdo os
valores de expressdo relativa (U.A - Unidade Arbitraria). Os genes de referéncia utilizados foram CYP2 e
ELF1A. Estatistica (0h/15m) P = 0,134; (0h/30m) P = 0,040; (Oh/1h) 0,043; (0h/3h) P = 0,426; (15m/30m) P = 0,154; (15m/1h) P = 0,179;
(15m/3h) P =0,818; (30m/1h) P = 0,035; (30m/3h) P = 0,102; (3h/1h) P = 0,105.

4.8 — Analise de provaveis cis-elementos no promotor UceS8.3

A regido proximal, também denominada “core”, contém elementos para a expressao
basal do gene, indicando o local e o sentido onde a transcrigdo deve ser iniciada. No promotor
UceS8.3, o possivel sitio de inicio da transcri¢do foi identificado (posicao +1) e segue a regra
YR identificada por Yamamoto em 2007, em que a maioria dos TSSs sdo A ou G e a posicao
-1 ¢é provavel que seja C ou T. Esta regra YR aplica-se para 77% dos promotores de A.
thaliana, indicando uma frequéncia grande para elementos aleatorios (YAMAMOTO et al.,
2007). O TATAbox, contendo a sequéncia consenso TATAAA, foi encontrado a -33
nucleotideos do TSS, ele ¢ responsavel pelo primeiro passo na formagdo do complexo de
iniciagdo da transcricao, nele se liga o fator de transcricdo TFIID. O elemento CAATbox,
relatado aumentar os niveis de transcrigdo génica, foi encontrado entre -113 e -109
nucleotideos do TSS (Figura 22). A regido entre +160 e +132 representa um intron (caixa
verde-claro), iniciando com GT e terminando AG, além de conter uma sequéncia rica em T,
caracteristica de introns de plantas, sendo essas regides criticas para o seu eficiente splicing

(GOODALL e FILIPOWICZ, 1989; LUEHRSEN ¢ WALBOT, 1994; SAMADDER et al.,
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2008). Esse intron foi previamente caracterizado em nosso laboratério como sendo
responsavel por conferir altos niveis de transcricdo do gene reporter uid4 em plantas de A.
thaliana transformadas (resultados ndo publicados). Trabalhos anteriores relataram que os
altos niveis de expressdo génica direcionados por promotores de poliubiquitinas estd
relacionado, quantitativamente, com a presenga de um intron localizado dentro da regiao 5’
UTR (HERNANDEZ-GARCIA et al., 2009). Varios outros trabalhos tém demonstrado que
introns perto do cddon de iniciacdo da traducdo sdo importantes cis-elementos responsaveis
por aumentar a expressao génica em plantas (CALLIS et al., 1987; LE HIR et al., 2003).

A regido distal contém cis-elementos que regulam a expressdo espacial-temporal e
regulada por estimulos internos ou externos. Varios cis-elementos foram encontrados no
promotor UceS.8.3, incluindo elemento responsivo a etileno (ERE-box) contendo a sequéncia
ATTTCAAA, localizada entre -200 e -192 (Figura 22). Este cis-elemento foi encontrado no
promotor do gene codificador da glutationa S-transferase, que ¢ ativado em resposta a
senescéncia de pétalas em plantas de cravos (ITZHAKI et al., 1994). O aumento do etileno
que acompanha a senescéncia da pétala é um processo essencial para a transcricdo desse gene.
O etileno ¢ um hormoénio vegetal envolvido na regulacdo do crescimento de plantas e na

resposta de defesa da planta a estresses bioticos e abidticos (TAPIA et al., 2005).
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-807 TGTGTAGAAGCAGAGAAAACCAAAAGAGTAGTGAGGAAGCCCACTTACTTCAAGGACTTTGTCTARAGGG
MYB1AT
-737 TGAAGTGTGTATTTCCATAACAAAATCATCAACAAACAAATTCTGTTACTAGGATTACTATAAATACAAT
MYBGAHV COREOSGLUB1
-667 TGTAATAAACAAGCAAAGATATGAA‘I‘GMTGMATTTCC@%CTTC'I'TTGGAGGGT'I‘C
NODCON1GM ROOTMOTIFTAPOX1
-597 TGGTCCTCGAAACCAAATTCTTAGT T SURSIGNACCAATTTC TTTGGTTGGTTATTCAGTGTAACA
MYB1AT NODCON2GM ARFAT I
-527 AAATAAAARAAATAAGAATTATGAATCTAAATAATGGTATACATGACAAAGAGATATAGCTCACATTGAC
W-Box W-Box
-481 AACTAAAAATTGAATTACTAATCACTTGCATTTTCATTTATCTTTTACACCAGCGACAACCAAATTGATC

457 ATACAACATTTGAACCAACTTTTCATGTTTAATTTTCTATGTGTAACCATATACTGCATAGAGGACCATA

MYBLAT
-387 CATGTACCTTTTGCATGGTGCATACACCTCTAACTTATATTGTGAAAACAAGTTTAGTTTCTATTTGCTA
P-Box ROOTMOTIFTAPOX1

-317 GTGTTGTACACAATCAAATTTGTTCTTATCATTCTTTTTTTTTGTGTGAAAGTTACATTCTTAAATAAGT

-247 ATTATGGAATAAGCTTTCATATTACTTAACTTT TCGTTATTTCAAAAGGTGAAAATTACAT
ROOTMOTIFTAPOX1 NTBEF1ARROLB h ERE Box

-177 TTCTACCCAGACACACACTAAATACAGTACAAACTCGAAGCAAATGATTTGGATTGATTTAAATIIT

CAATbox
-107 TAGGTTCACAAGGGCAAGGGGTGGAATATAAAGAAGAAAGAAATGGATAAGGGTGTCATTTGGTGTGGGC

I-Box
-37 ATATATCCAACCAAAAAGGGACATITTGCGGGTAT THRET GAGTGTGTGAGAGAGAGAGCGAGCAGTTTCA
TATRbox YPatch YR rule TSS

+34 GACACAGAGAGAGGGGTTTGGGATTGGAGGGATTGACGCTGCGTllccTcTTeTCTTTICGATCCATC

W-Box/MeJA NODCON2GM

+104 CCTCATTCCTAATCCTCCAATCCAACCACCTCAGCCCCACACTCACATATACRCATEICHETENCIANE
MYCATRD22  ARFAT

i 15 TCTGAACGCG

GCTTCAAAGCGCATCCTCAAGGAGCTCAAGGACTTGCAGAAAGACCCACCAACT
M A 8 X R I L K E L KD L Q K D P PT
+314 TCTTGCAGCGCTGGTCCAGTAGCTGAGGACATGTTCCATTGGCAAGCAACAATAATGGGTCCTGCTGATA

s € 8 A G P V A E D M F H W Q A T I M G P A D

+244 TATCGTCCCTCC

Figura 22. Andlise do promotor UceS8.3 através dos bancos PLACE e PLANTCAREromotor basal—
(TSS) representa o provavel sitio de inicio da transcric@o, a caixa azul representa a regra YR (0 TSSé AouGea
posicdo -1 é C ou T) (YAMAMOTO et al., 2007). O CAATbox esta na posi¢do -113 e -109 e regido rica em
pirimidina (Y PAtch) estd localizada entre 0 TATAbox ¢ o TSS (caixa cinza claro). Promotor especifico—
contém cis-elementos que controlam a expressdo espacial-temporal e induzida por estimulos internos ou

externos.

