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RESUMO

Os estresses abioticos, tais como seca, alta salinidade e temperaturas extremas séo
as causas primarias de quebras de safra na agricultura mundial, reduzindo a producao das
principais culturas em mais de 50%. Dentre os estresses citados, a seca é um dos principais
responsaveis pelas perdas na producdo, mesmo que as plantas, ao longo da evolucgdo, ja
tenham desenvolvido complexas vias metabdlicas de resisténcia a falta de agua. As fungdes
classicamente conhecidas da parede celular sdo: estruturacdo da planta, determinacdo do
tamanho e do formato das células vegetais e atuagdo como barreira mecénica a invasao de
patdgenos. Além disso, varios genes que codificam proteinas da parede celular tém sua
regulacdo alterada mediante alta salinidade, seca e baixas temperaturas, indicando sua
participacdo na resposta ao estresse hidrico. As Proteinas Hibridas Ricas em Prolina
(HyPRPs) sdo glicoproteinas de parede celular com funcdo pouco conhecida. O gene
SbPRP (Glymal4g14220), membro da familia HyPRP de soja, teve sua expressdo
aumentada perante a seca, ao estresse salino, a horménios vegetais, ao acido salicilico e a
infeccdes virais em um trabalho onde foi utilizada a técnica de Northern blot.

Com o objetivo de entender a atuacdo da proteina SbPRP na aclimatacdo da soja
para tolerancia a seca, a regido codificadora do gene SbPRP foi isolada por PCR a partir do
DNA total de Glycine max (cultivar 1AS5), utilizando-se iniciadores especificos. Através
do sistema Gateway-Invitrogen de clonagem por recombinacdo foram obtidas construcdes
para superexpressdo e silenciamento de SbPRP. Conjuntos embriogénicos somaticos das
cultivares 1AS5 e Vencedora foram submetidos ao protocolo de transformacdo, que
combina bombardeamento com o sistema Agrobacterium e ao protocolo de biolistica.
Atualmente, embrides histodiferenciados encontram-se na fase de regeneracdo, ja tendo
sido obtidas cinco plantulas trifolioladas relativas a construgdo de superexpressao.

Com o sequenciamento do genoma da soja foi possivel a identificacdo de 35
genes HyPRP. Através de analises filogenéticas, envolvendo os 35 membros HyPRP de
soja, 0 gene SbPRP (Glymal4g14220) ficou agrupado no mesmo clado composto por
outros trés genes HyPRP (Glyma04g06970, Glyma06g07070 e Glymal7g32100). Na
tentativa de aumentar o conhecimento do papel biolégico das HyPRPs em soja, foram
delineados experimentos para verificagdo da resposta dos quatro genes do clado
monofilético (Glyma04g06970, Glyma06g07070, Glymal7g32100 e Glymaldg14220).

Transcritos do gene Glyma06g07070 ndo puderam ser detectados, sendo excluidos das



andlises. Foi possivel avaliar os transcritos de trés destes genes por PCR em Tempo Real, a
partir de RNA de plantas de soja submetidas a tratamentos de alta salinidade, &cido
abscisico (ABA), acido salicilico e infec¢do por Phakopsora pachirizi (fungo causador da
ferrugem asiatica). Foram constatados aumentos significativos na expressdo dos genes em
diversos tempos ap06s a inoculacdo de uredinidsporos de P. pachirizi, em resposta a
tratamento com ABA e em resposta ao acido salicilico. O tratamento com sal reprimiu a
expressao dos genes Glymal4g14220 e Glymal7g32100. Os resultados obtidos reforcam a

possibilidade das HyPRPs estarem envolvidas em resposta a estresses bidticos e abioticos.

10



ABSTRACT

Abiotic stresses like drought, high salinity and high temperatures are the main
causes of yield losses in agriculture, causing production decreases of more than 50% in the
major crops around the world. Among the cited stresses, drought figures as one of the most
important agents causing production decrease, even though plants have developed complex
metabolic pathways to tolerate water deficit along evolution. The traditional cell wall
functions known are: plant structure, cell format and size determination, and a role as
mechanical barrier against pathogen attacks. Besides that, many genes encoding cell wall
proteins have their regulation modified by high salinity, drought and low temperatures,
which indicates a participation in response to water stress. The Hybrid Proline Rich
Proteins (HyPRPs) are cell wall glycoproteins with poorly known function. The gene
SbPRP (Glymal4g14220), a HyPRP soybean member, has its expression increased under
drought conditions, high salinity, treatment with hormones, salicylic acid and viral
infections.

Aiming to understand the role of the SpPRP protein in the soybean drought
tolerance acclimatation, the SbPRP gene coding sequence was isolated by PCR cloning
using specific primers and Glycine max (cultivar 1AS5) genomic DNA as template.
Constructions were obtained through the Gateway system for SbPRP super expression and
silencing. Somatic embryogenic (IAS5 and Vencedora soybean cultivars) sets were
submitted to the combined Agrobacterium/bombardment or biolistic protocols. Histo-
differentiated embryos are presently in the regeneration phase, and five tree-leaf-seedlings
containing the super expression construction were already obtained.

After the soybean genome sequencing, it was possible to identify 35 HyPRP
genes. Based on phylogenetic analysis, the SbPRP gene has grouped in the same clade
formed by three other HyPRP genes (Glyma04g06970, Glyma06g07070 and
Glymal7g32100). Trying to increase the knowledge about a possible biological role of the
soybean HyPRPs, experiments were delineated to check the response of the four
monophyletic clade forming genes (Glyma04g06970, Glymal7g32100 and
Glymal4g14220). Transcripts of three genes were detected and analyzed with Real Time
PCR experiments after high salinity, ABA, and salicylic acid treatments, and Phakopsora
pachirizi infection (Asian rust agent). Transcripts of the gene Glyma06g07070 were not

detected in any experiment. An increase in the genes’ expression was observed after

11



different treatment times after the P. pachirizi urediniospores inoculation, and in response
to ABA and salicylic acid treatments. Salt treatment repressed the expression of

Glymal4g14220 and Glymal7g32100. The results reinforce the possibility of HyPRP
involvement in biotic and abiotic responses.
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INTRODUCAO GERAL

A soja no contexto mundial

Assim como outras leguminosas, a soja [Glycine max (L) Merrill] é capaz de obter
0 nitrogénio através de uma interacdo endossimbiotica com bactérias diazotréficas que
infectam suas raizes. Essa € uma grande vantagem, pois, além de diminuir os custos com a
lavoura, uma vez que dispensa a utilizagdo de adubos nitrogenados, contribui para a
diminuicdo da contaminacdo do solo e do lencol freatico, ocasionada pelo acimulo deste
micronutriente (Marx et al., 2004; Kaown et al., 2007).

Do ponto de vista medicinal, a soja apresenta diversas propriedades curativas e
preventivas, atuando de maneira benéfica no tratamento e prevencdo do céancer e da
osteoporose. Plantas de soja produzem isoflavonas, saponinas e compostos fendlicos
antioxidantes, os quais tém demonstrado serem benéficos a salde humana, quando
ministrados de maneira orientada (Messina, 1999; Lee et al., 2000).

Empregada na producdo de biocombustiveis, a soja é uma fonte de energia
renovavel e menos poluidora do que a geracdo de energia a partir de combustiveis fosseis,
fato que tem merecido destaque junto aos interesses econdmicos mundiais. Dentre 0s
biocombustiveis estdo o etanol e o biodiesel, sendo o segundo gerado a partir de
triacilglicerdis presentes em grdos oleaginosos como os da soja. Hill e colaboradores
(2006) compararam o biodiesel de soja com o etanol gerado a partir do milho,
evidenciando-se inimeras vantagens no uso da soja, tais como porcentagem maior de
energia gerada por quilo de grdo, menor necessidade de adubacdo e de emprego de
pesticidas e menor caréncia de insumos por hectare cultivado.

A soja apresenta-se, em um cendrio mundial, como um dos grdos mais
consumidos. Grande parte da proteina e 6leo consumidos no mundo provém dos graos de
soja. Ela é a maior fonte de proteinas usadas na alimentacdo animal e humana, visto que é
constituida de mais proteinas que outras fontes de alimento comumente usadas, tais como
carne bovina, queijo e peixe (Krishnan, 2005; Cooper et al., 2008).

Em 2009, o Brasil produziu 57 milhdes de toneladas de grdos de soja,
posicionando-se logo ap6s os Estados Unidos da America (EUA), cuja producdo foi de
76,6 milhdes de toneladas. Na producdo brasileira, o estado do Rio Grande do Sul

contribui com 11% da safra do pais. A safra da soja rendeu, em 2008, uma receita de US$
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27,4 bilhdes para os EUA e rende, anualmente, em torno de R$ 18,4 bilhGes ao Brasil. Ha a
estimativa de que até o ano de 2017 o Brasil torne-se 0o maior produtor e exportador
mundial de soja, retendo 34% de toda producéo, seguido pelos EUA com 30% e Argentina
com 20%. O maior mercado consumidor €, atualmente, a China, que, em 2003, importou
20,7 milhdes de toneladas de grdos de soja (Tuan et al., 2004; IBGE, 2009; USDA, 2009).

A perspectiva de aumento na produtividade da soja no Brasil poderd ser
concretizada com o aumento das areas cultivadas e o0 aumento da produtividade por hectare
plantado. Para tal, politicas agricolas adequadas e investimento em biotecnologia serdo
fundamentais. Atualmente, a biotecnologia esta desencadeando a chamada “Segunda
Revolugdo Verde”, sendo a transgenia a principal ferramenta viabilizadora do processo de
geracdo de cultivares mais produtivas (Sasaki et al., 2004).

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, com as mudancas
climéticas consequentes do aquecimento global, podera ocorrer uma perda econdémica de
R$ 4 bilhdes até 2020, resultado de uma reducédo de quase 24% da area apta para plantio de
soja no Brasil. As perdas poderéo chegar a R$ 7,6 bilhdes em 2070, decorrentes de uma
diminuicdo de 40% da area apta para o plantio. A regido que mais deve sofrer os impactos
é a Regido Sul (MAPA, 2008).

Estresses abidticos e necessidade do desenvolvimento de novas

cultivares

Devido a sua natureza séssil, as plantas frequentemente enfrentam condicfes
adversas ou estresses bioticos e abidticos, 0 que, muitas vezes, conduz a uma série de
mudancas morfoldgicas, fisiologicas, bioguimicas e moleculares. Tais mudangas podem
causar danos aos vegetais, uma vez que reagem com seu potencial genético e limitam seu
crescimento, reproducdo e produtividade (Mahajan e Tuteja, 2006).

Dentre os estresses abioticos mais severos figura o déficit hidrico (ou seca), que
ocorre quando em células ou tecidos o contelido de dgua estd abaixo do que estaria em
condicBes Otimas de hidratacdo. Trés estadgios moleculares distintos podem ser
manipulados, na tentativa de gerar uma planta com maior tolerancia a seca. Estes sdo: a
percepcao, pela planta, do estimulo de deéficit hidrico; a sinalizacdo; e o controle da
transcricdo de genes vegetais em resposta ao déficit hidrico (Zhu, 2002). Uma resposta

mais abrangente e eficaz tem sido obtida com alteracBes nos niveis iniciais da cascata
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génica de resposta a seca. Isso ocorre porque elementos, tais como fatores de transcrigéo,
induzem uma mudanca fisiolégica muito mais abrangente nas plantas do que as proteinas
envolvidas nas etapas terminais do processo de preparacdo do organismo para administrar
a condicao de seca (Nelson et al., 2007).

Estudos de genémica funcional sdo imprescindiveis para o desenvolvimento de
novas cultivares, que respondam as necessidades das mudangas climéticas. Tais estudos
permitem o entendimento do funcionamento de genes vegetais, 0s quais poderdo ser
empregados no remodelamento de genomas. Isso pode ser alcangcado através do emprego
de técnicas moleculares, como o silenciamento de genes que condicionam caracteristicas
indesejadas ou a superexpressdo daqueles responséveis por caracteristicas
agronomicamente interessantes, mas que S0 ausentes ou pouco expressas na espécie ou
cultivar de interesse.

A modulacédo de fatores de transcri¢do, como Y (NF-Y) de Arabidopsis thaliana,
permite induzir grandes mudancas fisioldgicas na planta, que passa a suportar condicoes
muito mais severas de déficit hidrico do que a planta selvagem é capaz (Nelson et al.,
2007). Como ja& mencionado, a modulacdo da expressao de proteinas que atuam em um
passo mais adiantado na cascata de resposta a seca tem um espectro de acdo mais reduzido,
quando comparado a manipulacdo de fatores de transcri¢do, que modificam a expressdo de
toda uma rede génica. No entanto, resultados positivos ja foram obtidos com a
superexpressdo de proteinas, como osmdlitos e chaperonas, que auxiliam a célula a lidar
com o desequilibrio osmético (He et al., 2002; Cho et al., 2006; Xiong et al., 2006).

Uma vez que a soja tem participacdo importante na economia mundial, a
comunidade cientifica uniu esforcos para formar o Consorcio Internacional de
Sequenciamento do Genoma da Soja (The International Soybean Genome Consortium -
ISGC), visando um estudo aprofundado dessa leguminosa, a partir dos dados obtidos com
0 sequenciamento de seu genoma. Desse consorcio fazem parte os paises Brasil, China,
Japdo, Coréia e Estados Unidos da America.

O sequenciamento do genoma da soja, publicado em 14 de janeiro de 2010 por
Schmutz e colaboradores, foi realizado por diversos grupos (por exemplo, os coordenados
pelos pesquisadores D. Rokhsar, S. J. Schmutz e G. Stacey da Universidade de Missouri-
Columbia; R. Shoemaker da Universidade Estadual de lowa; e S. Jackson da Universidade

de Purdue) que depositaram as sequéncias no banco de dados Phytozome. Tendo a soja um
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genoma de 950 Mb, seu sequenciamento requereu tempo e recursos financeiros para que
houvesse boa cobertura e anotacdo das sequéncias (Schmutz et al., 2010).

Com o adiantado progresso dos projetos de sequenciamento do genoma da soja, a
tarefa de isolamento de novos genes ficou bastante facilitada. A identificacdo de genes
ortélogos, j& conhecidos em outros organismos e a predi¢do, através de bioinformatica, de
fases abertas de leitura (ORFs) e até mesmo a montagem de estratégias de silenciamento
foram enormemente otimizadas.

No Brasil, o projeto GENOSOJA-CNPq propds a unido de esfor¢os que vinham
sendo conduzidos individualmente por diferentes grupos de pesquisa no Brasil e a
formacdo de um Consorcio Nacional para Estudo do Genoma da Soja, que se integrard ao
Consorcio Internacional. A perspectiva é que a integracdo das informacgfes geradas no
projeto, nos diferentes niveis (estrutural, transcricional, proteico e funcional), através de
ferramentas de bioinformatica, auxiliard na compreenséo da funcdo e dos mecanismos de
controle da expressdao de genes presentes na soja e envolvidos em diferentes processos de
desenvolvimento e/ou defesa contra estresses ambientais (bidticos e abidticos). O projeto
nacional esta sendo coordenado pelo Dr. Ricardo V. Abdelnoor, pesquisador da Embrapa
Soja, e executado pelas seguintes InstituicGes de pesquisa no pais: Embrapa Soja, Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia, Universidade Federal de Vigosa, Universidade
Estadual Paulista, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Universidade Federal de
Pernambuco, Universidade Estadual de Campinas, Universidade Federal do Parand e a
Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz.

Integrante do Consorcio Nacional acima mencionado, o Laboratério de Genética
Molecular Vegetal, do Departamento de Genética da UFRGS, ficou responsavel pela
conducdo de experimentos relacionados ao estudo de genes envolvidos na resposta a
estresses bidticos (fungos) e abioticos (seca). Mais especificamente, nosso grupo ficou
responsavel pelo estudo de gendmica funcional de genes ligados a resposta da planta a
seca. O gene escolhido para o presente estudo foi o gene de soja codificador da proteina
SbPRP (Soybean Proline Rich Protein). No trabalho de He e colaboradores (2002) foi
verificado um aumento no perfil de expressdo deste gene em folhas e epicétilos de soja,
guando a planta foi submetida a falta de agua e ao estresse salino.