Trés regides contendo o cis-elemento W-box (sequéncia TGAC) foram encontradas no
promotor UceS.8.3 (Figura 22). Este cis-elemento ¢ um sitio para ligacdo de varios de fatores
de transcrigcdo da familia WRKY que ¢ encontrado em muitos promotores de genes induzidos
por patdogenos. O motivo W-box foi a unica sequéncia comum a todos os promotores dos 26
genes de defesa identificados em uma andlise de microarranjo que analisou mudangas na
expressdo génica durante a resisténcia sistémica adquirida (SAR), demonstrando a
importancia desse motivo na resposta de defesa da planta (MALECK et al., 2000). As

proteinas WRKY apresentam um aumento de expressdo e/ou uma atividade de ligacdo ao
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DNA ap6s a indugao por uma gama de patdgenos, sinais de defesa e ferida (EULGEM et al.,
2000). Algumas proteinas WRKY também sdao induzidas durante a senescéncia foliar,
consistente com outros estudos que demonstram que existe uma sobreposi¢ao entre o perfil de
expressdo génica durante a senescéncia e durante o estresse bidtico (HINDERHOFER e
ZENTGRAF, 2001; ROBATZEK e SOMSSICH, 2001).

O cis-elemento MYBIAT (WAACCA) localizado em trés regides do promotor ¢
responsavel pelo reconhecimento do fator de transcricdo MYB. O cis-elemento
MYCATRD22 (CACATG), localizados entre +155 e +159, ¢é responsavel pelo
reconhecimento do fator de transcrigdio MYC (Figura 23). Ambos os elementos estdo
envolvidos na sinalizagdo de estresse hidrico ativado pelo hormoénio acido abcisico. Esse
horménio ¢ produzido em condi¢des de déficit hidrico, causando o fechamento dos estomatos,
e esta envolvido na ativagdo de varios genes induzidos por seca. O gene rd22, por exemplo, ¢
um gene induzido por seca e pela aplicagdo exdgena de ABA e contém os dois elementos
anteriormente relatados para o reconhecimento de MYB e MYC no seu fragmento promotor
de 67 pb (ABE et al., 1997).

Outra sequéncia relacionada a estresse ¢ o motivo TC-rich com a sequéncia
TTTCTTAC, encontrada duas vezes no promotor (Figura 22). Essa sequéncia foi identificada
como um elemento responsivo a estresse € defesa do gene codificador da peroxidase anidnica
em Nicotiana tabacum (DIAZ-DE-LEON et al., 1993).

Elementos responsivos a outros hormdnios foram encontrados no promotor UceS8.3,
incluindo: o elemento de resposta a auxina (ARFAT, também designados por AuxRE),
encontrado em duas regides do promotor e responsavel pela ligagdo do fator trans-atuante
ARF (HAGEN e GUILFOYLE, 2002); o elemento em resposta a giberelina P-Box, contendo
a sequéncia rica em pirimidina conservada em genes de a-amilase de cereais (SUTOH e
YAMAUCHI, 2003); e o elemento em resposta a metil jasmonato (MeJA), localizado entre
+67 e +71, esse elemento estd relacionado com ataque de insetos e em respostas a ferida
mecanica (ROUSTER et al., 1997).

Regides para expressdo tecido-especifica também foram encontradas no promotor
UceS8.3. Um motivo chamado ROOTMOTIFTAPOXI1, contendo a sequéncia ATATT, foi
previamente relatado estar presente na regido promotora dos genes rolD (plasmideos Ri da
Agrobacterium rhizogenes) e TTG2 (A. thaliana) e estdo associados a expressdo génica na
raiz (ELMAYAN e TEPFER, 1995; JOHNSON et al., 2002).

Também foram encontrados dois elementos NODCONIGM (AAAGAT) e
NODCON2GM (CTCTT), encontrados em promotores de nodulinas (genes tecido-especificos
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e ativados durante o desenvolvimento dos nddulos da raiz) (SANDAL et al., 1987). Esses
elementos também foram encontrados no promotor do gene VfLb29, uma Leghemoglobina,
transportador de O2 especifico do nodulo, que ¢ expressa nas células infectadas pouco antes
do inicio da fixac¢do de nitrogénio (FEHLBERG et al., 2005). Uma vez que o parasitismo por
M. incognita utiliza vias de sinalizagdo celular semelhantes aos rizobios (BIRD, 2004), a
presenca desses cis-elementos no promotor UceS8.3 pode estar relacionada ao aumento de
expressdo de E2 observado em raizes inoculadas. Outro motivo envolvido no controle da
expressao tecido-especifica ¢ 0 COREOSGLUBI1 (AACAAAC), responsavel pela expressao
especifica de endosperma (WU et al., 2000), e o motivo [-Box (GATAAGG), encontrado em
muitos promotores regulados por luz, tanto em mono como em dicotiledoneas (TERZAGHI e
CASHMORE, 1995) (Figura 22). Esse motivo ¢ encontrado freqiientemente em genes tecido-
especifico de folhas.

Os cis-elementos encontrados no promotor UceS8 podem estar relacionados com o
perfil de expressdao do gene E2 encontrado nos ensaios, com certa tecido-especificidade e

certa indugdo apods os estresses bidticos testados.
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5. DISCUSSAO

5.1 — Validagao de genes referéncia

PCR quantitativo em tempo real ¢ uma técnica muito sensivel, frequentemente usada
para quantificar pequenas variagdes na expressao génica. Entretanto, essas variagdes entre as
amostras podem nao ser devido ao padrao de expressdo génico diferencial, mas devido a erros
na normalizacdo do gene alvo. As variacdes entre as amostras podem ocorrer devido a
diferente quantidade e qualidade do material inicial, preparacdo do RNA, sintese do cDNA,
erros de dilui¢des e pipetagem (JIAN et al., 2008). Visando obter genes de referéncia para
uma precisa analise da expressdo do gene E2, oito genes de referéncia classicos foram
analisados quanto a sua expressdo em diferentes tecidos de soja, em séries de
desenvolvimento para raiz, caule, folha, e para raiz e folha submetida a estresses bioticos.

Varias abordagens tem sido utilizadas para andlise de estabilidade da expressdao de
genes referéncia, como abordagens de ACt, indice de estabilidade, geNorm, NormFinder e
BestKeeper. Neste trabalho, foi utilizado os programas geNorm e NormFinder para a escolha
dos melhores genes de referéncia nas condigdes estudadas. A classificagdo fornecida pelos
dois programas ndo foi a mesma, devido aos diferentes modelos estatisticos dos programas,
mas resultados similares foram obtidos. No estadio R4, por exemplo, os genes ACT11, CYP2
e ELF1A foram indicados pelo programa geNorm como os genes mais estaveis, € esses trés
genes também estdo entre os quatro genes mais estaveis apontados pelo programa
NormFinder. O mesmo aconteceu em folha na série de desenvolvimento da planta, em que os
genes ELF1B e ACT11 foram apontados, por ambos os programas, como genes de referéncia
estaveis.

Os genes mais estaveis em diferentes tecidos numa mesma fase do desenvolvimento
foram os genes ACT11 e ELF1A, de acordo com os dois programas. O gene ACT11 também
foi indicado por Ruibo (2009) como um bom gene de referéncia para a normalizagdo em
diferentes tecidos de soja (HU et al., 2009). Esse resultado foi diferente do resultado obtido
por Jian (2008), no qual os genes ACT11 e ELF1A estdo em sexto ¢ sétimo lugar na
classificagdo gerada pelo geNorm. Entretanto, o gene G6PD, indicado como um controle
interno inapropriado por esse autor, também apresentou uma estabilidade muito baixa, tanto
para diferentes tecidos quanto para a série de desenvolvimento da soja. Na série de

desenvolvimento, os genes mais estaveis foram os genes CYP2, ELF1B e ELF1A.
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Os genes ACT e TUB tém sido utilizados com frequéncia em trabalhos de expressao
génica com soja (CASTEEL et al., 2008; KAMAUCHI et al., 2008; NONTACHAIYAPOOM
et al., 2007; PANTHEE et al., 2006; YIN et al., 2010). De acordo com Ruibo (2009), 43% dos
trabalhos com soja presentes no “PubMed” (periodo de 2001 a 2009) utilizam o gene TUB
como gene referéncia, 28% utilizam o gene ACT e cerca de 11% utilizam o gene 18SrRNA.

Entre os dois experimentos de estresse bidtico, os genes mais estdveis foram os genes
ELF1A e ELF1B. Resultado similar foi obtido em plantas de batata submetidas a estresses
bidticos e abidticos, em que o ELF1A foi o mais estdvel em todas as condi¢des testadas
(NICOT et al., 2005). Considerando todos os experimentos realizados, o gene ELF1A foi o
mais estavel em todos os tratamentos. O pior gene referéncia em todos os experimentos foi o
gene TUB. Esse gene também foi apontado como um gene de referéncia ruim em trabalhos de
validagdo em plantas de batata, uva e soja (JIAN et al., 2008; NICOT et al., 2005; REID et al.,
2006).

Os genes de referéncia utilizados nesse estudo foram investigados na plataforma
Genevestigator, utilizando Arabidopsis thaliana como modelo. Os genes foram analisados
quanto a sua estabilidade de expressdo em diferentes 6rgaos, em séries de desenvolvimento da
planta-modelo e nos tratamentos com nematoide de galha (M. incognita) e com nematoide de
cisto (Heterodera schachtii). Todos os genes apresentaram uma boa estabilidade nos
experimentos investigados, sendo os genes ELF1A e ELFIB os genes mais estdveis nas
quatro situagdes, confirmando a validagdo dos genes obtidos nesse trabalho. Nos
experimentos com nematoides presentes no banco Genevestigator, o gene CYP2 também
apresentou uma ativa¢ao nas raizes infectadas tanto por nematoide de cisto quanto por
nematoides de galha, sendo esse Gltimo nos estagios mais tardios da infecgao (ANEXO 4).

O ntmero de genes referéncia para uma normalizagdo precisa também foi verificado
nesse trabalho. Foi possivel observar que, ao utilizar somente um gene de referéncia para a
normalizagdo, o padrao de expressdo tecido-especifico do gene RB7 foi alterado, indicando
que mais genes sdo necessarios para compor o fator de normalizagdo garantindo uma
normalizacdo precisa.

Esses resultados mostram que, apesar da indicagdo dos melhores genes de referéncia
por literatura especifica, uma validacdo prévia dos genes de referéncia nas condig¢des

experimentais realizadas € necessaria.
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5.2 — Anadlise da expressao do gene E2 controlado pelo promotor UceS8.3

O gene E2 demonstrou ser estavelmente expresso em diferentes tecidos de soja durante
o estadio vegetativo e reprodutivo, sendo detectado um pequeno aumento em folhas no
estadio reprodutivo R2 (Figura 16). Esse padrao de expressdo esta intimamente relacionado
com a capacidade do seu promotor de direcionar altos niveis de expressao génica em todos os
orgdos. O promotor do gene E2, UceS8.3, ¢ um forte promotor constitutivo capaz de
direcionar uma maior expressdo de GUS, em diferentes tecidos (raiz, caule, folha e botao
floral), quando comparado ao promotor comercial CaMV35S otimizado (regides regulatorias
duplicadas e junto com o enhancer de AMV (GROSSI DE SA et al., 2010). Esse forte nivel
de expressdo foi relacionado com a presenca de um intron (regido +160 a +132) na regido
5’UTR do gene E2. Foi verificado que a delecdo dessa regido diminui significativamente
(cerca de 80 vezes) a expressdo do gene repdrter em todos os 6rgaos da planta (resultados nao
publicados). Hernandez (2009) constatou que a presenga do intron na regido 5’UTR do gene
poliubiquitina de soja ¢ responsavel por conferir altos niveis de expressdo constitutiva, e a
delecdo desse intron ocasionou uma menor expressao do gene reporter GFP (HERNANDEZ-
GARCIA et al., 2009). Muitos introns t€m mostrado aumentar a expressao génica em plantas
(BROWN e SIMPSON, 1998; CALLIS et al., 1987; LUEHRSEN ¢ WALBOT, 1991, 1994).
Este aumento da expressdo génica mediado por intron (IME) em plantas apresenta-se maior
em monocotiledoneas (cerca de 10 a 100 vezes) do que dicotiledoneas (normalmente de duas
a dez vezes) e depende tanto da posicdo do intron, quanto da sequéncia do intron
(BOURDON et al., 2001; CLANCY e HANNAH, 2002; ROSE, 2002). Sequéncias ricas em
timidinas, encontradas no intron do gene Sh/ em plantas de milho, foram relatadas como
sendo essenciais para aumentar a expressdo a expressdo génica (CLANCY e HANNAH,
2002). O intron localizado na regido 5S’UTR do gene E2 também ¢ rico em timidinas, e esse
pode ser o motivo responsavel pela maior expressdo de GUS em plantas de A. thaliana
transformadas.

Devido a caracteristica de promotor constitutivo, uma possivel aplicacdo do promotor
UceS8.3 seria direcionando genes conferindo tolerancia a herbicidas para o controle de
plantas daninhas, assim como direcionando genes marcadores de selecdo em construgdes
génicas para a transformacao genética de plantas.

O gene TobRB7, analisado primeiramente de plantas de fumo por hibridizagao in situ,
demonstrou uma expressao localizada no meristema da raiz e em regides imaturas do cilindro

central (OPPERMAN et al., 1994). A expressao espacial, analisada mediante hibridizagao em
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gel de agarose com RNA de plantas de tabaco, mostrou que esse gene nao ¢ expresso em
caule, folha jovens e folhas velhas, apenas na raiz (YAMAMOTO et al., 1991). Entretanto,
nods verificamos, através de uma técnica mais precisa que esse gene apresenta uma expressao
em caule e folha (muito menor do que raiz) que vai diminuindo com o desenvolvimento da
planta, deixando o padriao de expressdo cada vez mais tecido especifico. O promotor de RB7
tem sido freqiientemente relatado na literatura como um forte promotor especifico de raiz e
responsivo a nematoide. Nos verificamos que, em raiz, o padrdo de expressdao de £2 foi igual
ao do gene RB7, sendo trés vezes maior no estadio R4. Também foi confirmado o padrdo de
expressdo do gene RB7 em resposta ao ataque do nematoide (Figura 19 A), entretanto nao foi
possivel verificar uma ativacdo em resposta ao nematdide conforme relatado na literatura.
Segundo HE e colaboradores (2005), a expressio do gene RB7 em plantas de tomate
infectadas com M. javanica foi cerca sete vezes maior em galha do que no meristema da raiz,
e cerca de vinte e seis vezes maior em galha do que a expressdo em células corticais (ambas
as regides, meristema e cortex, foram coletados de plantas nao inoculadas) (HE et al., 2005).
Eles também relataram que uma maior expressdo do gene RB7 foi verificada apods trés
semanas apods a inoculacdo (HE et al., 2005).