O gene SbPRP de soja apresenta uma sequéncia de 381 pares de base e a proteina

SbPRP tem 126 aminoacidos. Esse gene, curiosamente, ndo possui sequéncias intrdnicas
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interrompendo a sequéncia codificante, o que dispensa a necessidade da obtencdo de
cDNA para clonagem da regido codificante madura. A proteina SbPRP de soja é composta
por trés dominios conservados: dominio rico em prolinas (17 aminoacidos), um longo
dominio hidrofobico, rico em cisteinas (84 aminoacidos) e um peptideo sinal (25
aminoacidos) na sua porcdo N-terminal. O gene codificador dessa proteina responde,
também, a tratamentos com &cido salicilico e a inoculagdo com o virus do mosaico da soja,
podendo, assim, ser considerada uma proteina de defesa da soja. Entretanto, o real papel

fisioldgico desta proteina permanece desconhecido (He et al., 2002).

A parede celular e suas glicoproteinas

A parede celular vegetal foi, por muito tempo, negligenciada quanto a sua real
importancia, sendo considerada uma estrutura celular inerte. No entanto, sabe-se que essa
estrutura possui caracteristicas unicas de organela, estrutura e acdo enzimatica (Lamport,
1965). A parede celular responde aos estimulos intracelulares, como o de crescimento, e
auxilia a célula a responder a estimulos externos, como, por exemplo, o ataque de
patégenos (Hahn et al., 1981).

Além da sua importancia no contexto celular, a parede celular vegetal tem uma
participacdo direta na economia humana. A maior parte de todo o carbono
fotossinteticamente fixado é incorporado na parede celular, tornando esta a maior fonte de
biomassa terrestre renovavel. Essa biomassa é de suma importancia na nutri¢do animal e
humana, sendo, também, muito empregada na industria téxtil (Reiter, 2002).

Para execucdo de seu papel, que vai além do estrutural, a parede celular vegetal
associa-se a proteinas, dentre as quais estdo glicoproteinas com fungdo estrutural e/ou
enzimatica. As glicoproteinas encontradas na matriz extracelular sdo constituidas
basicamente por dois grupos: a) proteinas arabinogalactanas, que sdo soluveis e, b) as
extensinas, que sao insolaveis.

As proteinas arabinogalactanas tém de 90 a 95% de sua estrutura constituida por
carboidratos, sendo, em sua maioria, galactose e arabinose. Sua funcdo tem sido
relacionada com a capacidade do polen de aderir-se no estigma, pois elas conferem
viscosidade e capacidade de agregacdo. Outra funcdo seria a de um papel nutritivo no
estilete, fornecendo carboidratos precursores para a parede celular do tubo polinico

crescente. Papeis na diferenciacdo celular e no balanco hidrico também tém sido propostos
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(Sommer-Knudsen et al., 1998).

As extensinas mostram-se reguladas pelo desenvolvimento, sendo induzidas por
lesdo nos tecidos, pela acdo de elicitores, ataques fungicos e por infeccdo de nematoides
(José et al., 1994; Eycken et al., 1996).

Outros grupos menos estudados e com funcdo menos conhecida, também
presentes na matriz extracelular, sdo as proteinas ricas em prolina (PRPs) e as proteinas

hibridas ricas em prolina (HyPRPS).

A parede celular perante o estresse hidrico

A parede celular tem fungbes conhecidas, tais como determinar o tamanho e o
formato das células vegetais. Resistindo ao turgor celular, a parede controla o crescimento
e formato que a célula assumird em determinado tecido (Taiz, 1984). Ela é, também, o
primeiro obstaculo que o patdgeno tem de sobrepor a fim de penetrar na célula. A relacdo
patégeno-hospedeiro é uma condi¢do co-evolutiva que vem pressionando seletivamente
por milhdes de anos, tanto 0s vegetais para o impedimento da invasdo do patdgeno, quanto
0s patogenos para adaptacdo as novas barreiras impostas pelos vegetais. Uma vez que o
patdgeno comece um ataque a célula vegetal, muitas vezes vale-se de enzimas que
degradam a parede celular, transformando-a em fonte de nutrientes para 0 seu
desenvolvimento. As plantas reagem ap06s reconhecerem elicitores, como, por exemplo,
componentes da propria parede celular que tenham sido hidrolisados. Mas a primeira linha
de defesa, além da barreira mecanica imposta pela parede celular, é a presenca de enzimas
inibitorias, que estdo presentes na propria parede celular, e que bloqueiam a acdo das
enzimas dos patdgenos, dificultando a progressdo do invasor pelos tecidos vegetais
(Garcia-Brugger et al., 2006).

Em relacdo ao déficit hidrico, a primeira mudanca celular é a reducéo de turgidez.
Com a reducdo ocorre uma diminuicdo na pressdo sob a parede celular, afetando varias
atividades, tais como a expansdo foliar e o alongamento das raizes. Coordenadamente
ocorrem alteracBes na sintese de parede celular e de membranas, divisdo celular e sintese
proteica (Burssens et al., 2000).

Segundo Green e colaboradores (1971), a taxa de crescimento celular € dada pela

seguinte férmula:
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GR=m(yp-Y)
Onde:
GR = Taxa de crescimento
m = Extensibilidade da parede celular
yp = Turgidez
Y = Limiar de amolecimento (pressdo que a parede celular ainda aguenta sem deformacao)

Assim, segundo a equagdo, percebe-se que diminuigdo na turgidez (y,) acarreta
queda na taxa de crescimento (GR). Com isso, uma vez que o turgor (yp) celular atinja um
valor igual ao valor do limiar de amolecimento (Y), a expansao celular é cessada.

Outra varidvel importante é a extensibilidade da parede celular (m). A
extensibilidade da parede celular varia conforme oscilagdes do pH. Um pH mais &cido é
mais propicio para a extensdo da parede celular. O estresse hidrico tem a capacidade de
elevar o pH da solucdo da parede celular, causando um deslocamento no limiar de
amolecimento (YY) desta (Taiz e Zeiger, 2009). Segundo estes autores, plantas que sao
submetidas a um déficit hidrico por curto espaco de tempo, quando reidratadas ndo
readquirem uma GR étima de imediato. Isso se deve ao fato de que, apesar do turgor
celular (yp) ter sido plenamente recuperado, a extensibilidade da parede celular (m)
demora mais tempo para ser restaurada a valores 6timos para o crescimento celular.

Sendo grande a participacdo da parede celular nos processos consequentes ao
estresse hidrico, varios genes tém sua regulacdo alterada mediante alta salinidade, seca e
baixas temperaturas (Parker et al., 2006, Zhang e Schlé&ppi, 2007, Molina et al., 2008, Li et
al., 2009).

Proteinas hibridas ricas em prolina (HyPRP)

Proteinas Ricas em Prolinas (PRP)
Sdo glicoproteinas ricas em residuos de prolinas ligadas a um peptideo sinal

direcionador para parede celular. Ndo possuem o elemento repetitivo SerProg e por isso

sdo menos glicosiladas que outras glicoproteinas tais como as extensinas. (José e
Puigdomeénech, 1993). Sua expressao esta associada principalmete com protoxilema e

xilema. Existem registros de ocorréncia em dicotiledénias, monocotileddnias e fungos
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(Perfect et al., 1998, Hong et al., 1990, Vignols, et al., 1999).

Estrutura das HyPRPs

As proteinas hibridas ricas em prolina (HyPRP), consideradas uma subdivisdo das
PRPs, sdo glicoproteinas bimodulares que apresentam um sacarideo conjugado a um de
seus amino&cidos, um peptideo sinal direcionador para parede celular (PS), um dominio
intermediario rico em prolinas (PRD), cuja repeticdo mais comum é PPVYK, e um motivo
carboxi-terminal com oito residuos de cisteina conservados (8CM) (Fig. 1). A presenca do
dominio 8CM, que esté ausente nas PRPs, justifica a nomenclatura do subgrupo como PRP
“hibrida” (HyPRP) (José-Estanyol e Puigdoménech, 2000). Devido ao fato da proteina
SbPRP, estudada por He e colaboradores (2002), conter o dominio 8CM, no presente
trabalho ela sera classificada como pertencente a sub-familia HyPRP, assim como também

serdo os demais membros estudados.

Figura 1: Figura esquematica da estrutura das proteinas HyPRP. SP: Peptideo sinal;

PRD: Dominio Rico em Prolina; 8CM: Motivo com 8 residuos de cisteina conservados.

O dominio terminal rico em residuos de cisteina (8CM) pode variar em nimero e
organizacdo, o que permite a classificacdo das HyPRPs em dois grupos, A e B. O primeiro
desses grupos possui 0 dominio A que apresenta a seguinte sequéncia de residuos de
cisteina (...C..C...C...C...C...C...), os pontos entre as cisteinas indicam a ocorréncia de
aminoacidos quaisquer (José-Estanyol e Puigdoménech, 1994). Um membro deste grupo é
a proteina PvPRP de Phaseolus vulgaris, que tem sua expressdo reduzida ap0s ataque
fangico, devido & ligacdo da proteina fungica (PRP1-BP) que se liga em uma regido rica
em U na porg¢do 3' UTR do mRNA de PvPRP, desestabilizando-o (Zhang e Mehdy, 1994).

O segundo grupo possui o dominio B na por¢gdo C-terminal, apresentando oito
residuos de cisteina na seguinte disposi¢do [...C...C...CC...CXC...C...C... (onde o X
representa a presenca de um Unico aminodcido qualquer e os pontos indicam a ocorréncia
de aminoacidos quaisquer , José-Estanyol e Puigdomenech., 1994)]. A proteina MsACIC
de Medicago sativa, que pertence a este grupo, tem sua expressao induzida por injuria

20



causada na coroa da alfafa (Castonguay et al., 1994).

O dominio 8CM esta presente em proteinas com diferentes fungdes ja descritas,
como por exemplo, estocagem nutricional (2s-albuminas), protecdo e inibicdo enzimatica
(inibidoras de amilase e inibidoras de tripsina), transferéncia de lipideos [proteinas
transportadoras de lipideos (LTP)] e estrutura da parede celular (José-Estanyol et al.,
2004).

Em adicdo aos oito residuos de cisteina presentes no motivo 8CM, outros dois
residuos de cisteina sdo encontrados entre o peptideo sinal e o dominio rico em prolinas
(José-Estanyol e Puigdomenech, 1994).

O dominio PR das HyPRPs pode variar em tamanho, indo de 292 residuos de
aminoacidos, como em Medicago truncatula (MsPRP2, Deutch et al., 1995), até 19
residuos, como em Ricinus comunis (Rcc3, Xu et al., 1995). Sua func¢éo é desconhecida.

Apesar das HyPRPs ndo terem tido sua estrutura terciaria resolvida por
cristalografia, provavelmente seu dominio conservado 8CM se estruture da mesma maneira
que o faz em outras proteinas ja bem resolvidas tridimensionalmente, tais como as PRPs e
as LTPs (Lipid Transfer Protein) (Lenka et al., 2007).

Baud e colaboradores, em 1993, analisaram por cristalografia a proteina
hidrofébica de soja (HSP). Em seu trabalho, os autores mostraram que essa proteina possui
80 residuos de aminoécidos com quatro hélices hidrofobicas estabilizadas por cisteinas
conservadas, pertencentes ao dominio rico em cisteinas (8CM). A mesma proteina também
apresenta um grande numero de residuos hidrofébicos. O dominio amino terminal
mostrou-se extremamente hidrofébico e a maior parte dos residuos existem na sua forma
amida. A regido carboxi terminal mostrou-se levemente hidrofilica. Na estrutura secundaria
foram preditas seis folhas beta, seis voltas beta e uma pequena hélice alfa.

Por serem glicoproteinas, as HyPRPs sao dificeis de caracterizar, devido a
necessidade de se obter diferentes peptideos com o carboidrato ligado a eles. A tecnologia
recombinante, baseada no isolamento do gene com base nas informagdes contidas nos
bancos de dados ou na obtencdo dos cDNAs codificadores dos genes, ndo responde
questBes quanto a posicdo correta a qual se ligaria a molécula de agucar.

As HyPRPs sdo caracterizadas por um baixo nivel de glicosilacdo (Jose e
Puigdomeénech, 1993), podendo ser N- ou O-glicosiladas. No entanto, ocorrem proteinas

sem glicosilacdo. Isso pode acontecer devido a auséncia da maquinaria responsavel por tal
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processo ou por uma conformacéo terciaria assumida pela proteina que impossibilite o
acesso ao sitio de glicosilagdo. Em geral, a por¢cdo de carboidrato esta ligada a um
intermedidrio lipidico e é transferida a cadeia polipeptidica nascente. Na N-glicosilacdo, a
ligacdo de um residuo de asparagina ao grupo amida forma uma ponte N-glicosilamina. Na
O-glicosilagdo todos os acucares sdo adicionados sucessivamente, pela transferéncia de
seus derivados nucleotidicos e pela atividade de glicosiltransferases especificas no

complexo de Golgi (Han et al., 1992).

Funcéo e Expressdo Génica das HyPRPs

A funcéo das HyPRPs ndo esté clara até 0 momento. Analisando os residuos de
aminoéacidos foi possivel fazer a predicdo de que o dominio hidrofébico C-terminal (8CM)
provavelmente permite que as proteinas HyPRPs ancorem-se na membrana celular de
maneira orientada a parede celular (Bohlmann, 1991;Youl et al., 1998).

A andlise de sequéncias de residuos de aminoacidos (alta quantidade de residuos
de tirosinas) indica que as PRPs sdo boas candidatas a resposta ao estresse oxidativo
causado por ferimentos, elicitores de resposta hipersensitiva e tratamento com elicitores.
Sua rapida insolubilizacdo reforca a parede celular, barrando a invasdo de patdgenos
(Bradley et al., 1992; Brisson et al., 1994).

As HyPRPs apresentam um padrdo de expressdo ainda pouco estudado.
Manifestam-se em amplo espectro, ocorrendo em muitos 6rgaos e tecidos de espécies ja
estudadas. Apresentam padrdo de expressdo muito variado, mesmo entre membros
homdlogos. No entanto, essa expressao é sempre muito especifica para um determinado
estado de desenvolvimento da planta ou é o resultado de inducéo por hormdnio ou estresse,
ou repressao pelos mesmos motivos (Lenka et al., 2007).

Os dados contidos na Tabela 1 abaixo evidenciam a amplitude do padrdo de
expressao das HyPRPs. Tais proteinas sdo expressas em variados tecidos e 6rgdos: estilete;
zona de deiscéncia; folhas, assim como em variadas condigdes: inducdo por frio; indugéo

por estresse salino; presenca de sacarose, na auséncia de auxina, etc.
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Tabela 1: Padrdo de expressdo das HyPRPs nos mais variados tecidos e espécies vegetais. A porcentagem de

identidade C-terminal é dada em comparacdo com PvPRP1 de Phaseolus vulgaris para o grupo A e com

ZmHyPRP de Zea mays para o grupo B. Modificada de José-Estanyol e Puigdomenech, 2000.

HyPRPs com dominio A rico em residuos de cisteina
Nome Cisteinas Sequéncia Material Aminoacidos Expresséo Identidade | Repeticdes
Celulas de feijio Células e tecidos
PVPRP1 4 cDNA completo tratadas com 297 de feiifio 100 PVHPPVKPP
elicitores !
Estigma e estilete de Tecido de
NaClasslll 6 cDNA completo g 426 transmisséo do 42.8 SPPPP
tabaco .
estilete
HyPRPs com dominio B rico em residuos de cisteina
Nome Cisteinas Sequéncia Material Aminoécidos Expresséo Identidade | Repeticdes
MSACIC 8 cDNA completo alfafa 166 Induzida por frio 59.75 Spx; TPx
MsPRP2 8 gendmica alfafa 381 Induzida por sal 64.70 PPXVPZ
Cultura celular de Embriogénese PPVVPVT;
DC 2.15 8 cDNA completo | cenoura crescida em 137 sométicaginicial 47.94 PPVH;
meio sem 2,4-D PPXVZ
Cultura celular
Catharanthus induzida por
CR14KDA 8 cDNA completo 10SEO0US 138 sacarose em meio 51.80 PKP
livre de auxina
Regido subapical PPXYP;
CrHyPRP 8 cDNA completo Cuscuta reflexa 329 gda Iantzf 66.66 PPHYP;
P PPXYK
Brassica napus/ Zona de
SAC51 8 cDNA completo Zona de deiscancia 147 deiscéncia da 51.22 (PX)n
vagem
KPPK;
Gendmico e . Frio induzido na KPPTVKPPP;
BNPRP 8 cDNA Brassica napus 376 folha 63.09 STPKPPT:
PPVVTPPT
} cDNA Hipocétilo maduro Hipocotilo em PXX;
ADRI1-2 8 incompleto de soja 151 desenvolvimento 5731 PPXXX
PVR5 8 cDNA completo Raizes de feijao 127 raizes 54.93 PnX; PnK
XP(3-7);
CELP1 8 cDNA completo Flor de tabaco 209 Flor de tabaco - SPPPP
XP(3-7);
CELP2 8 cDNA completo Flor de tabaco 196 Flor de tabaco 21.53 SPPPP
Tumor da galha,
NT16 8 cDNA completo  umor da galhaem 170 raiz, folhas 4588 | GGGSGN
tabaco
machucadas
- Fruta jovem de PPIV; PPST;
TPRP-F1 8 Gendmico Tomate 346 tomate 67.85 PTPP
HSP 8 Proteina Soja 80 Semente de soja 40.0 nd
Ovaério e .
ZmHyPRP 8 Gendmico Milho 301 embrides 10000 | FOIRRE S
imaturos
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Evolucéo das HyPRPs

As HyPRPs ocorrem em todo o reino vegetal. Os genes correspondentes a essas
proteinas ja foram identificados e clonados de diferentes espécies de angiospermas e
gimnospermas. Até agora, no entanto, as HyPRPs ndo foram encontradas em bancos de
dados de plantas sem semente, algas, como Chlamydomonas reinhardtii, € musgos, como
Physcomitrella patens. Isso pode indicar que tais proteinas possam representar uma
novidade evolutiva exclusiva das gimnospermas e angiospermas (mono e dicotiledéneas).
Sugere-se que o dominio que caracteriza as HyPRP tenha surgido posteriormente na
evolucdo dos vegetais pela insercdo em fase de um elemento repetitivo rico em cddons
para prolina na por¢do N terminal, adicionando o dominio rico em residuos de prolina
(PRD) na proteina original (Lenka et al., 2007).