Uma ativagdo do gene E2 foi verificada no final do ciclo, provavelmente pela
senescéncia da planta (Figura 16). Em plantas de soja, apos o florescimento e producdo de
frutos, inicia-se um processo de alteracdo morfoldgica e bioquimica na qual ocorre freqiliente
degradagdo de proteinas por proteases dependentes e independentes de ATP (MOON et al.,
2004). Para isso, varios genes da via ubiquitina foram relatados ser ativados durante a
senescéncia (BUCHANAN-WOLLASTON, 1997). Essa degradagao esta relacionada com o
desmantelamento da atividade fotossintética dentro do cloroplasto e com a remobilizagdo de
aminodcidos para outras partes da planta que estdo em desenvolvimento, como as vagens
(BUCHANAN-WOLLASTON, 1997). Esta relacionada com a morte celular programada, que
também pode ocorrer em resposta a estresses bidticos, nesse caso com o objetivo de evitar que
a infeccdo se propague pelo organismo (DEVOTO et al., 2003). Esse padrdo de expressdo de
E2 pode estar relacionado com a presenca do elemento responsivo a etileno (ERE-box)
localizado entre -200 e -192 do promotor UceS8.3. Esse elemento foi previamente
caracterizado como uma regido necessaria para conferir a ativacao transcricional-dependente
de etileno do gene GST! durante a senescéncia de pétalas em plantas de cravos (Dianthus
caryophyllus). Durante a senescéncia, ocorre um aumento na producdo de etileno, essa

acumulagdo estimula a ativagdo transcricional de varios genes associados com a senescéncia
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(ex.: protease cisteinica, protease aspartica, metalotioneina, ferritina e outros) (LEMUS et al.,
2000).

Devido a caracteristica de ativagdo no final do ciclo, uma possivel aplicacdo do
promotor UceS8.3 seria no direcionamento de genes contra doencgas fingicas do final do ciclo
(Crestamento foliar de cercospora - Cercospora kikuchii, Podridao de carvao - Macrophomina
phaseolina ¢ Podridao de fitoptora - Phytophthora sojae) € contra insetos-praga como 0s
percevejos da soja (Euschistus heros, Piezodorus guildinii € Nezara viridula), devido a essas
pragas causarem danos frequentes a cultura apos o estadio reprodutivo (R2) até a maturacao
da planta.

O padrao de expressao do gene E2 em resposta ao nematoide mostrou que esse gene ¢
ativado em galhas de plantas de soja infectadas por M. incognita. Entretanto, ndo foi possivel
observar em qual periodo da infec¢do ocorre a maior expressao do gene £2. Uma analise foi
conduzida separadamente por qualitativo RT-PCR visando verificar a expressdo do gene E2
em diferentes regioes da raiz (meio ou pontas) em plantas de soja inoculadas e ndo-inoculadas
com o nematoide M. incognita (ANEXO 4). Observou-se que o gene E£2 tem uma expressao
maior na ponta da raiz (se comparada com o meio) e que a expressao de £2 vai aumentado
conforme o desenvolvimento da planta (a expressdo de E2 aos 7 d.a.i em plantas ndo
inoculadas ¢ menor que a expressao de E2 nos tempos seguintes 14, 21 e 28 d.a.i) (ANEXO
4). Verificou-se, também, um padrao diferenciado em raizes de plantas de A. thaliana
transformadas, sendo a expressdo de GUS mais direcionada para as pontas das raizes (regido
meristematica), como relatado por (BIRD, 1996).

Para a analise de £2 por PCR em tempo real, foram coletadas as regides da galha em
plantas inoculadas com o nematoide e uma regido equivalente a regido da galha na planta nao-
inoculada. A diferenca no padrdo de expressdo de E2 entre as replicatas bioldgicas pode ser
devido as variagdes no tempo que os juvenis (J2) levaram para penetrar a raiz e estabelecer o
sitio de alimentagdo, assim como devido a diferentes regides coletadas no controle nao
inoculado, uma vez que, dependendo da regido coletada, o padrao de expressdo de E2 pode
ser diferente na raiz.

Essa ativagdo do gene E2 em galhas é promissora, jA que varios promotores de
patogenos normalmente utilizados na transformagdo de plantas, como o promotor 35S e os
promotores de Agrobacterium nos (nopalina sintase), rol (rolA, rolB, rolC e rolD) e T-cyt
(sintese de citocinina) foram relatados ser silenciados em sitios de alimentagdo de nematoides
(BERTIOLI et al., 1999; GODDIJN et al., 1993; VAN POUCKE et al., 2001). A forte

expressao de E2 em galhas pode ser relacionada com a presenca do motivo W-Box no
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promotor necessario para a ativacdo da expressao génica pelo fator de transcricio WRKY
(GHEYSEN e FENOLL, 2002). O fator de transcrigdo AtWRKY23 ¢ altamente expresso nas
fases iniciais de estabelecimento do sitio de alimentagdo (GRUNEWALD et al., 2008). Este
gene ¢ induzido por auxina, sendo importante para o desenvolvimento da raiz primaria e para
a infeccao dos nematoides (GHEYSEN e FENOLL, 2002; GRUNEWALD et al., 2008).

A auxina tem sido relatada ter um papel central na formacao de sitios de alimentacdo de
nematoides (GHEYSEN e MITCHUM, 2008). Sua presenga parece ser um fator comum tanto
no desenvolvimento da raiz, como inicio da formacao da raiz lateral, de ndédulos simbidticos,
galhas e sincicios da raiz (MATHESIUS, 2003). Muitas mudangas que ocorrem quando o
nematoide torna-se sedentdrio (como endoreduplicagdo, mitose sem citocinese € crescimento
celular) podem ser parcialmente mimetizadas pela aplicacdo de AIA (acido indol-3-acético),
mostrando a importancia desse hormoénio na interagdo planta- nematoide (GHEYSEN e
MITCHUM, 2008). Um elemento ARFAT encontrado no promotor UceS8.3 indica que ele
também ¢ regulado por auxina, e que esse elemento pode influenciar a expressao de £2 em
galhas (Figura 21).

Trabalhos anteriores mostraram que o gene E2 (clone DB#103), pertencente a familia
LeUBC4, ¢ abundantemente expresso em células gigantes de tomateiro (Solanum
lycopersicum) infectadas com M. incognita (BIRD, 1996; GHEYSEN ¢ MITCHUM, 2008).
Em plantas sadias, LeUBC4 ¢ expresso apenas em células meristematicas, nas quais ele
codifica uma proteina localizada no nucleo (BIRD, 1996). Um possivel papel de LeUBC4 foi
proposto estar envolvido na proliferacdo nuclear (sintese de novo material cromossomico) e
na regulagao do ciclo celular (a proteina LeUBC4 foi detectada no meio da fase G2 do ciclo).
Neste mesmo trabalho, BIRD verificou uma forte expressdo génica codificando o fator de
transcricdo MYB, indicando que ele também ¢ produzido na interagdo planta-nematoide. A
forte expressdo do gene £2 em galha também pode estar relacionada coma presenca de cis-
elementos reconhecidos pelo fator de transcrigado MYB.

O gene CYP2 utilizado, inicialmente, como gene de referéncia nesse trabalho
apresentou um aumento de 2,5, 1,5 e 5,5 vezes, respectivamente aos 14, 21 e 28 d.a.i, em
relacdo ao controle, na primeira replicata bioldgica, ¢ um aumento de quase o dobro apos 21
d.a.i na segunda replicata biologica (Figura 20). Esses resultados sugerem o gene CYP2 como
um bom candidato para futuro isolamento do promotor e caracterizagdo de elementos
regulatorios responsaveis pelo padrao de expressao obtido.

No experimento de soja submetida ao ataque de A gemmatalis, uma expressdo de E2

quatro vezes maior foi observada em folhas de soja ap6s 30 minutos e uma hora de exposi¢ao
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a lagartas da soja. Umas das repostas da planta a herbivoria ¢ a elevada liberacao de
compostos volateis, incluindo terpenos, etilenos e metil jasmonatos. Esses compostos atraem
predadores para o local de alimentag¢do do inseto e ativam eventos de sinalizacdo envolvidos
na resposta de defesa da planta. As plantas possuem a capacidade de ativar respostas de
defesa a insetos ou a ferida mecanica por meio da ativacdo transcricional de genes de
especificos. Essas respostas geralmente ocorrem entre poucos minutos a varias horas apds o
dano (WALLEY et al., 2007). Os genes induzidos por ferida, normalmente, tem a fun¢do de
reparar o dano no tecido, produzir substincias que inibam o crescimento do inseto predador
(ex. inibidores de proteases) e ajustar o metabolismo da planta para as demandas nutricionais
impostas.

O padrao de expressdo de E2 em resposta ao ataque de lagartas da soja pode ser
relacionado a presenca do elemento responsivo a Metil Jasmonato (MeJA), localizado entre
+67 ¢ +71 do promotor UceS8.3. Verificou-se esse cis-elemento no promotor da lipoxigenase
1 induzido por ferida e por metil jasmonato em graos de cevada (ROUSTER et al., 1997).
Trauma de ferida causado pela mastigacdo de insetos ou por ferida mecanica resulta em um
rapido acumulo (<30 min) de jasmonatos no local da ferida (HOWE e JANDER, 2008). Um
possivel papel da via ubiquitina-proteassoma na resposta a herbivoria e traumas de ferida seria
na degradacdo de repressores ligados a fatores de transcricdo que modulam a expressao de
genes responsivos a jasmonatos. COI é uma E3 ubiquitina ligase (também chamada SCF")
responsavel por degradar proteinas JAZ com dominio ZIM durante a sinalizagdo de
jasmonatos. Essas proteinas JAZs atuam como repressores de genes responsivos a jasmonatos.
Em condi¢des normais, baixos niveis intracelulares de jasmonatos favorecem o acumulo de
proteinas JAZs que se ligam em fatores de transcri¢do (como MYC, um regulador positivo da
transcri¢do), regulando negativamente a transcricdo de genes responsivos a jasmonatos. Em
resposta a lesdo tecidual, como as causadas por insetos, um rapido acimulo de jasmonato
provoca a ubiquitinagdo mediada por SCF®' das proteinas JAZs resultando em desrepressdo
dos fatores de transcri¢do e expressdo dos genes de resposta a ferida (HOWE e JANDER,
2008).

Jasmonatos (acido jasmoénico, JA, ou seu metil éster, MeJA) participam em vias de
transducao de sinais associados a ferida mecanica, processos de senescéncia, abscisao foliar,
inibi¢do da germinacdo de sementes e na inducao de tubérculos (LEMUS et al., 2000). MeJA
também induz a expressdo de proteinas relacionadas com a defesa, como o inibidor de

proteinase PI-2 (FARMER e RYAN, 1992; XU et al.,, 1993), fenilalanina aménio liase
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(GUNDLACH et al., 1992), chalcona sintase e proteinas ricas em prolina (CREELMAN et
al., 1992).

5.3 — Anélise in silico do padrao expressao do gene E2 em soja

O padrao de expressao do gene E2 (Glymal8g44850) analisado, utilizando-se os
resultados presentes no banco GENOSOJA, demonstrou uma maior expressao desse gene, em
folha (acessos resistentes P1230970 e PI561356), apo6s 12, 24 e 48 horas ap6s a infecgdo com
o fungo Phakopsora pachyrhyzi (Ferrugem asiatica da soja), indicando um possivel
envolvimento desse gene nos mecanismo de resisténcia da planta. Uma maior expressao do
gene E£2 também foi verificada em raizes de soja apos a infec¢do por B. japonicum (bactéria
fixadora de N, do solo) (Tabela 6). Esse aumento de expressdo de E2 em raizes infectadas por
B. japonicum pode ser relacionado com a presenga dos cis-elementos NODCONIGM
(AAAGAT) e NODCON2GM (CTCTT) encontrados em promotores de nodulinas (genes
tecido-especifico de nddulos da raiz).

A expressdo do gene E2 verificada nas bibliotecas de estresse abidtico mostrou que
esse gene também ¢ ativado em raiz e folha apos estresse hidrico. A ativacdo, em raiz, foi
verificada apds 75 até 150 minutos apoés o estresse; entretanto, o maior nivel foi verificado
entre 75 e 100 minutos. Em folhas, a maior ativagdo foi verificada entre 25 e 50 minutos apos
o estresse (Tabela 6). Essa ativacdo do gene E2 em resposta a estresse abidtico pode ser
relacionada com a presenga dos cis-elementos MYBIAT (WAACCA) localizado em trés
regioes do promotor ¢ MYCATRD22 (CACATG), localizados entre +155 e +159,
responsaveis pelo reconhecimento dos fatores de transcricio MYB e MYC, respectivamente.
Esses elementos estdo envolvidos na sinalizagdo de estresse hidrico ativado pelo hormonio
acido abcisico (ABA). Esse horménio ¢ produzido em condigdes de déficit hidrico e esta

envolvido na ativacao de varios genes induzidos por seca.
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Tabela 6.Padrio de expressdo de E2 obtido a partir das bibliotecas subtrativas presentes no banco GENOSOJA

Cultivar Tecido Tratamento Tempo de coleta Numero de| RPKM* Numero total
reads deE2 de reads
P1230970 Folhas Ferrugem asiatica da soja 1 e 6 horas ap0s a infecgio 5 22,12 4.679.963
P1230970 Folhas Ferrugem asidtica da soja 12 e 24 horas ap0s a infecgdo 5062 19.204,50 4.878.530
PI230970 Folha Ferrugem asiatica da soja 48 e 72 horas ap6s a infecgdo 625 2.021,40 4.355.862
PI561356 Folha Ferrugem asiatica da soja | 12, 24 e 48 horas apés a infecgdo 3328 9.898,06 5.185.015
PI561356 Folha Ferrugem asiatica da soja 72 e 96 horas apo6s a infecgdo 0 295,43 5.000.616
MG/BR46 Raiz B. japonicum/ com N, - 893 2.484,34 5.343.969
(conquista)
MG/BR46 Raiz B. japonicum/ sem N, - 529 1.424,66 4.621.072
(conquista)
Embrapa 48 Raiz Estresse de seca 25 — 50 minutos apés o estresse 0 965,27 5.144.645
Embrapa 48 Raiz Estresse de seca 75 — 100 minutos apds o estresse 299 591,63 5.644.473
Embrapa 48 Raiz Estresse de seca 125 — 150 minutos apds o 65 195,97 5.359.395
estresse
Embrapa 48 Folha Estresse de seca 25 — 50 minutos apds o estresse 938 6.728,50 3.095.694
Embrapa 48 Folha Estresse de seca 75 — 100 minutos apos o estresse 200 354,58 5.731.156
Embrapa 48 Folha Estresse de seca 125 — 150 minutos 222 548,15 5.545.375