Variados grupos proteicos com fungdes distintas apresentam muita similaridade de
estrutura com o dominio C-terminal de oito residuos de cisteina (8CM) das HyPRPs. Entre
eles estdo os dominios das HSPs, LTSs, prolaminas de estocagem, proteina 2S de
estocagem e proteinas inibidoras alfa amilase/tripsina de endosperma de cereal. Isso indica
a provavel existéncia de um gene ancestral comum que, tendo acumulando modificacdes
que ndo alterassem a estrutura basica da proteina, conseguiu adquirir novas funcdes
(Henrissat et al, 1988).

A recente origem das HyPRPs também é sugerida pelo fato de que, quando feita
uma analise filogenética envolvendo membros de diversas espécies vegetais, 0s Unicos
ramos estatisticamente significativos correspondem a membros da mesma espécie ou da
mesma familia (Lenka et al., 2007).

Todas as espécies de genes HyPRP até agora analisadas possuem familias com
muitos membros, variando em torno de 14 a 52, como esta demonstrado na Tabela 2. As
angiospermas exibem sinais de recente diversificacdo, tais como varias duplicacdes em
tandem independentes em mais de um lécus. Esses grupos de genes estruturados em
tandem apresentam altos valores de bootstrap entre si, indicando duplicacdes recentes. Em
alguns casos, como nos grupos encontrados no cromossomo 1 de Arabidopsis thaliana,
valores baixos de bootstrap podem indicar duplica¢do antiga ou conversdo génica (Lenka
et al., 2007).
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Tabela 2: Numero de membros de genes HyPRP encontrados em espécies de angiospermas e gimnospermas.
Dados reunidos por Lenka e colabotradores (2007).

Espécie Numero de membros HyPRP
Solanum tuberosum 16
Arabidopsis thaliana 28
Medicago truncatula 14
Lycopersicon esculentum 19
Oryza sativa 31
Zea mays 52
Pinus taeda 21

Comparando-se as sequéncias de genes codificadores de HyPRPs das espécies A.
thaliana e Solanum tuberosum, poucos genes ortdlogos podem ser claramente
identificados. Esse resultado indicaria a ocorréncia de uma rapida divergéncia apds a
divisdo da linhagem antecessora em Brassicacea e Solanacea. Somado a isso, o perfil de
expressdo entre esses genes ortdlogos é bastante divergente (Lenka et al., 2007).

O dominio mais conservado das HyPRPS, 8CM, normalmente usado nas analises
filogenéticas, nem sempre € suficientemente conservado para gerar valores de bootstrap
estatisticamente confidveis. Na tentativa de suprir essa lacuna, a associacdo com resultados
de expressdo génica permite uma maior confiabilidade na consisténcia dos grupos como
tendo um real significado biolégico. Essa dificuldade na identificacdo de ort6logos pode
ser consequente ao fato de que os motivos que compdem essa familia proteica sdo muito
dindmicos, permitindo variadas mutacdes sem tornar a proteina ndo funcional. Esse
dinamismo tem como consequéncia uma pressdo seletiva menos estringente nas HyPRPs,
possibilitando uma rapida diversificacdo e dificultando a identificacdo de genes ortdlogos
ancestrais. Como ja mencionado, a maioria dos ramos estatisticamente suportados consiste

de proteinas de uma mesma espécie ou de uma mesma familia (Lenka et al., 2007).

Estresses bidticos e abidticos

As plantas estdo constantemente expostas a mudangas ambientais em resposta, as
quais precisam estar modulando sua expressdo génica, a fim de reprogramar seu estado

fisiolégico. Quando tais mudangas causam prejuizo para a planta, essas constituem o
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estresse, ao qual estdo expostos 0s vegetais. Devido ao estresse resultante de condigdes
climaticas e edaficas subltimas, a produtividade de lavouras nos Estados Unidos
representa apenas 22% da produtividade potencial genética (Boyer, 1982).

As condi¢des ambientais também determinam a distribuicdo das espécies vegetais.
A capacidade de ajustar-se aos estresses é o fator determinante para uma espécie poder ou
ndo ser cultivada em determinada area. Essa € uma questdo de suma importancia para a
agricultura.

Os estresses aos quais as plantas podem sujeitar-se ndo podem ser analisados
separadamente, pois, muitas vezes, induzem respostas de tolerancia cruzada. Por exemplo,
excesso de salinidade no solo leva ao déficit hidrico, mas, tambeém, ao estresse por calor,
devido ao menor resfriamento das folhas que seria executado pela transpiracdo, que agora €

insuficiente (Taiz e Zeiger, 2009).

Déficit hidrico

O déficit hidrico ocorre quando, em células ou tecidos, o conteldo de &gua esta
abaixo do que estaria em condi¢des 6timas de hidratacdo (Taiz e Zeiger, 2009).

A seca e 0 estresse salino sdo o0s grandes responsaveis pelas perdas na agricultura
causadas pelo déficit hidrico, considerados grandes determinantes da produtividade
mundial na agricultura (Epstein et al., 1980).

A flora terrestre é constantemente pressionada de forma seletiva a realizar a
manutencdo de adaptacdes vantajosas para a sobrevivéncia perante o estresse hidrico. Esse
provavelmente tenha sido, desde os primérdios da vida vegetal terrestre, um dos maiores
desafios a vida, e, por isso, muitas caracteristicas (morfoldgicas, anatdmicas, moleculares)
tém sido selecionadas em funcdo dessa pressdo seletiva. Os mecanismos adaptativos de
resisténcia a seca podem ser divididos basicamente em trés grupos: 1) Retardo da
dessecacgdo: capacidade de manter a hidratacdo do tecido; 2) Tolerancia a dessecagao:
capacidade de funcionar com pouca agua nos tecidos; 3) Escape da seca: plantas que
completam seu ciclo reprodutivo na estacdo umida (Taiz e Zeiger, 2009).

O estresse osmético no exterior celular leva a perda de turgor pela célula, levando
a necessidade, pela planta, de uma série de respostas. As plantas respondem, por exemplo,
acumulando osmolitos para reduzir a perda de agua (Li et al., 2006).

A alta salinidade também é prejudicial para o desenvolvimento vegetal, causando
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disturbios na homeostase ibnica celular, necessidade de reparacdo de danos, detoxificacdo
e perturbacdo na dindmica de crescimento celular. Altas concentragdes de sodio no citosol
sdo toxicas por diminuir criticamente a energia molar livre da &gua, levando a célula a
iniciar uma retirada do excesso de sédio através de canais idnicos antiporte e simporte,
localizados nas membranas vacuolares e plasmaéticas. Esse fluxo idnico tem custo
energético e causa um desequilibrio idnico que tem de ser restaurado (Kinraide et al.,
1998; Zhu et al., 2003).

A resposta ao estresse salino e osmético desencadeia a transducdo de sinal para
diferentes rotas metabdlicas na planta (ativacdo de proteinas quinases, fosfolipases, ABA),
conforme demonstrado na Figura 2. As respostas das plantas a seca e ao estresse salino
estdo intimamente relacionadas, ocorrendo uma sobreposicdo de mecanismos. Sendo o
estresse salino muito mais preciso, facil de ser controlado e repetido em condigdes
laboratoriais ele é, muitas vezes, usado como modelo experimental preferencial para

simular condi¢6es de estresse hidrico (Zhu et al., 2003).

Sinalizacdo idnica
Homeostase
osmotica e idnica

™
v

2 Sinalizacdo osmotica
Estresse idnico

e osmético
/
Sal e Seca

estresse

\‘ Divisdo celular e T .
Injdria |- e " —p»| Inibigdo do crescimento
) regulacao da expansdo

T 1

Sinalizacdo de
detoxificacdo

» Reparo e controle de dano

Figura 2: Vias de resposta da planta ao estresse salino e a seca. A planta responde
buscando a homeostase i6nica, reconfigurando as taxas de crescimento celular e ativando

as vias de reparacgéo e detoxificacdo. Modificada de Zhu, 2002.

Acido abscisico
O é&cido abscisico (ABA) tem um amplo espectro de acdo no desenvolvimento
vegetal (dorméncia da semente, germinacgdo, crescimento da plantula). No entanto, seu

papel principal esta relacionado com o balango hidrico (Zhu, 2002). Como exemplo disso,
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mutantes de Arabidopsis thaliana, deficientes na sintese de ABA, tém desenvolvimento
relativamente normal, exceto quando desafiados por uma situacdo de estresse hidrico
(Koornneef et al., 1998).

Além de controlar a abertura dos estdmatos, induzindo as células-guarda a
diminuirem seu turgor através do efluxo de K™ e anions, o ABA induz a expressdo de
diversos genes de tolerancia a desidratacdo (Xiong et al., 2001; Schroeder et al., 2001).

O acumulo de ABA em uma planta sob estresse osmdtico se da devido a um

aumento na sua sintese e na inibicéo de sua degradacéo (Zhu, 2002).

Acido Salicilico

O acido salicilico (AS) ¢ um hormonio vegetal envolvido, principalmente, na
resposta a ataques de patdgenos, floracédo e termogénese.

Plantas de Arabidopsis thaliana deficientes em AS ndo conseguem florescer
quando submetidas a estresse com luz UV, enquanto que em condi¢des Otimas elas
florescem mais tardiamente do que plantas selvagens, evidenciando o envolvimento do AS
com a floracdo (Martinez et al., 2004).

A inducdo de termogénese, que ocorre em certas espécies vegetais como em
Sauromatum guttatum, da familia Araceae, e na estrutura reprodutiva masculina das
Cicadaceas, ocorre devido ao acimulo de AS. Foi mostrado que o AS é capaz de aumentar
a atividade de cadeia respiratéria alternativa nas mitocéndrias, desviando a energia que
seria usada na sintese de ATP para a geracdo de calor e consequente aumento de
temperatura (Norman et al., 2004).

Em relacdo a resposta a ataques de patdgenos, o AS tem participacdo em varias
respostas imunes das plantas, entre elas resisténcia sistémica adquirida (SAR), resisténcia
mediada por genes R (ETI) e resisténcia basal (PTI). Uma complexa rede genética
regulatéria pode atuar tanto a montante quanto a jusante do AS. Sendo a montante
respostas independentes da inducdo de genes atraves de interagdo com o &cido salicilico e a
jusante respostas dependentes da inducdo de genes ativados por complexos SA-Proteina
(Vlot et al., 2009).

Ferrugem Asiatica

A ferrugem asiética é causada pelo fungo Phakospora pachyrhizi. E uma das
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fitopatologias que mais prejudica a lavoura de soja atualmente. Essa doenca foi descoberta
por volta de 1900 e, desde entéo, tem se espalhado pelo mundo. Uma vez instalada em uma
area, perdas na produtividade de 10% a 80% podem ser atingidas (Patil et al., 1997).

A severidade das perdas depende de inimeros fatores: a cultivar que esta plantada
no local afetado, da fase do desenvolvimento em que a ferrugem atacou a lavoura, das
condigdes ambientais, entre outros.

Na auséncia de uma cultivar com perfil genético de longa resisténcia, enormes
gastos sdo feitos no emprego de fungicidas, na tentativa de diminuir as perdas causadas
pela moléstia fungica.

As cultivares sdo resistentes a linhagens especificas de Phakospora pachyrhizi.
Cada cultivar resiste a invasdo atraves de uma estratégia especifica. O lécus Rppl
(Resistence to Phakopsora pachyrhizi 1) confere a planta uma resposta imune, a qual nao
chega a mostrar sinais de ataque do fungo. J& os I6cus Rpp2 e Rpp5 limitam o crescimento
fangico através de uma lesdo similar aquela causada por resposta hipersensitiva (Garcia et
al., 2008).

Uma das grandes dificuldades no controle da dispersdo e manutencdo do fungo
Phakopsora pachyrhizi é o fato de que este é capaz de infectar diversas espécies
pertencentes ao grupo das Fabaceae, conseguindo, assim, resistir ao inverno e aos periodos
de vazio sanitario, acumulando in6culo (Bromfield et al., 1984). A soja apresenta poucos
acessos com resisténcia a ferrugem asiatica, quando comparada a outras leguminosas e
outras espécies vegetais. Uma possivel explicacdo seria a de que o custo da manutencao
desses alelos em linhagens selvagens seria alto demais, ndo compensando as perdas
durante os ataques de Phakopsora pachyrhizi (Meyer et al., 2009).

A descoberta de genes de resisténcia a ferrugem asiatica € uma das possibilidades

mais promissoras no combate a este patdgeno.

Processo de infeccdo da planta de soja por Phakopsora pachyrhizi
Entre uma e duas horas ap6s a inoculagdo das plantas de soja, os urediniosporos
germinam nas folhas e formam um tubo germinativo (Bonde et al., 2006). Em duas horas
as extremidades dos tubos germinativos crescem rapidamente pelo acumulo de liquidos,
para formar o apressorio na parede das células epidérmicas (Bonde et al., 2006; Koch et

al., 1983). Apos sete horas, um cone apressorial é formado no interior do apressorio e uma
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hifa de penetracdo atravessa a epiderme celular. Apds 15 a 20 horas, um septo é formado
pela hifa de penetracdo no espaco intercelular, dando origem a hifa priméria (Sato e Sato,
1982; Koch et al., 1983). A célula epidérmica penetrada perde a organizacdo celular e em
96 horas colapsa (Koch et al., 1983; Yang 1991). O fungo cresce pelas células do meséfilo
esponjoso e forma um haustorio. Apds essa etapa comeca, entdo, a invasdo do espaco
intercelular, sendo produzidas hifas secundérias e haustorios adicionais. Ap6s 192 horas da
infeccdo, novos urediniosporos estdo sendo formados e serdo liberados pela ruptura da
epiderme no nono dia, e a disseminacdo pode durar mais de quatro semanas (Koch et al.,
1983; Marchetti et al., 1975).
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OBJETIVO GERAL

O objetivo geral do presente trabalho foi aumentar o conhecimento a respeito das
proteinas HyPRP de soja. Para tal, foi caracterizada a estruturacdo genémica dos genes que
codificam HyPRPs em soja [Glycine max (L.) Merrill] e realizada a anélise do padréo de
expressdo de quatro genes HyPRP (Glymal4g14220, Glyma06g07070, Glyma04g6970 e
Glymal7g32100) em resposta a diferentes estresses. Na tentativa de acessar o papel
bioldgico das HyPRPs in vivo, o gene Glymal4g14220 (SbPRP) foi adaptado a vetores
para a transformacdo de plantas de soja, visando a superexpressdo e silenciamento do

mesmo.
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APRESENTACAO DOS RESULTADOS

Os resultados deste trabalho serdo apresentados sob a forma de dois capitulos
independentes, uma vez que se optou em investigar o papel dos genes que codificam
proteinas pertencentes a familia das HyPRPs de duas formas. No Capitulo | serdo
apresentados os resultados referentes a anélise do padrdo de expressdo de trés genes em
plantas de soja, submetidas a diferentes estresses bioticos e abidticos. No Capitulo 11 serdo
apresentados os resultados referentes a transformacéo de plantas de soja com um membro

dessa familia.
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CAPITULO |

I.1. Introducéo

A funcdo da parede celular vegetal como barreira mecanica a invasdo de
patdgenos € bem conhecida (Cassab, 1998). Entretanto, pouco se sabe sobre como a parede
celular responde dinamicamente a mudancgas externas, tais como um ataque fungico ou
uma condicdo de déficit hidrico.

Algumas proteinas de parede celular sdo capazes de responder rapidamente a
ataques de patdgenos, formando ligacdes cruzadas através de oxidacao, reforcando,
provavelmente, a barreira fisica. Esse processo ocorre com as glicoproteinas de parede
celular: extensinas e proteinas ricas em prolina (PRP) (Showalter, 1993; Schnabelrauch,
1996).

Condicgoes de seca também regulam a expressao de genes que codificam proteinas
de parede celular, tais como proteinas ricas em hidroxiprolinas (HRGPS), pectina metil
esterase e extensinas, todas relacionadas com organizacdo, modificacdo e biogénese da
parede celular (Molina et al., 2008). Deutch e Winicov, em 1995, mostraram que a proteina
codificada pelo gene MsPRP2 (MsPRP2, da leguminosa Medicago truncatula) pertence a
familia de proteinas HyPRP (do inglés Hybrid Proline Rich Protein), e que, possivelmente,
ela contribui para a tolerancia da planta ao estresse salino.

Ainda assim, pouco se sabe a respeito do papel das HyPRPs na protecdo da planta
durante uma situacdo de déficit hidrico e como respondem a ataques de patdgenos. A
identificacdo de genes responsivos a esses estresses € uma poderosa ferramenta para o
desenvolvimento de estratégias capazes de aumentar a tolerancia das cultivares aos
desafios ambientais.

He e colaboradores, em 2002, mostraram que o gene SbPRP de soja, integrante da
familia das HyPRPs, responde a seca, ao estresse salino, a hormdnios vegetais (como o
acido salicilico, AS), a infecgdes virais e é influenciado pelo ritimo circadiano. As HyPRPs
sdo caracterizadas por serem compostas por um peptidio-sinal (SP), um dominio N-
terminal direcionador a parede celular, um dominio rico em residuos de prolina (PRD) e
um dominio com 8 residuos de cisteina conservados (8CM) (José et al., 1994). Estas
proteinas estdo presentes nas plantas com sementes e, aparentemente, ausentes nas plantas

sem sementes. Elas formam sempre grandes familias, que apresentam desde 14 membros,
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como em Medicago truncatula, até 52, como em Zea mays (Lenka et al.,2007).

1.2. Objetivos

A fim de aumentar a compreensdo a respeito do papel biolégico da familia génica
HyPRP, o presente trabalho teve como objetivo identificar e posicionar todos membros
HyPRP presentes no genoma da soja e avaliar o padrdo de expressdo de quatro genes:
Glyma04g06970, Glyma06g07070, Glymal4g14220 (SbPRP) e Glymal7g32100, cujos

produtos sdo formadores de um clado monofilético entre as HyPRPs de soja.

1.3. Material e Métodos

1.3.1. Ferramentas de bioinforméatica utilizadas

A ferramenta on-line tBlastN, disponivel no sitio do protejto Phytozome
(http://www.phytozome.net/soybean), foi utilizada na busca de possiveis genes HyPRP no
genoma da soja.

Para os alinhamentos génicos foi utilizado o programa Mega 4.1 (Kumar et al.,
2008).

Para as filogenias foi utilizado o programa Paup (Swofford, 2001).

Para o desenho dos oligonucleotidios iniciadores (primers) foi utilizada a
ferramenta on-line Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/).

Para analise dos dominios conservados foi utilizada a ferramenta InterProScan
Sequence Search (EMBL-EBI).

1.3.2. Material vegetal utilizado nos tratamentos com acido abscisico (ABA),
cloreto de sodio (NaCl) e &cido salicilico (AS)

Sementes de soja da cultivar Conquista foram plantadas em copos plasticos (200
mL) contendo o substrato vermiculita e regadas com meio MS (Murashige e Skoog, 1962)
contendo metade da concentracdo predita pelos autores, com vistas a viabilizar seu
desenvolvimento. As culturas foram mantidas durante todo o experimento a temperatura de

26+1°C e fotoperiodo de 16/8 horas luz/escuro, com intensidade luminosa de 22,5 uEm™s
1
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Duas horas ap6s o inicio do periodo de luz, plantas com duas semanas de idade
foram colocadas em solucdo hidroponica, contendo meio MS com metade da forca e
separadas em dois grupos. Um grupo foi composto por plantas submetidas a determinado
tratamento. Desse grupo, amostras de tecido radicular e foliar foram coletadas em tempos
determinados. O outro grupo foi utilizado como controle, onde plantas ndo tratadas foram
mantidas sob as mesmas condi¢des de cultivo das plantas submetidas ao tratamento

durante todo o experimento.

1.3.3. Tratamento com Acido Abscisico (ABA)

ABA a uma concentracdo de 100 uM, (Liao, et al., 2008) foi adicionada a solucéao
hidropdnica, com vistas a mimetizar os efeitos de estresse abidtico nas plantas em estudo.
No grupo composto pelas plantas controle, a solucdo hidrop6nica nao teve o acréscimo do
fitormdnio. As amostras de tecido radicular e foliar foram coletadas seis horas apds o inicio
do tratamento.

1.3.4. Tratamento com cloreto de sodio (NaCl)

NaCl a uma concentragdo de 150 mM e de 75 mM foram adicionadas a solucéo
hidroponica das plantas tratadas, enquanto que 0 grupo controle permaneceu N0 mesmo
meio hidropénico, livre do agente estressor. Nesse experimento, as coletas de tecido

radicular e foliar foram realizadas quando transcorridas seis horas do inicio do tratamento.

1.3.5. Tratamento com Acido Salicilico (AS)

Uma concentracdo de 2 mM de AS foi adicionada a solugdo hidrop6nica (meio
MS com metade da for¢a), a qual foi aspergida nas folhas (inicio da manha e final do
fotoperiodo, momento em que os estdmatos encontram-se mais abertos) de plantas jovens
de soja por um periodo de 48 h. Posteriormente, ocorreu a coleta das amostras de tecido
foliar para extracdo de RNA e sintese de cDNA.

1.3.6. Infeccdo por Phakopsora pachyrhizi
O experimento de infecgdo por P. pachyrhizi foi realizado em abril de 2009, na
sede da Embrapa Soja (Londrina, PR). Plantas de soja da cultivar Embrapa - 48 (genotipo

suscetivel) e da linhagem Pl 561356 (acesso resistente) foram semeadas em casa de
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vegetacdo - seis vasos para cada genotipo, trés plantas por vaso. Trés semanas aps o inicio
do cultivo, realizou-se a inoculagdo com o patégeno: uredinidsporos foram coletados e
suspensos em agua contendo gotas de Tween-20, para uma concentragéo final de 2,6 x 10*
esporos mL™. A solugdo foi borrifada nas folhas de metade das plantas de cada gendtipo,
sendo a outra metade utilizada como controle. A inoculagdo ocorreu ap6s as 18 h - a noite a
umidade é maior, facilitando o processo de infecgdo pelo fungo - e as plantas inoculadas
permaneceram por 12 h cobertas por plastico. Trifélios foram coletados 1, 12, 24, 48, 96 e
192 h apds a inoculacdo (hpi), sendo imediatamente congelados em nitrogénio liquido e

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

1.3.7. Extracdo de RNA total

Amostras de tecido radicular e foliar de plantas de soja foram coletadas,
imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e pulverizadas em morteiro.
Aproximadamente 100 mg do tecido macerado foi homogeneizado em um mL de Trizol
(Invitrogen) , em microtubo. Posteriormente, essas amostras foram incubadas durante
cinco minutos a temperatura entre 15°C e 30°C, com vistas a permitir a completa
dissociacdo dos complexos nucleoproteicos. Em seguida, foram adicionados 200 pL de
cloroférmio para cada um mL de Trizol usado inicialmente. ApoGs vigorosa agitacdo com
duracdo de 15 segundos, os tubos de microcentrifuga contendo as amostras
homogeneizadas foram novamente incubados por um periodo de dois a trés minutos a
temperatura entre 15°C e 30°C. Ao término, essas amostras foram dispostas em uma
centrifuga refrigerada (4°C) e submetidas a um processo de centrifugacdo a 12.000 rpm
durante 15 minutos. Este procedimento possibilita a separacdo de fases. O RNA, presente
na fase aquosa, foi coletado e transferido para um novo tubo onde foram adicionados 500
puL de isopropanol para cada mL de Trizol empregado no inicio da extracdo. Apds 10
minutos de incubacdo em temperatura entre 15°C e 30°C, as amostras foram novamente
centrifugadas durante 10 minutos a 12.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado de RNA lavado com um mL de etanol 70% para cada mL de Trizol empregado
no inicio do processo. Posteriormente, as amostras foram agitadas em vértex e
centrifugadas a 7.500 rpm durante cinco minutos. O sobrenadante foi novamente
descartado e 0 RNA permaneceu em temperatura ambiente até a total evaporacdo do

alcool. Por fim, o RNA foi suspenso em 30 pL de 4gua MilliQ autoclavada.
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1.3.8. Sintese de DNA complementar (cDNA)

A sintese de cDNA foi realizada utilizando a enzima transcritase reversa M-MLV
RT (Invitrogen ou Promega), de acordo com instrucdo dos fabricantes, sendo que em
ambos os casos 0 volume final da reacdo foi de 50 pL. A solucdo-estoque foi preparada
diluindo dez vezes o cDNA obtido. Para as PCRs quantitativas em tempo real (QPCR), a

solucao-estoque de cDNA foi diluida mais dez vezes (diluicdo final 1:100).

1.3.9. PCR quantitativa em Tempo Real (QPCR)

As analises de qPCR foram realizadas no aparelho “StepOnePlus™ Real-Time
PCR System”, da Applied Biosystems. As qPCRs foram compostas de um passo inicial de
desnaturacéo de 5 min a 94°C, seguido de 40 ciclos de 10 s a 94°C, 15sa 60°C e 15s a
72°C. As amostras foram mantidas por 2 min a 40°C para reanelamento e, entéo, aquecidas
de 55°C a 99°C para a aquisicdo dos dados relativos a curva de desnaturagio do produto de
amplificag&o.

As gPCRs foram feitas usando 12,5 uL. da amostra de cDNA diluido (1:100), 2,0
uL de tampao PCR 10 X [Tris/HCL a 100 mM, (pH 8,0), KCI a 500 mM], 1,2 uL de MgCl,
50 mM, 0,1 uL de dNTPs a5 mM, 0,2 uL de cada primer 10 uM, 7 uL de agua, 2,0 uL de
SYBR-Green (1:100.000), e 0,05 uL de Platinum Tag DNA Polymerase (5 U pL™:;
Invitrogen). O volume final da reagdo por tubo foi de 25 pL. Os primers utilizados nas
reacOes estdo listados na Tabela 1.1. Todas as reacBes foram realizadas com quadruplicatas
técnicas e quadruplicatas bioldgicas. Uma exce¢do ocorreu com 0 experimento realizado
na Embrapa Soja de Londrina (ferrugem asiatica), no qual foram utilizadas somente trés
amostras bioldgicas (sem pool de plantas). O calculo foi feito utilizando 0 método 244"
(Livak e Schmittgen, 2001). Como normalizadores internos da reacdo foram utilizadas
quatro sequéncias génicas: fator de elongacao alfa-2 (elfll), F-box, Metalloprotease e cyp
(Libault et al., 2008). Empregou-se o teste T de Student (Microsoft® Office Excel 2007), a
um nivel de significancia de 95% (p < 0,05), com vistas a validar as variagdes observadas

nos tratamentos.
1.3.10. Projecéo de Oligonucleotideos

Oligonucleotideos especificos para os genes Glyma04g06970, Glyma06g07070,
Glymal4g14220 (SbPRP) e Glymal7g32100 foram projetados com base nas sequéncias
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depositadas no Phytozome. A ferramenta on-line Primer3 foi empregada para predicao das
sequéncias dos oligonucleotideos mais adequados. Os locais de anelamento foram

precisamente escolhidos de modo que ndo amplificassem outros genes HyPRP nao alvo

das analises. As sequéncias dos oligonucleotideos estdo mostradas na Tabela 1.1

Tabela 1.1: Oligonucleotideos especificos para os genes Glyma04g06970, Glyma06g07070,

Glymal4g14220 (SbPRP) e Glymal7g32100 utlizados nos experimentos de qPCR. As sequéncias foram

preditas através da ferramenta on-line Primer3.

Gene . Temperatura de Sequéncias (5°-3°)
Amplicon anelamento (°C) Oligonucleotideos
Glymal4g14220 (SbPRP) 160 8029-5967 1oy 1 CacARACACGTGTTTACCTAG
Glvma17a32100 B FOR: GAAGGTTTGGCTGATTTGGA
4 9 173 60.,5-59,39 REV: AATGAACCTAACATGATGGAAGC

|.4. Resultados e Discussao

1.4.1. Identificacdo dos paralogos do gene SbPRP

Com base na sequéncia de residuos de aminoacidos do gene SbPRP, descrito por
He e colaboradores em 2002, foi feita uma busca apurada por outros membros HyPRP no
banco de dados Phytozome. Utilizando a ferramenta tBlastN foram encontrados o0s
possiveis paralogos do gene SbPRP no genoma da soja (Fig. 1.1). Um total de 45
seqliéncias foram identificadas em 11 cromossomos. O nimero de sequiéncias encontradas
em cada cromossomo foram:

Cromossomo I=uma seqliéncia;

Cromossomo IV=uma sequéncia;

Cromossomo V= dez sequéncias;

Cromossomo VI= uma sequéncias;

Cromossomo IX= trés seqléncias;

Cromossomo X= uma sequéncias;

Cromossomo XIII= duas sequéncias;
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Cromossomo XIV=uma sequéncias;
Cromossomo XV= dez sequéncias;
Cromossomo XVII= 12 sequiéncias;
Cromossomo XX= trés sequéncias.

As sequéncias génicas foram compiladas em arquivo “.doc” para as analises.
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Figura 1.1: Resultado ndo curado obtido com a ferramenta tBlastN na busca por paralogos
do gene SbPRP no genoma da soja depositado no banco de dados Phytozome. Foi utilizada
a sequéncia de residuos de aminoacidos da proteina SbPRP como isca (query),
representada pela barra vermelha. Na figura, Gm corresponde ao nimero do cromossomo e
as barras coloridas em tons de verde representam as sequéncias similares com SbPRP, em
cada cromossomo da soja. “Score” corresponde a medida de similaridade entre a isca e a
seqliéncia mostrada. “E” corresponde a probabilidade de haver outro alinhamento com
“score” maior do que o atual. A numeracdo a direita, ao lado de cada barra, delimita a

porcao de aminodcidos similares entre SbPRP e demais sequéncias.
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A partir da traducdo das sequéncias nucleotidicas, foi possivel fazer uma triagem
criteriosa com base nos residuos de aminoacidos. Foi realizada uma analise independente
para cada sequéncia proteica em busca da presenca ou auséncia dos dominios (SP, PRD e
8CM) que caracterizam as HyPRPs. Para tal, foi empregada a ferramenta InterProScan
Sequence Search (EMBL-EBI).

A fim de avaliar acuradamente se as sequéncias de residuos de aminoacido
similares a SbPRP realmente correspondiam a uma HyPRP, o dominio 8CM, mais
conservado e caracteristico das HyPRP, recebeu atencdo especial, sendo a sua presenca
critério definitivo para inclusdo ou exclusdo da sequéncia candidata como uma HyPRP
verdadeira. A presenca conservada da regido que codifica 0 dominio 8CM foi confirmada
em 35 genes HyPRP no genoma da soja. Os 35 membros HyPRP sdo todos transcritos,
dado confirmado no banco de dados Soybean Full-Length cDNA Database. A Figura 1.2
mostra o alinhamento feito no programa Mega 4.1, que se baseia no algoritimo do
programa ClustalW, ressaltando os dominios presentes nas HyPRPs.

Dez sequéncias de genes HyPRP foram excluidas da analise devido aos seguintes
motivos: (1) ndo possuirem o dominio 8CM conservado; (2) apresentarem codons de
terminacdo em diversos sitios, interrompendo a respectiva proteina; (3) apresentarem
dominios ndo caracteristicos, como foi o caso de duas Proteinas Ricas em Glicina, que no
lugar do dominio PRD, apresentaram um dominio rico em glicinas; (4) ndo possuirem o
dominio SP ou o dominio PRP.