*RPKM — Reads por kilobase de éxon por Milhao de reads mapeados

5.4 — Anélise filogenética de proteinas UBCs

A andlise filogenética realizada nesse trabalho revelou que as proteinas E2 dos trés
organismos analisados (S. cerevisiae, A. thaliana e Glycine Max) podem ser divididas em 10
subgrupos (classificagdo baseada na classificacdo disponivel no Saccharomyces Genome
Database e na classificagdo feita por Kraft et al., 2005) (Figura 23). A funcdao de cada
subgrupo foi relatada (baseada na funcdo descrita para as subfamilias de levedura) e esta
descrita no ANEXO 3. De acordo com a analise filogenética, o gene E2 (Glymal8g44850)
pertence a subfamilia UBC4/5, caracterizadas como proteinas envolvidas na degradagdo
seletiva de proteinas anormais e de vida curta. O gene E2 apresentou uma alta homologia com
o gene AtUBCS (At5g41700), com 97% de identidade nos residuos de aminoécidos. O gene
AtUBCS foi relatado apresentar uma similaridade de 66% com o gene ScUBCI, 89% com
ScUBCS5 e 91% com ScUBC4 (GIROD et al., 1993). Em leveduras os genes ScUBC4 e
ScUBCS codificam proteinas idénticas (92% de identidade) e ambos sdo induzidos por calor.
Essa ativacdo se deve a presenca de elementos de choque térmico presentes na regido
upstream desses genes. Leveduras mutantes, contendo os genes ScUBC4 e ScUBC5 deletados,
quando expostas a temperaturas elevadas ndo formam colonias nas placas, indicando que
esses genes sdo essenciais para a viabilidade celular em temperaturas elevadas (SEUFERT e

JENTSCH, 1990).
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Figura 23. Analise filogenética dos membros da superfamilia EZilymal8g44850 — gene E2 (controlado

pelo promotor UceS8.3); Glymal8g16160 — gene £2 utilizado como gene de referéncia nesse trabalho.

\

Genes pertencentes a subfamilia UBC4 foram analisados quanto ao seu padrdo de
expressdo em diferentes 6rgdo e fases do desenvolvimento de A. thaliana (AtUBCS, 9, 10, 11,
12, 28, 29 e 30), por meio de experimentos de microarranjo de DNA (KRAFT et al., 2005;
MA et al., 2005). Os genes AtUBCS8 e 10 apresentaram um elevado nivel de expressdao em
todos os 6rgdos, com uma maior expressdo detectada em rosetas de folhas, raizes e pétalas
(cerca de 6000 a 24000 vezes) (KRAFT et al., 2005). Os genes AtUBC9, 11, 28 e 29 também
apresentaram niveis significativos de expressao em todos os 6rgdo examinadas, entretanto,

AtUBC12 e 30 mostraram um padrdo de expressdo extremamente baixo em todos os 0rgaos

(KRAFT et al., 2005). Esses genes também foram analisados quanto a resposta a estresse
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(disponivel no banco Genevestigator) e varios sequéncias codificadoras de E2 mostraram ser
ativadas, pelo menos trés vezes, em resposta a varios estimulos. Os genes AtUBC17, 20 e 31
mostraram ser induzidos por estresses bidticos e o gene AtUBC32 foi induzido por
tratamentos com acido abcisico e por estresse osmoético (KRAFT et al., 2005).

O terceiro grupo contendo UBC1 também foi relatado estar envolvido na degradagdo de
proteinas anormais e de vida curta. Esses trés subgrupos (UBCI, 4 e 5), além de ter
homologia na sequéncia proteica, possuem fungdes analogas (entre S. cerevisiae e A.
thaliana), demonstrando uma possivel conservagdo de suas fungdes entre os organismos.

O gene E2 utilizado nesse estudo, como gene referéncia (Glymal8gl16160), esta
agrupado com os genes da subfamilia UBC2 e pertence ao subgrupo IX. O gene ScUBC2
(RADG6) foi um dos primeiros genes codificando para enzimas de conjugagdo a ubiquitina
com fungdo caracterizada em levedura. Esse gene foi relatado estar envolvido no processo de
reparo do DNA e na ativagdo/repressdo transcricional através da degradacdo proteinas
cromossomais (ubiquitinacdo das histonas H2A e H2B) facilitando o acesso de enzimas ao
DNA. Trabalhos anteriores demonstraram que o gene GmUBC2 de soja, homologo ao gene
RADG de levedura, ¢ induzido por estresse salino (2,5 vezes) e por seca (3 vezes) em soja.
GmUBC?2 esta localizado no nucleo e no citosol ¢ a sua superexpressdo em plantas de A.
thaliana transformadas confere tolerancia a sal e seca (ZHOU et al., 2010). Essa prote¢ao esta
envolvida com a ion homeostase celular das plantas. Esses resultados sugerem um importante

papel da via ubiquitina-proteassoma na resposta de estresse das plantas.
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6. CONCLUSAO

Considerando os objetivos propostos, o presente trabalho traz novas e importantes
informagdes, que representam avangos na caracterizagdo do promotor UceS8.3, previamente
isolado e patenteado, por meio da determinacdo do perfil de expressdo do gene E2 em nivel
transcricional.

A sele¢do de genes de referéncia ¢ fundamental para uma correta normalizagdo dos
dados de PCR quantitativo. Dessa forma, inicialmente varios genes foram testados em relagao
a sua estabilidade de expressdo, para cada experimento em questdo. Os genes com expressao
mais estavel selecionados para a normalizacdo em diferentes tecido de soja foram ELF1A,
TUAS, CYP2 e UBC2. Os genes com expressdao mais estavel para os tratamentos de estresse
biotico foram TUAS, ELF1A, G6PD e ELF1B, no caso de raizes infectadas com nematoide, e
foram CYP2 e ELF1A, para folhas atacadas por lagarta-da-soja. Essa validagdo de genes de
referéncia em soja, sob esses tratamentos, representa uma contribui¢ao para aperfeigoamento
de futuras analises de expressdo génica nessa importante commoditie mundial.

Considerando o perfil de expressdo em plantas de soja, foi possivel observar que o gene
E2 ¢ estavelmente expresso durante o estadio vegetativo (V4) e reprodutivo (R2), sendo mais
abundante no final do ciclo da soja (R4), provavelmente devido a senescéncia da planta.

O perfil de expressdo em raizes de soja inoculadas com o nematoide de galha M.
incognita no primeiro experimento demonstrou que a quantidade de transcritos de £2 aumenta
de 6 a 7 vezes em 21 e 28 d.a.i. Apesar desse resultado ndo ter sido verificado no segundo
experimento, esse dado ¢ promissor e demanda nova repeticdo biologica de qPCR e
localizag@o histologica da expressdo de E2 em células gigantes, células vizinhas e células do
parénquima por hibridizacado in situ.

Foi observado que os transcitos de E2 sdo rapidamente acumulados de duas a quatro
vezes apOs desfolha por lagarta-da-soja A. gemmatalis, em relagao a folhas nao tratadas.