O grande numero de HyPRPs encontradas no genoma da soja € uma situacédo
comum no genoma de outros organismos. Lenka e colaboradores (2007) encontraram 19
HyPRPs no genoma do tomate, 52 no genoma do milho, 21 no de Pinus taeda e 14 no
genoma de Medicago truncatula Outras glicoproteinas de parede celular, como as
expansinas-A, apresentam 26 membros em Arabdopsis thaliana, 27 membros em Populus
sp. € 34 membros em Oryza sativa (Sampedro et al., 2005). Assim, 0 grande numero de
HyPRPs (35) encontradas no genoma de soja esta dentro do esperado para glicoproteinas

de parede celular.
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Figura 1.2: Devido ao grande numero de sequéncias, de residuos de aminoacidos, alinhadas, na

figura € mostrado apenas o alinhamento entre alguns dos 35 membros HyPRP de soja.
Alinhamento feito utilizando o programa Mega 4.1. A) Corresponde ao dominio amino terminal
SP, direcionador para parede celular, a regido delimitada pelo retdngulo preto indica a por¢édo mais
conservada, utilizada na filogenia; B) Corresponde ao dominio central (PRD) pouco conservado e
de funcdo desconhecida; C) Corresponde ao dominio carboxi-terminal 8CM. Esse € o dominio
mais conservado nas HyPRPs, apresentando sempre 8 residuos de cisteina posicionados conforme
indicado pelas setas na parte superior da figura. O dominio 8CM diferencia a subfamilia HyPRP

das PRPs, que ndo o possuem.
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1.4.2. Posicionamento cromossémico dos genes HyPRP

A soja possui um genoma composto de 950 megabases, sendo 57% representado
por DNA repetitivo (Schmutz et al., 2010). Segundo Schlueter e colaboradores (2004), a
soja sofreu dois eventos de poliploidizacdo: um ha 45 milhdes de anos e outro ha 14
milhdes de anos, sendo, assim, considerada um paleopoliploide. Devido ao longo tempo
transcorrido ap6s as poliploidizagcBes, 0s cromossomos divergiram muito em suas
sequéncias, sendo dificil a identificacdo de pares homdlogos (Walling et al., 2006).

Uma vez curados os resultados de busca das HyPRPs no genoma da soja, 0os 35
genes obtidos foram posicionados entre os 20 cromossomos da soja (Fig. 1.3).

A presenca dos genes HyPRP amplamente distribuidos nos cromossomos da soja
e sua recorrente organizacdo em tandem (genes nos cromossomos V, XV e XVII) é,
também, uma estrutura recorrente entre os genes que codificam glicoproteinas de parede
celular. Sampedro e colaboradores (2005) verificaram, nos genomas do arroz e de A.
Thaliana, uma ampla distribuicdo desses genes entre 0s cromossomos e também a

organizacdo deles em tandem.
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Figura 1.3: Posicdo dos 35 genes HyPRP, distribuidos em 10 cromossomos da soja. A
barra vermelha indica a posicdo de cada gene ou tandem génico ao longo de cada
cromossomo. NUmeros romanos indicam o nimero do cromossomo. A nomenclatura dos
genes corresponde ao seu ordenamento em cada cromossomo. Assim, Glymaxxg##,

onde xx representa 0 nimero do cromossomo e #### sua posicao ao longo do mesmo.

1.4.3. Filogenia das HyPRPs de soja

Os dominios presentes na porcdo amino-terminal das HyPRPs sdo altamente
variaveis em relagdo ao tamanho, composicdo de aminoacidos e motivos de sequéncias
repetitivas (principalmente o dominio PRP), dificultando inferéncias filogenéticas. Ja o
dominio presente na porcdo carboxi-terminal (8CM) é conservado o suficiente para serem

feitas analises filogenéticas. Mesmo assim, devido ao seu pequeno tamanho (de = 86 aa),
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baixos valores de bootstrap sdo obtidos em véarios nds. Essa estruturagdo também ocorre
em outras espécies, tais como O. sativa e Z. mays (Lenka et al., 2007).

No presente trabalho, duas arvores filogenéticas (Fig. 1.4) foram construidas com
base nos 35 genes HyPRP de soja. Foram utilizadas as sequéncias nucleotidicas
correspondentes a uma regido mais conservada do dominio SP (indicada na Figura 1.2A) e
ao dominio 8CM inteiro. Por meio do programa Paup, foi gerada uma arvore filogenética
consensual usando o método de Maxima Parsimonia e, com o programa Mega, outra pelo
método de Neighbor-joining.
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Figura 1.4: Arvores filogenéticas ndo enraizadas obtidas com emprego dos programas Mega e Paup e
construidas a partir do alinhamento de regides conservadas das sequéncias nucleotidicas dos 35
membros de genes HyPRP de soja. A parte A mostra a arvore consenso gerada pelo método de Maxima
Parsimbnia em Paup. Em B a &rvore filogenética foi gerada pelo método de Neighbor-joining no
programa Mega. Em ambas as arvores foram utilizadas uma porcéo mais conservada do dominio SP e o
dominio 8CM inteiro. Na arvore A, 0s nimeros nos nos indicam quantas vezes 0 ramo agrupou-se como
0 mostrado, e na arvore B, 0s nimeros nos nds indicam o bootstrap obtido com 1.000 repeticdes.

Circulado em vermelho esta o clado monofilético ao qual pertence o gene SbPRP (Glymal4g14220).
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O maior interesse dos autores com esse trabalho foi o de averiguar como estavam
estabelecidas as relacGes evolutivas entre o gene SbPRP (Glymal4g14220) e os demais
genes HyPRP. ApGs a construcdo das arvores filogenéticas com todos os genes HyPRP de
soja, verificou-se que 0 gene SbPRP, caracterizado por He e colaboradores em 2002, faz
parte de um clado bem sustentado e composto por mais trés membros: Glyma04g06970,
Glyma06g07070 e Glymal7g32100 (indicados na Figura 1.4). O gene SbPRP é mais
proximo evolutivamente do gene Glymal7g32100, e os genes Glyma04g06970,
Glyma06g07070 sdo mais proximos entre si.

Entre as sequéncias dos produtos dos genes Glyma04g06970 e Glyma06g07070
(Glyma04g06970 e Glyma06g07070, Fig. 1.5), a por¢do amino-terminal, correspondente ao
SP, mostra-se bastante conservada, ocorrendo somente uma troca de aminoacidos na
posicdo 17: um residuo de fenilalanina foi substituido por um de serina. Ja a porcao
correspondente ao dominio central, PRD, é extremamente varidvel em relacdo ao tamanho,
composi¢cdo de aminoacidos e motivos de sequéncias repetitivas. A regido compreendida
entre a posicdo 99 até 111 da proteina Glyma06g07070 parece ter sido gerada por uma
duplicacdo da sequéncia PPTPKPTPPTPTPTP (indicada por um retangulo vermelho na
Figura 1.5), uma vez que essa regido estd presente somente uma vez na proteina
Glyma04g06970. Em relacdo a porcdo caboxi-terminal, composta pelo dominio 8CM,
pouquissimas substituicdes foram encontradas entre Glyma04g06970 e Glyma06g07070.
Na posicdo 158 da sequéncia de residuos de aminoacidos ocorreu a substituicdo de um
residuo de treonina por um de isoleucina; na posicdo 166 ocorreu a substituicdo de um
residuo de glutamato por um de glutamina e na posicdo 189 um residuo de serina foi
substituido por um de alanina. As posic¢des foram indicadas baseando-se na sequéncia mais
longa, da proteina Glyma06g07070.

Entre as sequéncias Glymal4g14220, que corresponde ao gene SbPRP, e a
sequéncia Glymal7g32100 (Fig. 1.5) ndo ocorreram substitui¢cdes, tanto no dominio SP
como no dominio PRD. Essas duas proteinas podem ser diferenciadas somente pelas
alterac6es acumuladas no dominio 8CM. Na posicdo 133 ocorreu a substituicdo de um
residuo de serina por um residuo de leucina e na posi¢do 121 ocorreu a substituicdo de um
residuo de serina por um de alanina. Ambas as proteinas apresentam 0 mesmo numero de

aminoacidos.

47



1 17

| ¢ | PRD
ciymandgosano [JafflcafrvifiofERR-
Elywalég707] |
qlymaldgl 4220 e M- - -
GlymalTg32100 MARMEVIAMIMVIELLLYSBAT BUA-CE--HOHNNR-------------------------------———— - - DRERRR R AN - - - - - - - - - -~ - - - - == === mmmmm oo -

SCM 18 166 Bf 189 1

g EIIILILIVIAIILIWIWVIIIVIIIIIALLIIHILIML LIIMIAIVLIIILIVIIILIVLLIAIIIIVIIIFIIA*:

Figura 1.5: Resultado do alinhamento das sequéncias de residuos de aa das proteinas
Glyma04g06970, Glyma06g07070, Glymal4g14220 e Glymal7g32100, feito através do
programa MEGA 4.1. Dominios SP, PRD e 8CM indicados na parte superior da figura.

Retangulo vermelho indica regido gerada, provavelmente por duplicacdo, e setas indicam

as posicdes dos residuos de aminoacidos.

1.4.4. Analise do padréo de expressdo de quatro genes da familia HyPRP em

soja
Com o objetivo de compreender um pouco mais a respeito da expressdo dos genes
da familia HyPRP em soja, quatro experimentos foram delineados. Nestes experimentos, as
plantas de soja foram submetidas a condicdes de alta salinidade, presenca de ABA ou de
AS e submetidas a inoculacdo com o fungo causador da doenca ferrugem asiatica
(Phakopsora pachirizi). He e colaboradores, em 2002, avaliaram a expressdao do gene
SbPRP (agora denominado Glymal4gl14220) em diversas condigdes, tais como: seca;
estresse salino; estimulo por hormonios vegetais, como a presenca de acido salicilico, e
infeccdo viral. No entanto, naquele trabalho, o padrdo de expressdo génica foi examinado
pela hibridizacdo com a técnica de Northern-blot, a qual € menos sensivel do que analises
por gPCR. No presente trabalho, quatro genes que codificam proteinas pertencentes a
familia HyPRP foram escolhidos para serem analisados em folhas e raizes de plantas de
soja submetidas aos tratamentos ja citados através de gPCR, sdo eles: Glymal7g32100,
Glymal4g14220, Glyma06g07070 e Glyma04g6970. Tais genes sdo formadores do clado
monofilético (indicado na Figura 1.4) ao qual pertence o gene SbPRP, estudado por He e
colaboradores (2002). A expressdo do gene Glyma06g07070 ndo foi detectada. Isso
ocorreu em todos os experimentos de qPCR. Apesar de diversos oligonucleotideos terem

sido projetados para este gene, ele continuou ndo sendo detectado nos experimentos de
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gPCR realizados. No banco de dados Soybean Full-Length cDNA Database esté depositada
a sequéncia de cDNA relativa ao gene Glyma06g07070, sintetizada apartir da extracdo de
RNA total de folha, raiz e caule homogenizados, o que indica que ele é expresso, mesmo
ndo tendo sido possivel detecta-lo. Transcritos relativos aos demais genes foram detectados

com sucesso e os resultados serdo discutidos nos proximos itens.

1.4.4.1. Andlises da expressdo dos genes HyPRP em resposta ao fitorménio
ABA

Plantas jovens de soja foram submetidas ao tratamento com 150 uM de ABA e,
apos 6 h de estresse, amostras de tecido radicular e foliar foram coletadas e 0 RNA foi
extraido. Apesar de He e colaboradores, em 2002, ndo terem conseguido verificar resposta
do gene SbPRP a ABA, as analises por gPCR (Fig. 1.6) permitiram observar um aumento
significativo do nivel de expressdo nas folhas para os genes Glymal4g14220 (SbPRP),
Glymal7g32100 e Glyma04g06970. Apesar de o gene Glymal4g14220 ter sido 0 menos
expresso na situacdo controle, esse gene foi 0 que teve o maior nivel de inducéo, sendo esta
de aproximadamente 32 vezes em resposta ao ABA, em relacdo a situacdo controle. Ja os
genes Glyma04g06970 e Glymal7g32100, basalmente mais expressos na situagéo controle,
tiveram um aumento na expressdo apds o tratamento com o hormonio de quatro e sete
vezes, respectivamente. Para as amostras de raiz nenhum dos genes respondeu ao
tratamento, ndo sendo detectada a expressdo destes genes nem nos cDNAs obtidos a partir
das plantas controle.

A discrepancia entre os resultados obtidos no presente trabalho e os obtidos por
He e colaboradores (2002) poderia ser atribuida principalmente ao fato de que no trabalho
dos ultimos a expressdo dos genes foi analisada pela técnica de northern-blot, a qual é bem
menos sensivel na deteccdo de transcritos do que a qPCR.

O ABA é um hormonio vegetal classicamente envolvido com a resposta a estresse
abiotico, em especial a seca (Schroeder et al., 2001; Assmann, 2003; Yamaguchi e
Shinozaki, 2006). Além disso, Gimeno-Gilles e colaboradores, em 2009, mostraram que
esse hormoénio vegetal é capaz de inibir fortemente a germinacdo de embrides da
leguminosa M. truncatula, pela inibicdo de glicoproteinas envolvidas na arquitetura e
biossintese da parede celular, tais como expansinas-A e extensinas. Estas proteinas também

estdo localizadas na parede celular, assim como as HyPRP, sendo que as extensinas
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compartilham o dominio PRP com as HyPRPs.

Um total de 496 genes sobrepdem seus padrfes de expressdo frente a presenca de
ABA e a condicdo de seca. No entanto, muitos genes, especialmente aqueles que codificam
proteinas de parede celular, tais como Xxiloglicano-endo-transglicosilases e glicosil-
hidrolases-1, sdo induzidos por ABA, mas reprimidos por seca. Isso ocorre, provavelmente,
por que tais proteinas estdo envolvidas com a expansdo da parede celular, que é
interrompida com a perda de turgor na célula causada pela falta de &gua (Nemhauser et al.,
2006; Huang et al., 2008).

Sendo o gene SbPRP induzido por seca (He et al., 2002) e por ABA, como
mostrado no presente trabalho, possivelmente as HyPRPs estejam mais envolvidas com a
organizacdo e ndo diretamente com a expansdo da parede celular. Assim, em condi¢des de
seca, poderiam estar executando um papel organizador da parede celular e, talvez, protetor
celular. As glicoproteinas extensinas HRGP, que também possuem um dominio rico em
prolinas, estdo envolvidas na auto-organizagéo da parede celular, fazendo a liga¢do cruzada
entre os polimeros de pectina (Cannon et al., 2008). Em um mutante nulo de A. thaliana
para a HRGP ocorre a mal formacdo dos embrides (Hall, et al., 2002). Assim como as
HRGPs, as HyPRPs também poderiam estar envolvidas com a organizacdo da parede
celular, até mesmo perante o déficit hidrico.
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Analise dos niveis de transcritos dos genes HyPRP —
Glyma04g06970, Glymal14g14220 e Glymal7g32100 em folhas de
plantas de soja tratadas com ABA por 6 horas

¥ HCnt

I * 1 Aba
32,00 I

16,00
8,00
4,00

2,00

1,00

_— |

Glyma04g06970 Glymal4g14220 Glymal7g32100

Expresséo relativa & expresséo de cyp e metaloprofease

0,50

Figura 1.6: Determinacdo do nivel de expressdo dos genes Glymal4dgl4220 (SbPRP),
Glymal7g32100 e Glyma04g06970 de soja em resposta ao tratamento com ABA. O RNA
total das folhas foi utilizado para a sintese de cDNA e as anéalises foram realizadas usando
gPCR. As folhas foram coletadas ap6s 6 h de tratamento com 150 uM de ABA. O nivel de
expressao foi normalizado em relacdo ao nivel de expressdo dos genes cypl e
metaloprotease. A normalizacdo dos resultados foi feita em relacdo a média da expressao
relativa do gene Glymal4g14220 em plantas controle. Barras em azul representam plantas
controle ndo tratadas com ABA e barras em cinza representam plantas tratadas com ABA.
Asteriscos representam tratamentos com resposta estatisticamente significativa, segundo o
teste T de Student.

1.4.4.2. Andlises da expressao dos genes HyPRP em resposta a AS

No trabalho de He e colaboradores, em 2002, foi observado um aumento da
expressdo do gene SbPRP em folhas e caules de soja perante diversos tratamentos com
acido salicilico, tais como a imersdo de plantulas em diferentes concentracdes de acido
salicilico ou a imersdo somente das raizes de plantas jovens em &cido salicilico com
simultanea aspersdo das folhas.

No presente trabalho, plantas jovens de soja foram submetidas ao tratamento com

2 mM de AS por 48 h. Amostras de tecido radicular e foliar foram coletadas.néo foi
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verificada variacdo significativa na expressdo dos genes Glymaldgl14220 (SbPRP),
Glymal7g32100 e Glyma04g06970 em folhas de soja entre plantas tratadas e plantas
controle apds 48 h de tratamento (Fig. 1.7A).

A discrepancia dos resultados em relacdo a variacdo do padrdo de expressdo dos
genes Glymal4g14220 (SbPRP), Glymal7g32100 e Glyma04g06970 em tecido foliar apds
tratamento com AS entre os dois trabalhos (esse e o de He e colaboradores) pode ser
consequéncia dos diferentes protocolos empregados. No presente trabalho, a simples
aspersdo das folhas com solucao contendo AS pode néo ter proporcionado tempo suficiente
de interacdo do AS com as folhas para assim estimular a resposta dos genes. A favor dessa
hipotese existe o fato de que dois genes foram induzidos em raizes talvez devido ao fato de
gue as mesmas receberam tratamento muito mais prolongado por terem ficado imersas em
solucdo MS, a uma concentracdo de 2 mM de AS, adicionada aos copos plasticos onde as
plantas estavam. He e colaboradores (2002), por sua vez, ndo detectaram a presenca de
transcritos do gene SbPRP em raizes de soja. No presente trabalho foi possivel detectar,
nas raizes das plantas de soja, a presenca da expressao dos trés genes estudados (Fig. 1.7B),
sendo que os genes Glymaldgl422 e Glymal7g32100 foram induzidos de maneira
significativa, em relacdo as plantas controle. O fato de He e colaboradores (2002) terem,
novamente, utilizado a técnica northern-blot, pouco sensivel em comparacéo a técnica de
g-PCR, poderia justificar a ndo detecc¢éo de transcritos de SbPRP na raiz.

O gene Glymal4g14220 foi, novamente, 0 menos expresso na situacdo controle,
tanto para tecido radicular como foliar. Como visto anteriormente, para o tratamento com
ABA, o0 gene mais induzido foi o gene Glymal4g14220. J& para o tratamento com AS, o
gene mais induzido foi Glymal7g32100. O gene Glyma04g06970 foi 0 mais expresso nas
plantas controle, tanto em tecido foliar do experimento com ABA, como em tecido
radicular do experimento com AS. Devido a varicdo bioldgica, o gene Glyma04g06970 nao
se manteve como 0 mais expresso na situacdo controle para tecido foliar nas plantas usadas
como controle para o0 experimento com AS.

Dentre as respostas de defesa contra a invasdo de patégenos, o AS é um
importante sinalizador para a resposta mediada por genes R de resisténcia (ETI, do inglés
effector-triggered immunity) (Dempsey et al., 1999), cuja manifestacdo mais visivel € a
resposta hipersensitiva. Essa resposta atua pelo acimulo localizado de espécies reativas de

oxigénio, necrosando a area atacada pelo patdgeno e blogueando a sua invasdo. O aumento
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na presenca de espécies reativas de oxigénio pode ativar a formacéao de ligacOes cruzadas e
a lignificacdo da parede celular, dificultando a progressao do patégeno (Vlot et al., 2009).
El-Gendy e colaboradores (2001) verificaram que as proteinas GSRPs (do inglés, glycine-
and serine-rich proteins) sofrem réapida deposicdo na parede celular em resposta a
elicitores de Fusarium graminearum e sdo dependentes da presenca de perdxido de
hidrogénio (H,O,). Bradley e colaboradores (1992) também mostraram que PRPs sofrem
rapida insolubilizacdo e promovem a formacdo de ligacbes cruzadas mediadas por
oxidacdo por H,O, apos tratamento com elicitor fungico de células de soja. Para as
HyPRPs ndo ha descricdo da formacao de ligaces cruzadas em resposta a patdgenos, mas
a resposta ao AS, mostrada em raizes no presente trabalho e em folhas por He e
colaboradores em 2002, é um indicativo de que possam ser responsivas a estresses

bioticos.
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Analise dos niveis de transcritos dos genes HyPRP — Glyma04g06970,
Glyma14g14220e Glyma17g32100 em folhas de planta de soja tratada
com acido salicilico 2 mM por 48 horas
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Andlise dos niveis de transcritos dos genes HyPRP — Glyma04g06970,
Glyma14g14220 e Glymal7g32100 em raizes de plantas de soja tratadas com

acido salicilico 2 mM por 48 horas
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Figura 1.7: Determinagdo do nivel de expressdo dos genes Glymal4gl4220 (SbPRP),
Glymal7g32100 e Glyma04g06970 em (A) folhas e (B) raizes de soja em resposta ao tratamento
com AS. O RNA total das folhas e raizes de soja foram utilizados para a sintese de cDNA e as
andlises foram realizadas usando gPCR. As folhas e raizes foram coletadas apds 48 h de tratamento
com 2 mM de &cido salicilico. O nivel de expressdo foi normalizado em relacdo ao nivel de
expressdo dos genes cyp e elfll. A normalizacdo dos resultados foi feita em relacdo a média da
expressao relativa do gene Glymal4g14220 em plantas controle. A expressdo dos genes controle
em folhas é trés vezes maior do que em raizes. Barras verdes representam plantas controle nao
tratadas e barras em rosa representam plantas tratadas com acido salicilico. Asteriscos representam

tratamentos com resposta estatisticamente significativa segundo o teste T de Student.
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1.4.4.3 Anélises da expressdo dos genes HyPRP em resposta ao cloreto de sddio

He e colaboradores, em 2002, mostraram que o gene SbPRP é reprimido apos
tratamento com 150 mM de NaCl. Essa concentracdo, no entanto, € muito toxica para a
planta. No presente trabalho, resultados semelhantes aos de He e colaboradores foram
obtidos para a expressdo dos genes Glymal4g14220 e Glymal7g32100 em folhas de soja,
que também foram reprimidos em relagdo aos padrfes de expressdo nas plantas controle
(Fig. 1.8). Para o gene Glyma04g06970, ndo houve repressao significativa nas folhas de
plantas tratadas em relagéo as plantas controle.

Assim como nos tratamentos com ABA (folha) e AS (raiz), o gene
Glyma04g06970 manteve-se como o de maior expressdo basal em folhas de plantas
utilizadas como controle no experimento com NaCl. O gene Glymal4g14220 apresentou,
novamente, a menor expressao basal nas plantas controle. No entanto, nas plantas tratadas,
sua expressdo comportou-se de maneira antagbnica ao experimento com ABA, onde, ao
invés de ter sido induzido, foi reprimido em torno de 16 vezes em relagdo ao controle. O
tratamento com uma concentracdo menos toxica de NaCl (75 mM), capaz de induzir a
expressao de SbPRP (He et al., 2002), apresentou muita variacdo entre os controles,
impossibilitando qualquer inferéncia (resultado ndo mostrado).

Nenhum transcrito relativo aos genes Glyma04g06970, Glymal4gl4220 e
Glymal7g32100 pode ser detectado em tecidos radiculares tanto de plantas tratadas com
150 mM de NaCl como de plantas controle (resultado ndo mostrado). He e colaboradores
(2002), também ndo conseguiram detectar a presenca de transcritos de SbPRP em tecidos
radiculares tratados com 2% de NaCl como em tecidos néo tratados.

Apesar de a expansao celular cessar quando ndo h4 um turgor minimo necessario,
varios genes envolvidos na organizacdo e biogénese da parede celular sdo induzidos
durante a seca. Provavelmente, esses genes executam, neste momento, um papel
reorganizador da parede celular. Molina e colaboradores (2008), por meio de experimento
de sage-display, mostraram que alguns genes de parede celular, como 0s de uma extensina
e de uma putativa PRP, sdo induzidos em raizes de grdo de bico (Cicer arietinum) durante
o déficit hidrico. No entanto, no mesmo trabalho, outros genes de parede celular foram
reprimidos, tais com o do codificador de uma HRGPs e de uma pectina metil-esterase.

Ainda que estudos mais aprofundados devam ser realizados para uma melhor

compreensdo do papel das HyPRPs, os resultados da analise do padrdo de expressdo dos
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trés membros HyPRP em soja, permitiram confirmar que séo responsivos ao déficit hidrico
provocado pelo excesso de sal.

Analise dos niveis de transcritos dos genes HyPRP —
Glyma04g06970, Glyma14g14220 e Glyma17g32100 em plantas de
soja tratadas com NaCl 150 mM por 6 horas
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Figura 1.8: Determinagdo do nivel de expressdo dos genes Glymal4gl4220 (SbPRP),
Glymal7g32100 e Glyma04g06970 em folhas de soja em resposta ao tratamento com 150
mM de NaCl por 6 h. O RNA total das folhas de soja foi utilizado para a sintese de cDNA
e as analises foram realizadas usando qPCR. As folhas foram coletadas apds 6 h de
tratamento com 150 mM de NaCl. O nivel de expressdo foi normalizado em relacdo ao
nivel de expressdo dos genes metaloprotease e fbox. A normalizacdo dos resultados foi
feita em relacdo a média da expressdo relativa do gene Glymal4gl4220 em plantas
controle. Barras em cinza escuro representam plantas controle ndo tratadas com NaCl e
barras em cinza claro representam plantas tratadas com NaCl. Asteriscos representam

tratamentos com resposta estatisticamente significativa segundo o teste T de Student.

1.4.4.4. Experimento com o fungo causador da doenca Ferrugem Asiatica

Uma cinética de indugdo bimodal dos genes Glyma04g06970, Glymal4g14220 e
Glymal7g32100 pode ser observada por gPCR no genétipo Embrapa-48 (gendtipo
suscetivel a ferrugem asiatica) (Figs. 1.9, 1.10 e 1.11, respectivamente).

Uma hora ap6s o indculo dos uredinidsporos de P. pachirizi, estagio que
corresponde a formacdo do tubo de germinacdo, observou-se que para 0 genotipo
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suscetivel a expressao dos trés genes (Figs. 1.9A, 1.10A e 1.11A) mostrou-se reprimida nas
plantas inoculadas em relacdo as plantas controle ndo inoculadas. J& para 0 acesso
resistente ocorreu 0 contrario para a expressao dos genes Glymaldgl4220 e
Glymal7g32100, que foi aumentada nas plantas inoculadas, em relacdo as plantas controle
(Figs. 1.10B e 1.11B, respectivamente). Os genes Glymal7g32100 e Glymal4g14220
responderam de forma semelhante. Visto que ha uma maior proximidade filogenética entre
os dois em comparacdo com o gene Glyma04g6970, e que tém um padrdo concordante de
expressao génica, pode-se inferir isso se deva a uma duplicacdo génica recente. Esse gene
foi o Unico que apresentou uma repressao da expressdo na planta inoculada, em relacdo a
planta ndo inoculada, no acesso resistente (Fig. 1.9B).

Doze horas apds o indculo, quando a hifa de penetracdo ja atravessou a epiderme
celular, a expressdo dos trés genes no gendtipo suscetivel (Figs. 1.9A, 1.10A e 1.11A)
apresentam uma tendéncia em alterar seus padrdes de expressao, passando de uma situagao
de repressdo para um inicio de inducdo, ainda que para os genes Glyma04g6970 e
Glymal4g14220 a diferenca nos niveis de expressao ndo sejam significativas em relacdo as
plantas controle (Figs. 1.9A e 1.10A). J& no acesso resistente ocorreu um aumento de cerca
de 32 e 124 vezes na expressdo dos genes Glyma04g6970 e Glymal7g32100,
respectivamente (Fig. 1.9B e 1.11B), nas plantas inoculadas com o fungo, em relacéo as
plantas ndo inoculadas. Para o gene Glymal4g14220 também houve um aumento
significativo de aproximadamente sete vezes (Fig. 1.10B).

Vinte e quatro horas apds a inoculacdo com o fungo, a expressao dos trés genes na
planta de gendtipo suscetivel, que vinha aumentando discretamente, aumentou de forma
significativa: cerca de 64 vezes para 0s genes Glyma04g6970 (Fig. 1.9A) e
Glymal7g32100 (Fig. 1.11A) e cerca de 1.024 vezes para o gene Glymal4g14220 (Fig.
I.10A). Nessa etapa, a hifa priméaria do fungo ja formou um haustorio entre as paredes
celulares e membranas plasmaticas das células do mesofilo esponjoso, nutrindo-se da
planta e secretando proteinas efetoras (Hahn et al., 1997; Staples, 2000, 2001; Voegele e
Mendgen, 2003). A resposta intensa, porém tardia, da expressdo dos genes que codificam
as trés proteinas HyPRPs poderia ser uma das causas da suscetibilidade do gendtipo
Embrapa-48 ao ataque do fungo P. pachirizi. A planta poderia apresentar uma tentativa
atrasada de bloguear, pela modificagdo de sua parede celular, a invasdo do patégeno. Para o

acesso resistente, 0s genes apresentaram um aumento de expressao 12 h antes, estando com
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sua expressdo bastante reduzida ou até mesmo reprimida (Figs. 1.9B, 1.10B e 1.11B) apds
24 h da inoculacdo com urediniésporos. Essa antecipacdo, por sua vez, poderia ser um dos
componentes que contribui para o fenotipo resistente.

Quarenta e oito h apds a aplicacdo do indculo, a expressdao dos genes
Glymal4g14220 e Glymal7g32100 (Figs. 1.10B e 1.11B) voltou a aumentar nas plantas
resistentes inoculadas com urediniosporos. A semelhanca filogenética entre os genes
Glymal7g32100 e Glymal4g14220 (Fig. 1.4) é, mais uma vez, reforcada funcionalmente
com esses resultados. O gene Glyma04g06970, ao contrario, teve sua expressao diminuida
(Fig. 1.9B) em relacdo as plantas controle no acesso resistente. No gendtipo suscetivel o
gene Glyma04g06970, que vinha sendo altamente expresso, teve a sua expressao reduzida
para niveis proximos a zero (Fig. 1.9A), igualando-se aos niveis apresentados pelas plantas
controle. Comportamento semelhante a este foi apresentado pelo gene Glymal4g14220,
que teve, inclusive, sua expressao significativamente reprimida em relacdo a das plantas
controle (Fig. 1.10A). Ja o gene Glymal7g32100 (Fig. 1.11A) teve sua expressao altamente
reprimida na planta tratada em relacdo as plantas controle.

Noventa e seis h ap6s o inéculo dos uredinidsporos, os trés genes voltaram a
apresentar um alto nivel de expressdo (aproximadamente oito vezes) para 0 acesso
resistente (Figs. 1.9B 1.10B e 1.11B). Nessa etapa da progressdo do patégeno ocorre a
invasdo do espaco intercelular através de hifas secundérias e haustorios adicionais. No
gendtipo suscetivel a expressdo dos genes Glyma04g06970, Glymal4gl4220 e
Glymal7g32100 continuou com niveis muito baixos em relacdo as plantas controle (Figs.
I.9A, .10A e I.11A).

Cento e noventa e duas h apds o inéculo ja estdo sendo formados novos
uredinidsporos, que serdo liberados a partir do 9° dia pela ruptura da epiderme. O acesso
resistente mantém os niveis aumentados de expressdo dos trés genes (Figs. 1.9B 1.10B e
1.11B) nas plantas inoculadas em relacdo as plantas controle. O gendtipo suscetivel voltou
a apresentar, nesse periodo, um segundo momento de aumento significativo na expresséo
dos trés genes nas plantas inoculadas (Figs. 1.9A, L10A e 1.11A). Os genes
Glyma04g06970 e Glymal7g32100 tiveram aumento de aproximadamente 100 vezes na
sua expressao (Figs. 1.9A e 1.11A) e o gene Glymal4g14220 chegou a aumentar em cerca
de 16.000 sua expressao (Fig. 1.10A).

Vaérios trabalhos mostram o envolvimento da parede celular em resposta a ataques
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de patdgenos. Soria-Guerra e colaboradores (2009), por meio da analise de transcritos em
genotipo suscetivel e resistente de Glycine tomentella durante a infec¢do por P. pachirizi,
verificaram um aumento na expressao de genes de parede celular, tais como os da familia
das HRGPs. Khan e colaboradores, em 2004, com experimento de microarranjo,
detectaram a expressdo aumentada de varios genes de parede celular, entre eles PRPs e
HRGPs, em resposta a invasdo de nematoides em raizes de soja. O presente trabalho é o
primeiro a descrever a cinética de resposta de genes HyPRP de soja ap0s inoculagcdo com o
patdgeno P. pachirizi.