A andlise da seqiiéncia do promotor UceS8.3, utilizando programas especificos e
informagdes da literatura, demonstrou que esse promotor contem cis-elementos regulatdrios
que podem ser responsaveis pelo aumento da transcrigdo de E2 detectado por qPCR no
periodo de senescéncia, em raizes invadidas por nematoide e folhas atacadas por lagarta, além
do actmulo de transcritos de E2 observado no banco GENOSOJA apés invasdo por fungo,

nodulagdo com rizobio e resposta rapida a estresse hidrico.
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7. PERSPECTIVAS

Os proximos experimentos visam localizar a expressdo do gene E£2 em raizes de soja
inoculadas com M. incognita por meio de hibridizacdo in situ. Nesse experimento, os cortes
histologicos em diferentes tempos permitirdo verificar 0 momento que ocorre O maior
acumulo de transcritos de E2 e o tipo celular que apresenta esse acumulo (parénquima
vascular, cortex, células adjacentes ou células gigantes).

Também serdo feitas construgdes génicas contendo dele¢des do promotor UceS8.3 para
a transformac¢ao genética de plantas modelo, visando buscar regides tecido-especifica de raiz
(para o direcionamento de expressdo génica contra nematoides) e visando confirmar o padrao
de expressdo génica induzido por estresse biodtico e abiotico, relacionando com a presenca do

cis-elemento nos médulos do promotor utilizados.
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9 — ANEXOS
ANEXO 1 — Média dos valores deCt (Ciclo threshold) das duas replicatas bioldgicas juntas mais o desvio padrdo para cada tecido e para

cada gene estudado gerado pelo progranMiner.

Tempo V4 CYP2 ELF1A TUAS ELFI1B ACT11
Ct+DP
Folha 19.39 +0.631 20.30 + 0.348 20.27 + 0.498 24.58 +0.368 22.3440.165
Caule 19.066 + 0.659 19.76 + 0.649 19.9 + 0.091 22.63 +0.347 20.3 + 0.846
Raiz 20.985 + 1.554 22.51+2.624 22.61 +2.466 23.60 + 1.158 23.61 + 0.846
Tempo R2
Folha 20.610 + 0.344 20.61 % 0.696 21.42 + 1.063 24.96 + 0.704 22.78 +0.433
Caule 20.152 £0.079 20.01 +0.267 19.71 £ 0.665 22.81+0.765 20.73 + 0.342
Raiz 23.260 + 0.839 2429 + 1.470 2527+ 1.393 26.17 + 1.842 24.83 + 1.794
Flor 18.824 + 0.285 18.92 + 0.499 21.03 + 2.854 22.61+0.419 20.28 +0.224
Tempo R4
Folha 20.464 +0.149 21.12+ 0311 21.63 + 0.346 24.65+0.453 22.42 40370
Caule 20.107 +0.721 20.76 % 0.859 21.68 + 1.097 22.820.378 22.02 +0.386
Raiz 22.300 £ 0.375 23.13+0.978 24.44 +1.745 24.16 +0.289 2331+ 1.303
Vagem 19.875 + 0.443 19.56 + 0.697 20.82 + 0.422 23.02 + 0.468 21.13 + 0.964

Eficiencia + DP / CV%

0.949 £0.031/6.338

1.157 £ 0.038 /10.469

1.148 £ 0.028 /9.202

1.034 £ 0.049/9.364

1.118 +£0.037/10.61

Tempo V4 UBC2 TUB G6PD E2 RB7
Ct+DP
Folha 23.78 + 0.619 24.77 + 0.494 26.19 +0.743 23.06 % 1.032 20.51 +2.140
Caule 2233 +1.595 21.71 4 0.399 21.95+0.510 22.53 +0.286 19.15+1.291
Raiz 25.65+1.673 27.1+4.981 2326+ 1.919 24.64 + 1.609 19.79 +2.720
Tempo R2
Folha 23.99 +0.333 28.56 +2.348 24.92 + 0.294 23.78 +0.388 24.70 + 0.686
Caule 23.58£0.710 23.62 +3.643 21.99 + 0.366 23.33+0.232 20.36 % 0.999
Raiz 27.015+0.820 28.9 + 1.285 25.87 +2.438 26.48 + 1.058 22.013 + 1.424
Flor 23.24+0.717 21.9+0.69 22.49 +0.675 23.49 + 3.000 24.06 + 1.000
Tempo R4
Folha 24.04 + 0.357 27.42 +0.488 25.52+0.618 23.06 + 0.237 24.76 + 1.122
Caule 23.7+0.831 27.89 + 3.428 22.16 4 0.434 223140416 22.25+0.228
Raiz 25.03+0.121 27.9+1.893 23.09 + 0.554 2424 +0.769 21.47 + 1.589
Vagem 24.63 % 0.500 23.44 4 1.789 24.07 + 0.806 25.32 + 4.053 2294+ 1.875

Eficiencia + DP / CV%

1.076 £ 0.045 / 8.360

1.031 £0.032/14.575

1.107 £0.033 / 11.655

1.091 £0.036/10.613

0.976 + 0.053 / 13.537




Controle CYP2 ELF1A TUAS ELF1B ACTI1
Ct+DP
Raiz (7 d.a.i) 23.92 +1.981 23.92+1.252 24.85+1.139 25.07+0.313 23.67 + 1.581
Raiz ( 14 d.a.i) 23.57+ 1.194 24.62 +0.890 24.68 + 0.660 25.83 4 1.837 25.35+2.908
Raiz (21 d.a.i) 23.14 £ 1.348 23.97+0.876 24.95 + 1.049 2586+ 1.316 2439+ 1.922
Raiz (28 d.a.i) 23.85+0.971 2427 +0.727 25.01 +0.701 25.25 +0.783 243 +1.609
Tratamento
Raiz (7 d.a.i) 24.03 + 1.836 23.92+0.614 24.73 £0.575 25.1+1.847 25.1 +3.235
Raiz ( 14 d.a.i) 2238+ 1.202 23.21+0.823 23.78 £0.917 25.98 +3.283 23.76 £ 0.910
Raiz (21 d.a.i) 21.29 4 0.450 22.4+0.706 23.7+0.399 23.78 + 0.520 23.22 +0.930
Raiz (28 d.a.i) 21.82 4 0.346 2434 £ 1.787 24.52 +1.102 2431 +0.581 23.88 + 1.333

Eficiencia + DP / CV%

1.016 +0.018/12.376

0.892 +0.034 /12.079

0.885+0.025/16.414

0.816 +0.029 /15.230

0.965 £ 0.030 / 16.890

Controle UBC2 TUB G6PD E2 RB7
Ct+DP
Raiz (7 d.a.i) 25.780 28.28 £ 1.536 23.030 26.9 £3.369 21.13 +0.486
Raiz ( 14 d.a.i) 23.660 29.46 +0.577 23.150 25.86 +2.162 21.54+ 1.962
Raiz (21 d.a.i) 25.140 28.05 % 1.009 22.850 26.53 +3.300 2232 +5.245
Raiz ( 28 d.a.i) 25.920 29.03 + 0.757 24.900 2525+ 1.678 20.87 + 0.342
Tratamento
Raiz (7 d.a.i) 24.340 2821+ 1.349 2214+ 26.24 + 4.309 24.7 +7.865
Raiz ( 14 d.a.i) 25.860 27.95 + 1.540 2313+ 24.33 + 1.460 19.88 +0.719
Raiz (21 d.a.i) 25.390 27.04+0.730 2321+ 23.19 + 0.464 18.82+£5.614
Raiz ( 28 d.a.i) 26.030 28.6+ 1.419 23.87 + 24.14 £1.271 20.54 £ 1.713