Aparentemente o fator mais importante ndo é a intensidade de respota dos genes
(alta nas plantas suscetiveis) mas sim a sua antecipacdo como ocorre nas plantas
resistentes. O gene Glymal7g32100 talvez seja 0 mais interessante para ser utilizado em
estratégias de melhoramento vegetal, uma vez que apresenta os maiores niveis de inducéo
em plantas resistentes, podendo isso se indicativo da sua imprescindibilidade na resposta a
ao ataque fangico.
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Analise dos niveis de transcritos do gene HyPRP - Glyma04g06970 Analise dos niveis de transcritos do gene HyPRP - Glyma04g06970
em folhas do genotipo suscetivel de soja (Embrapa - 48) inoculada em folhas do gendtipo resistente de soja (Pl - 561356) inoculada com
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Figura 1.9: Graficos, em escala logaritmica, mostrando os resultados dos experimentos de
gPCR para o gene Glyma04g06970 em diferentes intervalos de tempo apds a inoculagéo
com uredinidsporos causadores da ferrugem asiatica em soja. A esquerda (A) estdo o0s
resultados referentes as respostas no genoétipo suscetivel (Embrapa-48) e a direita (B)
referentes as respostas no acesso resistente (PI). Em cada grafico, as barras de cor rosa sao
relativas as plantas controle ndo inoculadas e as barras de cor vermelha sdo relativas as
plantas inoculadas com os uredinidsporos de Phakopsora pachirizi. O nivel de expressao
foi normalizado em relacdo ao nivel de expressao dos genes fbox e metaloprotease. Desvio
padrdo indicado no topo das barras. Os experimentos de qPCR foram realizados no
aparelho StepOnePlus™ -Applied Biosystems. Asteriscos representam tratamentos com

resposta estatisticamente significativa segundo o teste T de Student.
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Figura 1.10: Graficos, em escala logaritmica, mostrando os resultados dos experimentos
de gPCR para o0 gene Glymal4g14220 em diferentes intervalos de tempo apés a inoculagao
com uredinidsporos causadores da ferrugem asiatica em soja. A esquerda (A) estdo o0s
resultados referentes as respostas no genoétipo suscetivel (Embrapa-48) e a direita (B)
referentes as respostas no acesso resistente (PI1). Em cada grafico, as barras de cor rosa sao
relativas as plantas controle ndo inoculadas e as barras de cor vermelha sdo relativas as
plantas inoculadas com os uredinidsporos de Phakopsora pachirizi. O nivel de expressao
foi normalizado em relacdo ao nivel de expressao dos genes fbox e metaloprotease. Desvio
padrdo indicado no topo das barras. Os experimentos de qPCR foram realizados no
aparelho StepOnePlus™ -Applied Biosystems. Asteriscos representam tratamentos com
resposta estatisticamente significativa segundo o teste T de Student.
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Andlise dos niveis de transcritos do gene HyPRP - Glyma17g32100 em folhas do Andlise dos niveis de transcritos do gene HyPRP- Glyma17g32100
gendtipo suscetivel de soja (Embrapa - 48) inoculada com uredinidsporos de em folhas do gendtipo resistente de soja (Pl - 561356) inoculada com
Phakopsora pachyrhizi - urediniosporos de Phakopsora pachyrhizi
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Figura 1.11: Graficos, em escala logaritmica, mostrando os resultados dos experimentos de
gPCR para o gene Glymal7g32100 em diferentes intervalos de tempo apds a inoculagéo
com uredinidsporos causadores da ferrugem asiatica em soja. A esquerda (A) estdo os
resultados referentes as respostas no genoétipo suscetivel (Embrapa-48) e a direita (B)
referentes as respostas no acesso resistente (PI1). Em cada grafico, as barras de cor rosa sao
relativas as plantas controle ndo inoculadas e as barras de cor vermelha séo relativas as
plantas inoculadas com os uredinidsporos de Phakopsora pachirizi. O nivel de expressao
foi normalizado em relacdo ao nivel de expressao dos genes fbox e metaloprotease. Desvio
padrdo indicado no topo das barras. Os experimentos de qPCR foram realizados no
aparelho StepOnePlus™ -Applied Biosystems. Asteriscos representam tratamentos com

resposta estatisticamente significativa segundo o teste T de Student.
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CAPITULO Il

11.1. Introducéo

Conforme exposto no Capitulo I, com base na sequéncia do gene SbPRP
(Glymal4g14220), que codifica uma proteina pertencente a familia das HyPRP (Proteinas
Hibridas Ricas em Prolina), foi possivel identificar, no banco de dados Phytozome, outros
trés genes filogeneticamente muito proximos ao gene SbPRP.

He e colaboradores (2002) mostraram que o gene SbPRP esta relacionado a
resposta da planta de soja ao estresse hidrico. Naquele estudo foi verificado um aumento
no perfil de expressdo do gene SbPRP em folhas e epicoétilos de soja, quando a planta foi
submetida a falta de agua e ao estresse salino. Conforme mencionado na Introducao Geral,
0 gene SbPRP de soja apresenta uma sequéncia de 381 pares de bases e a proteina SbPRP
tem 126 aminoacidos. Esse gene, curiosamente, ndo possui sequéncias intrdnicas
interrompendo a sequéncia codificante. A proteina SbPRP de soja é composta por trés
dominios conservados: um dominio rico em prolinas (17 aminoacidos - PRD), um longo
dominio hidrofdbico, rico em residuos de cisteina (84 aminoacidos - 8CM) e um peptideo
sinal (25 aminodcidos - SP) na sua porcdo N-terminal. Essa proteina responde, também, a
tratamentos com é&cido salicilico e inoculagdo com o virus-do-mosaico-da-soja, podendo,
assim, ser considerada uma proteina de defesa da planta. Entretanto, a totalidade das
funcdes fisiologicas da proteina SbPRP permanece desconhecida (He et al., 2002).

A parede celular vegetal possui caracteristicas Unicas de organela, estrutura e acdo
enzimatica (Lamport, 1965), responde aos estimulos intracelulares, como o de crescimento,
e auxilia a célula a responder a estimulos externos, como, por exemplo, o ataque de
patdgenos (Hahn et al., 1981). Para a execuc¢do de seu papel, que vai além do estrutural, a
parede celular vegetal associa-se a proteinas, incluindo glicoproteinas com funcéao
estrutural e/ou enzimatica. Entre as glicoproteinas encontradas na matriz extracelular,
encontram-se basicamente dois grupos: (a) as proteinas arabinogalactanas, que sao sollveis
e (b) as extensinas, que sdo insollveis. Outros grupos menos estudados e com fungédo
menos conhecida, também presentes na matriz extracelular, sdo as Proteina Ricas em
Prolina (PRPs) e as Proteinas Hibridas Ricas em Prolinas (HyPRPs).

As HyPRPs, consideradas uma subdivisdo das PRPs, sdo glicoproteinas

bimodulares que apresentam um sacarideo conjugado a um de seus aminoacidos, um
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peptideo-sinal direcionador para parede celular (SP), um dominio intermediario rico em
residuos de prolina (PRD), cuja repeticdo mais comum é PPVYK, e um motivo carboxi-
terminal com oito residuos de cisteina conservados (8CM) (Fig. 1.1). O dominio 8CM esta
ausente nas PRPs (José-Estanyol et al., 2000). Devido ao fato da proteina SbPRP estudada
por He e colaboradores (2002), bem como os demais membros da familia investigados no
presente trabalho (Capitulo 1) conterem o dominio 8CM, as mesmas devem ser

classificadas como pertencentes a subdivisdo das HyPRPs.

11.2. Objetivos

A fim de contribuir para o entendimento do papel das HyPRPs, embries somaticos
de soja foram submetidos a protocolos de transformacgdo genética utilizando construgdes
destinadas a superexpressdo e ao silenciamento do gene SbPR, pertencente a esta familia.

11.3. Material e Métodos

11.3.1. Material vegetal

Para a realizacdo do trabalho foram utilizadas duas -cultivares de soja
recomendadas para plantio no Brasil, IAS5 e BRSMG 68 Vencedora, devido a
suscetibilidade a infeccdo por A. tumefaciens e a capacidade de resposta aos estimulos da
cultura in vitro (Droste et al., 1994; Droste et al., 2001; Silva A., 2005). As sementes foram

obtidas da Embrapa Soja (Londrina, Parana).

11.3.2. Extracdo de DNA de plantas de soja

O DNA gendmico das plantas de soja foi extraido pelo método CTAB (Doyle e
Doyle, 1987), com modifica¢bes. Tecido foliar foi pulverizado em nitrogénio liquido e
solubilizado em 800 pL de tampdo CTAB (2% CTAB, 1,4 M NaCl, 20 mM EDTA, 100
mM Tris-HCI, pH 8.0), 0,1 mg mL™ de Proteinase K e 16 pL de B-mercaptoetanol (2%).
Apos a pulverizagdo, os tubos foram agitados durante 15 min e, entdo, incubados por 45
min a 65°C. Apds esse periodo, os tubos foram retirados do banho e deixados resfriar a
temperatura ambiente. Em seguida, foram adicionados 800 pL de uma mistura de
fenol/cloroférmio (v/v) em cada preparacdo, seguido de agitacdo manual por 15 min e
centrifugacdo a 6000 rotagdes por minuto (rpm) por 15 min. A fase aquosa foi transferida

64



para um tubo de microcentrifuga de 1,5 mL e a ela foram adicionados %2 volume de acetato
de aménia 7,5 M e um volume de isopropanol gelado; esta mistura permaneceu a -20°C
por 24 horas. Apés esse periodo, o material foi centrifugado por 10 min a 12000 rpm, o
sobrenadante foi descartado, o precipitado foi lavado com etanol 70% e deixado secar a
temperatura ambiente. O DNA extraido foi suspenso em 100 pL de TE (10 mM Tris-HCI, 1
mM EDTA, pH 8.0) com 2 uL de RNase A (10 mg mL™). A mistura foi incubada durante
30 min a temperatura ambiente.

As preparacdes de DNA coradas com brometo de etidio foram analisadas por
eletroforese em gel de agarose 0,8% em tampédo TBE 1X (89 mM Tris-OH, 2 mM EDTA,
89 mM H3BOs, pH 8.2) sob corrente elétrica continua de 100 mA. As bandas foram
visualizadas em transiluminador de luz UV e as amostras comparadas. Conforme a
concentracdo verificada de DNA no aparelho Qubit™ da Invitrogen, foi estipulada a
aliquota de DNA que seria utilizada por amostra para posterior utilizacdo na reacdo em
cadeia da DNA polimerase (PCR).

11.3.3. Projecéao de Oligonucleotideos

Oligonucleotideos especificos para o gene SbPRP foram projetados com base na
sequéncia desse gene, depositada no GenBank. O oligonucleotideo direto anela na por¢édo
5' da regido codificante do gene, contendo o ATG correspondente ao cdédon de iniciacdo da
traducdo. O oligonucleotideo reverso anela na porcdo 3' do gene, incluindo a trinca de
nucleotideos correspondentes ao cdédon de terminacdo. Na extremidade 5' do
oligonucleotideo direto foi adicionada a sequéncia CACC, que permite a clonagem do
produto de PCR no vetor de entrada pENTR/D-TOPO®. Esse vetor possui no sitio de
clonagem um fragmento de DNA de fita simples que é complementar a sequéncia CACC.

As sequéncias desses oligonucleotideos estdo descritas no item abaixo.

11.3.4. Reacdo em Cadeia da DNA Polimerase

DNA extraido das plantas de soja foi usado como molde em reacGes em um
volume final de 25 pL. Cada reacdo continha 100 uM de dNTPs, 1 U de Tag DNA
polimerase, tampdo de reagdo 1X contendo 2,5 mM de MgCl,, 100 nM de cada
oligonucleotideo e 100 ng de DNA. Como controle positivo das reacdes de amplificacdo

foram utilizados os plasmideos pGEM®T-Easy-SbPRP para o gene SbPRP e
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pH7WG2d.1,0 para 0 gene hpt, nas concentracdes finais de 2 ng puL™. Os seguintes
oligonucleotideos (sentido 5’ — 3%) foram utilizados: hpt-for
GCGATTGCTGATCCCCATGTGTAT e hpt-rev. GGTTTCCACTATCGGCGAGTACTT,
para 0 gene hpt; SbPRPfor CACCATGGCTTCCAACAAGGTTATTG e SbPRPrev
CTATGCACATTGGAAGCCAGCAGGAACAGTT, para o gene SbPRP; e intron-for
TCAAGCTGACCTGCAAACAC e intron-rev TGCCTCTTCTTACGGCTTTC, para um
intron de um gene de Arabidopsis thaliana, presente no vetor pH7GWIWG2(1l). Estes
oligonucleotideos amplificam fragmentos de 622, 381 e 646 pares de bases dos genes hpt,
SbPRP e do intron, respectivamente.

As condicdes de amplificagcdo foram: 5 min de desnaturacéo a 94°C; 30 ciclos de
45 s de desnaturacdo, a 94°C, 45 s de anelamento, a 55°C e 45 s e 60 °C de extensdo, a
72°C; 5 min de extensdo final a 72°C. Apo6s a amplificacdo as amostras foram submetidas a

eletroforese a 100 mA em gel de agarose 1%, corado com brometo de etidio.

11.3.5. DNA - polimerases

De acordo com as necessidades de cada reacdo de amplificacdo, as seguintes
DNA-polimerases foram empregadas:

-Platinum® Taq DNA Polymerase ou Platinum® Pfx DNA Polymerase

-Tag DNA Polymerase (nativa e recombinante) -Invitrogen: anéalise de clones.

11.3.6. Sistema Gateway

O sistema Gateway, desenvolvido pela Invitrogen, baseia-se no mecanismo
empregado pelo bacteriéfago Lambda (1) para integrar-se em genomas hospedeiros. O
vetor de entrada pENTR/D-TOPO® pode ser recombinado com qualquer vetor compativel
gue possua sitios att de recombinagdo. Em um mesmo tubo de microcentrifuga, adiciona-se
0 vetor pENTR, contendo a sequéncia de interesse clonada, juntamente com o vetor de
destino, onde se quer ter o gene inserido [Ex. vetores pH7WG2d.1,0 para a superexpressao
e pH7GWIWG2(II) para o silenciamento]. No mesmo tubo adiciona-se, ainda, a mistura
enzimatica chamada de Clonase, que é composta de integrase, excisionase e fator auxiliar
de integracdo (IHF). Apés uma hora de recombinacdo, a reacdo esta pronta para ser
transformada na linhagem TOP10 de Escherichia coli. Ha a necessidade de utilizar a

linhagem TOP10, pois a mesma ndo possui o epissomo F’, no qual estd contido o gene
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ccdA, antitoxina de ccdB.

11.3.7. Vetores

Vetor pGEM®T-Easy: foi utilizado para clonagem do produto de amplificagdo por
PCR usando os oligonucleotideos especificos para o gene SbPRP. O vetor possui 3.015 pb,
gene de resisténcia para o antibiotico ampicilina e sitio de clonagem interrompendo o gene
codificador da B-galactosidase. Na presenca de X-Gal (indutor) é possivel selecionar
clones que incorporaram o fragmento através da selecdo de coldnias brancas em placas
contendo meio LB, ampicilina e X-Gal. Clones positivos foram sequenciados para a
confirmacéo da clonagem do fragmento contendo todo o gene SbPRP de soja.

Vetor pENTR/D-TOPO®: Possui 2.580 pb, gene de resisténcia a canamicina e
sitios att de recombinacdo sitio especifica do bacteriofago L. O vetor pENTR possui duas
topoisomerases ligadas covalentemente nas extremidades que sofrerdo ataque nucleofilico
para subclonar fragmentos de PCR. Para inser¢do em orientagdo correta do fragmento ha a
necessidade da adicdo da sequéncia CACC na extremidade 5' do oligonucleotideo direto,
pois 0 vetor possui no sitio aceptor a sequéncia GTGG. Este vetor permite, através de
recombinacéo, a integracdo do fragmento subclonado em qualquer outro vetor destino, que
possua os sitios att de recombinacao sitio especifica do bacteriéfago A.