Eficiencia + DP / CV%

1.04+0.03/11.56

0.897 £ 0.024 / 13.170

0.940 £ 0.031/21.42

0.870 +0.033 / 13.733

0.78 £0.029 / 16.962
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CYP2 ELF1A TUAS ELF1B ACT11
Ct + DP
Folha ( Oh) controle 20.02 £ 0.148 21.57+0.611 24.61 £ 1.526 25.17 £ 0.690 22.69 +£1.531
Folha ( 15 min) 20.06 + 0.363 21.60 +0.357 24.16 +0.453 25.33+0.517 22.07 £0.450
Folha ( 30 min) 21.02 +0.188 22.46 + 0.386 24,10+ 1.239 26.02 £ 0.606 22.44+0.775
Folha ( 1 h) 20.62 +0.152 22.16 £0.247 2431+0.711 25.34 £ 0.490 22.35+0.066
Folha (3 h) 20.86 + 0.423 22.27+0.316 24.95+0.238 25.75+0.488 22.78+£0.127
Eficiencia + DP / CV% 1.156 +0.018 / 9.25 1.128 £ 0.024 / 8.74 1.051 £ 0.028 / 12.327 0.972 +0.025/11.31 1.088 + 0.028 / 12.96
Controle UBC2 TUB G6PD E2
Ct + DP
Folha ( Oh) controle 24.64 £ 0.191 27.89 +0.124 24.54 +1.632 23.18 +1.484
Folha ( 15 min) 24.18 £ 0.68 26.81 +0.593 2511+ 1.151 22.81+0.658
Folha ( 30 min) 24.63 +0.203 28.14 £ 0.551 26.01 +£1.125 22.95+1.334
Folha ( 1 h) 24.65+ 0212 27.91 +0.455 25.59 £ 1.067 23.25+1.535
Folha (3 h) 24.99 +0.309 28.53 +1.034 25.45+1.248 23.92 +1.256

Eficiencia + DP / CV%

1.075+£0.028 / 12.27

1.027 £0.020/11.58

1.032 +£0.025/ 12.675

0.943 £0.027 / 15.41
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ANEXO 2 — Perfil de expressédo dos genes deferéncia obtido a partir dos dados de

microarranjo disponiveis na plataforma Genvestigator.
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Nu;ﬁ;%do Locus no genoma Nome Funcéo Referéncias

I AT4G27960 AtUBC9
AT5G53300 AtUBC10
AT1G64230 AtUBC28
AT5G41700 AtUBCS

Glymal8g44850 GmUBC4 Medeia a degradagdo de proteinas anormais, de vida curta e em excesso, (PARAG et al., 1993; SEUFERT e JENTSCH, 1990, 1991)

AT3G08690 AtUBCI11 incluindo calmodulina e histonas e interage com muitas proteinas SCF ubiquitinas (HOCHSTRASSER, 1996; KUS et al., 2004; SINGH et al., 2009)
AT2G16740 AtUBC29 ligases, componentes da resposta ao estresse celular. (TONGAONKAR et al., 2000)
AT5G56150 AtUBC30 Proteinas essenciais para o crescimento e
AT3G08700 AtUBCI12 viabilidade celular, além de ter um papel central na resposta ao estresse
YBRO082C ScUBC4 celular. Expressdo induzida por calor.
YDRO059C ScUBC5
AT1G36340 AtUBC31

1I AT3G24515 AtUBC37 Proteinas envolvidas na via de reparo pds-replicacdo do DNA,
YDR092W ScUBCI13 interage com Mms2p e monta cadeias de ubiquitinas ligadas pela Lys 63. (BRUSKY et al., 2000; ULRICH e JENTSCH, 2000)
AT1G16890 AtUBC36 Nivel de expressao induzido em resposta a danos no DNA.
AT1G78870 AtUBC35

1 AT5G50870 AtUBC27 Medeia a degradagio seletiva de proteinas anormais e de vida curta,
YDRI177W ScUBC1 desempenham um papel na biogénese de vesiculas e degradacdo de proteinas (SEUFERT e JENTSCH, 1991; SEUFERT et al., 1990)

associadas ao reticulo endoplasmatico (ERAD), componente da resposta a estresse (SHIEH et al., 2001)
celular.

v AT5G25760 AtUBC21
AT5G05080 AtUBC22 Envolvida na biogénese dos peroxissomos. (WIEBEL e KUNAU, 1992)
YGRI133W ScUBC10

\Y% YLR306W ScUBC12
YELO12W ScUBC8 Envolvidas na conjugag¢do com RUBI e na degradacao (LIAKOPOULOS et al., 1998; SCHULE et al., 2000)
AT2G46030 AtUBC6 catabolica da enzima Frutose 1,6 bifosfatase (FBPase).
AT1G63800 AtUBCS
AT5G41340 AtUBC4

VI AT1G45050 AtUBC15
AT5G42990 AtUBCI18 Envolvidas na conjugagdo com SUMO e na protedlise mediada pelo complexo (DIECKHOFF et al., 2004; SEUFERT et al., 1995)
AT1G75440 AtUBC16 promotor da anafase (APC), controlando o ciclo celular.
AT4G36410 AtUBC17
YDL064W ScUBC9

VII AT3G46460 AtUBCI13
AT5G59300 AtUBC7 Medeia a degradagédo de substratos chaves para a progressao do ciclo (GOEBL et al., 1988; HILLER et al., 1996)
AT3G55380 AtUBC14 celular interagido com a Ubiquitina ligase (SCF). UBCs envolvidas na degradagao
YDRO054C ScUBC3 de proteinas associada ao reticulo endoplasmatico ERAD).
YMRO022W ScUBC7
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VIII AT1G50490 AtUBC20 ScUBCI1 ¢ similar a E2-C de Xenopus, proteina envolvida da degradacao (TOWNSLEY e RUDERMAN, 1998)
AT3G20060 AtUBCI19 de ciclinas mitéticas e de proteinas que mantém a coesdo das
YOR339C ScUBCI1 cromatides irmas durante o ciclo celular

IX YGLO58W ScUBC2 (DOHMEN et al., 1991; GAME e CHERNIKOVA, 2009)

AT5G62540 AtUBC3 Envolvida no reparo de DNA, ativagdo e repressao (HWANG et al., 2003)
Glymal8g16160 GmUBC2 transcricional, esporulagdo e na via N-end rule

AT1G14400 AtUBCl1
AT2G02760 AtUBC2

X ATI1G17280 AtUBC34 (GILON et al., 2000)
AT5G50430 AtUBC33
YER100W ScUBC6 Envolvida na degradagdo de proteinas associadas ao reticulo endoplasmatico (ERAD).
AT3G17000 AtUBC32
AT1G53020 AtUBC26
AT3G15355 AtUBC25
AT2G16920 AtUBC23
AT2G33770 AtUBC24
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ANEXO 4 — RT-PCR de diferentes partes da ra de soja inoculada/ ndo inoculada com

nematoide. (A) 7 d.a.i — planta controle coletada em duas regides da raiz: meio (7MN) e

ponta (7PN); planta infectada coletada em duas regides da raiz: meio (7MI) e ponta (7PI). (B)

14 d.a.i — planta controle coletada em duas regides da raiz: meio (14MN) e ponta (14PN);

planta infectada coletada em duas regides da raiz: ponta (14PI) e galha (14GI). (C) 21 d.a.i —

planta controle coletada em duas regides da raiz: meio (21MN) e ponta (21PN); planta

infectada coletada somente na galha (21GI). (D) 28 d.a.i — 21 d.a.i — planta controle coletada

em duas regides da raiz: meio (28MN) e ponta (28PN); planta infectada coletada somente na

galha (28GI).
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