Vetor de superexpressdo - pH7WG2D.1,0 (Fig 11.1A): Vetor binério, com 13.181
pb, resisténcia aos antibioticos estreptomicina e espectinomicina, sitios de recombinacéo
pelo sistema do bacteriéfago /4, gene toxico ccdB na posicdo onde ocorre a integracdo de
genes exdgenos. O gene ccdB codifica a toxina inibitéria da topoisomerase 1l da E. coli.
Assim, plasmideos ndo recombinantes matam a célula transformada. A sequéncia
nucleotidica clonada no vetor fica sob controle do promotor e terminador 35S do virus do
mosaico da couve-flor.

Vetor de silenciamento por hRNAI - pH7GWIWG2(II) (Fig 11.1B): Vetor binario,
com 13.291 pb, resisténcia aos antibidticos estreptomicina e espectinomicina, sitios de
recombinacdo pelo sistema do bacteriofago 4, gene toxico ccdB nas posi¢ches onde
ocorrerdo as integracdes do gene exogeno. As duas sequéncias nucleotidicas subclonadas
no vetor ficam sob controle do promotor e terminador 35S do virus do mosaico da couve-
flor. Entre as sequéncias subclonadas, encontra-se um intron, que serviu de al¢a do grampo

de silenciamento. No interior desse intron, proveniente de A. thaliana, encontra-se o gene
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procariético CmR, que confere resisténcia ao antibiotico cloranfenicol. Adicionando
cloranfenicol no meio de cultura, multiplicam-se somente as bactérias que receberam um

vetor intacto em relacdo a presenca do intron (Karimi et al., 2002).

SO N - gean
p*7WG2D

B o |=—(R1 R > R R1) == B
p*7GWIWG2(1l)

Bordas TDNA [ | Promotornos ] arR2 [J]  Terminador 355 ] fowon [T
Gene Marcador l:l Promotor 358 I:I ccdB . Egfp l:‘
Terminador #os l:l artR1 D CmR l:l Promotor ro/'D .

TRENDS in Plant Science

Figura 11.1: Mapa dos vetores binarios de destino, em (A) superexpressao e em (B)
silenciamento. Ambos compativeis com o sistema de clonagem por recombinacéo,

Gateway. Figura adaptada de Karimi et al. (2002).

11.3.8. Gendtipo das linhagens de E. coli que foram utilizadas

E. coli XL1-Blue, para transformacdo e multiplicacdo plasmidial:

endAl gyrA96(nalR) thi-1 recAl relAl lac gInV44 F'[::Tn10 proAB+ laclq
A(lacZ)M15] hsdR17(rK- mK+).

E. coli Top10: para as etapas de selecdo dos clones recombinantes:

F- mcrdA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 nupG recAl araD139
A(ara-leu)7697 galE15 galK16 rpsL(StrR) endA1 A-.

11.3.9. Transformacéo de E. coli por eletroporacéo

As bactérias competentes para eletroporacdo foram preparadas seguindo o
protocolo descrito a seguir. Uma pré-cultura foi preparada inoculando a bactéria em 50 mL
de meio de cultura Luria-Broth (LB) liquido e mantendo a mesma sob agitacdo constante
de 225 rpm, a 37°C por 16 h. Em seguida, 10 mL da pré-cultura foram diluidos em 1 L de
LB liquido. Esta cultura foi mantida sob agitacdo nas mesmas condic¢des anteriores até a
mesma atingir densidade Otica de 0,5-0,8 em absorbancia de 600 nm. A cultura foi

resfriada no gelo por 30 min e, a seguir, centrifugada a 4.000 rpm por 15 min, a 4°C. Apds
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o descarte do sobrenadante, o precipitado contendo as células concentradas foi suspenso
em 1 L de 4gua destilada a 4°C. A centrifugacdo foi repetida e as células foram lavadas
com 500 mL de agua destilada. A mistura foi centrifugada novamente a 4.000 rpm por 15
min, a 4°C e o sobrenadante descartado. O precipitado foi, entdo, suspendido em 3 mL de
glicerol 10 % a 4°C, dividido em aliquotas de 80 uL, congeladas em nitrogénio liquido e
estocadas em freezer a -80 °C. Durante toda a manipulagdo, as amostras foram conservadas
no gelo.

Para a transformacdo de E. coli por eletroporacdo, um volume entre 1 e 1,5 uL do
produto da reacdo de recombinagdo ou DNA plasmidial foi misturado com 40 pL de
bactéria competente. A mistura foi submetida a uma voltagem de 2,5 V. Ap6s a
eletroporacédo, 250 pL de LB liquido foi acrescentado a cubeta de eletroporacdo. O material
foi, entdo, transferido para um tubo de microcentrifuga de 1,5 mL e mantido a 37°C por 1
h. Volumes de 40 e 200 pL da suspensdo de bactérias foram inoculados em 2 placas com
meio LB sélido contendo ampicilina (200 pg mL™) para selecdo das bactérias
transformadas com vetor pGEM®-T Easy, canamicina (25ug mL™) para selecdo de
bactérias transformadas com o vetor pENTR e espectiomicina (50pg mL™) para selecdo de
bactérias transformadas com os vetores de destino pH7WG2D.1,0 e pH7GWIWG2(1I). As
placas foram incubadas em estufa a 37°C por 17 h. As colonias de bactérias que se
multiplicaram no meio contendo o antibi6tico de selecdo foram selecionadas para extracao
de plasmideos. A transformacao das colénias de bactérias selecionadas foi confirmada por

PCR utilizando oligonucleotideos especificos para o gene SbPRP e hpt.

11.3.10 Minipreparacéo de plasmideo (Miniprep)

Colénias isoladas de bactérias E. coli contendo os vetores de clonagem, entrada e
0s binarios descritos acima foram selecionadas e inoculadas em 4 mL de meio de cultura
LB liquido contendo: ampicilina (200 pg mL™) para selecdo das bactérias transformadas
com vetor pGEM®-T Easy, canamicina (25 pug mL™) para o vetor pENTR e espectiomicina
(50 pg mL™) para os vetores de superexpressdo e silenciamento. A extracio de plasmideos
(ou miniprep) foi realizada de acordo com Sambrook e colaboradores (1989). Células de
1,5 mL da suspensdo de bactérias foram coletadas por centrifugagdo em 13.000 rpm por 1
min. Apos o descarte do sobrenadante, o precipitado contendo as células foi suspendido
com 200 pL de solucdo I (Tris-HCI a 25 mM, pH 8,0; EDTA a 10 mM; glicose a 25 mM).
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Em seguida 200 pL de solucdo Il contendo NaOH a 0,2 M e SDS a 1 % foi misturada
lentamente por inversdo a mistura anterior. Finalizando esta etapa de lise, 200 pL de
solucéo Il contendo (CH3COONa a 5 M, pH 5,2) foi adicionada e também homogeneizada
por inversdo. Apos centrifugacdo por 5 min a 13.000 rpm, 600 pL do sobrenadante foi
transferido para um tubo novo. Os plasmideos foram, entdo, precipitados utilizando 600 pL
de isopropanol e centrifugacéo por 20 min em 13.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e
0 precipitado lavado com 350 pL de etanol 70 %. A mistura foi centrifugada novamente
por 5 min a 13.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi seco em estufa a

37°C. Os plasmideos extraidos foram suspendidos em 50 pL de agua Milli-Q autoclavada.

11.3.11. Plasmideos, linhagem de Agrobacterium e condicdes de cultura das
bactérias

Os vetores de transformagao selecionados para este trabalho - pH7WG2d.1,0 para
superexpressdo e pH7GWIWG2(II) para o silenciamento, foram introduzidos por choque
térmico em indculos independentes da linhagem LBA4404 de A. tumefaciens.

Quarenta e oito horas antes da transformacéo, uma col6nia isolada de cada indculo
de A. tumefaciens foi cultivada, independentemente, em meio LB liquido, contendo
espectinomicina 50 mg L™, rifampicina 50 mg L™ e acetosiringona 100 uM, sob agitacao
continua, a temperatura de 28°C. Apods este periodo, as células bacterianas foram
centrifugadas e suspensas em meio D10 liquido (D40 com 10 mg L™ de 2,4-D, pH 6,4)
para DOggonm de 0,3.

11.3.12. Coleta dos legumes e inducdo de embriogénese somatica

Legumes, colhidos 20 a 30 dias ap6s a floracdo, foram desinfetados com &lcool
70%, por um minuto, e hipoclorito de sédio 3% com algumas gotas de Tween 20, por 20
minutos. Logo apds, eles foram enxaguados quatro vezes com agua destilada autoclavada
para a remogéo dos residuos quimicos. O eixo embrionario de sementes imaturas com 3-4
mm foi retirado e cada cotilédone, deitado em placa de Petri com a face abaxial em contato
com o meio de inducdo D40 (Bailey et al., 1993), composto por sais MS (Murashige e
Skoog, 1962), vitaminas B5 (Gamborg et al., 1968), 40 mg L™ 2,4-D (4cido 2,4-
diclorofenoxiacético), 0,3% Phytagel®, 3% sacarose, pH 7,0 (antes de autoclavar). Vinte

cotilédones foram colocados em cada placa, sendo mantidos durante todo o experimento a
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temperatura de 26+1°C e fotoperiodo de 16/8 horas luz/escuro, com intensidade luminosa
de 22,5 uEm™s™.

11.3.13. Proliferacdo dos embrides somaticos secundarios

Apos 30 dias de exposicdo ao meio D40, os cotilédones, j& apresentando embrides
somaticos primarios e secundarios, foram transferidos para meio de proliferacdo D20
(Wright et al., 1991), que equivale ao meio D40 com 20 mg L™ 2,4-D e pH 6,4 (anterior &
autoclavagem). Os conjuntos embriogénicos foram destacados da superficie dos
cotilédones apds 14 dias e proliferaram em meio D20 com subculturas a cada 14 dias.

Os embrides somaticos foram transformados nesta fase, assim que a cultura

atingiu niveis desejados de proliferacéo.

11.3.14. Transformacéao

Dois experimentos de transformacdo independentes foram conduzidos com cada
construcao.

Quarenta e oito horas antes da transformacdo, os conjuntos embriogénicos foram
transferidos para meio D20 novo. No momento do bombardeamento, os conjuntos foram
posicionados no centro da placa de Petri, a qual foi mantida aberta por 15 minutos na
camara de fluxo laminar para evaporacdo do excesso de liquido sobre a superficie do
tecido vegetal, reduzindo a turgescéncia dos embrides e impedindo a explosao das células
superficiais com o bombardeamento (Vain et al., 1993).

O primeiro experimento de transformacéo visou a integracdo do T-DNA do vetor
de superexpressao e do vetor de silenciamento contendo o gene de interesse empregando o
protocolo que combina bombardeamento com o sistema Agrobacterium, descrito por
Droste e colaboradores (2000), com as modificacGes descritas a seguir. Foram utilizadas 30
placas, sendo 15 da cultivar 1AS5 e 15 da cultivar Vencedora, para cada construcdo. O
bombardeamento foi usado para ferir o tecido alvo antes da inoculacdo da Agrobacterium.
Sinais quimicos liberados pelas células feridas aumentariam a adesdo da Agrobacterium e a
subsequente transferéncia de genes para as células vegetais (Hooykaas et al., 1991; Bidney
et al., 1992). O bombardeamento foi realizado em um acelerador de particulas de baixa
pressdo, modelo PIG (Finer et al., 1992). Vinte e cinco pL de uma suspensdo de
microparticulas de tungsténio em agua destilada estéril foram misturados a 25 pL CaCl,

(2,5 M) e 15 uL espermidina (0,1 M). Apds 5 minutos precipitando no gelo, 45 uL do
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sobrenadante foram descartados. Um tiro foi disparado por placa utilizando 2 pL do
precipitado. Apds o bombardeamento, o tecido vegetal de cada placa foi inoculado na
suspensdo de A. tumefaciens e incubado durante 20 minutos. Ao retirar os conjuntos
embriogénicos da suspensdo bacteriana, eles foram secos em papel-filtro autoclavado e
transferidos para meio D20 contendo acetoseringona 100 uM para co-cultivo por 48 horas.

O segundo experimento de transformacao visou a integracdo do gene de interesse
por meio do bombardeamento de microparticulas de tungsténio carreadoras dos plasmideos
de superexpressao ou silenciamento construidos. Foram utilizadas 30 placas para cada
construgdo, sendo 15 da cultivar 1AS5 e 15 da cultivar Vencedora. O procedimento
empregado foi baseado em um protocolo de transformac&o por biolistica descrito por Finer
e McMullen (1991) com modificacdes de acordo com Droste e colaboradores (2002).
Utilizou-se um acelerador de particulas de baixa pressédo (cerca de 60 psi) de gas hélio [ou
Particle Inflow Gun - PIG (Finer et al., 1992)] construido no Departamento de Fisica da
UFRGS. A preparagdo do DNA a ser introduzido nas células foi realizada da seguinte
forma: foram adicionados ao DNA 25 uL de tungsténio suspendido em agua destilada
estéril, a 100 mg mL™. A seguir, foram adicionados & suspensdo 25 pL de CaCl, 2,5 M e 10
uL de espermidina 0,1 M. Ap6s uma incubacdo em gelo por 5 minutos, 45 uL do
sobrenadante foram descartados, e o precipitado foi suspenso no volume de solucdo
restante (cerca de 15 pl). Para cada disparo foram utilizados 2 pL da preparagdo. A
preparacdo com o DNA foi colocada no centro de uma rede, em um filtro de seringa estéril,
que foi, entdo, acoplado a camara de vacuo do PIG. A placa contendo o material vegetal foi
posicionada a 15 cm do filtro. A distancia de nove cm do filtro foi colocada uma rede de
nailon. Esta rede teve a finalidade de evitar o espalhamento dos embriGes como resultado
do choque com as particulas, propiciando, também, uma melhor distribuicdo das particulas
bombardeadas (Vain et al., 1993). Apds cada bombardeio, o material foi mantido na

mesma placa de Petri.

11.3.15. Supresséo de Agrobacterium e selecdo dos clones transformados no
experimento 1

O procedimento adotado nesta etapa seguiu o protocolo descrito por Wiebke e
colaboradores (2006). Apo6s o co-cultivo, os conjuntos embriogénicos foram ligeiramente

lavados em agua destilada autoclavada, secos em papel-filtro autoclavado e transferidos
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para meio D20 contendo 250 mg L™ de cefotaxima (Claforan®, Laboratério Hoechst
Marion Roussel S/Al) e 250 mg L™ de vancomicina (Vanclomin®, Teuto Brasileiro). Os
explantes permaneceram neste meio por 10 dias e, entdo, foram transferidos para novo
meio contendo 250 mg L™ de cefotaxima, 250 mg L™ de vancomicina e 12,5 mg L™ de
higromicina-B (Sigma). Apds 21 dias adicionais, o material vegetal foi novamente
transferido para novo meio D20 suplementado com os mesmos antibidticos, mas com uma
concentragdo maior de higromicina (25 mg L™). Os tecidos embriogénicos foram mantidos
neste meio até que o tratamento com cefotaxima e vancomicina completasse um periodo
total de 63 dias. Entdo, os conjuntos de embrides foram mantidos em meio D20 com
higromicina (25 mg L™) até que este tratamento completasse um periodo total de 150 dias.
Subculturas foram realizadas a cada 14 dias. Apds esse periodo, as porcOes de tecido
higromicina-resistentes foram separadas e proliferadas individualmente por mais 30 dias

em meio D20 sem antibioticos.

11.3.16. Selecao dos clones transformados no experimento 2

Apbés o bombardeio, os embrides permaneceram no meio de proliferacdo
(MSD20) por 15 dias. A seguir, foram transferidos para meio de proliferagio MSD20
contendo o antibiético higromicina, na concentracdo de 12,5 mg L™. Ap6s duas semanas
neste meio, os embrides foram mantidos por dois meses e meio em MSD20 contendo
higromicina a 25 mg L™, com trocas para meio fresco a cada 14 dias, completando-se,
assim, 150 dias de selecdo. Apds esse periodo, as por¢des de tecido higromicina-resistentes
foram separadas e proliferadas individualmente por mais 30 dias em meio D20 sem
antibidticos.

11.3.17. Histodiferenciacéo e conversao dos embrides em plantas

Conjuntos embriogénicos resistentes a higromicina e proliferantes foram
transferidos para meio de histodiferenciagdo MSM6 modificado (Finer e McMullen, 1991),
composto por sais MS, vitaminas B5, 0,3% Phytagel®, pH 6,4 (anterior & autoclavagem),
1% carvéo ativo e 6% sacarose, em substituicdo & maltose originalmente descrita. Apos 30
dias, os embribes foram individualizados e transferidos para novo meio de
histodiferenciacdo sem carvédo, onde permaneceram por mais 30 dias.

Apos esse periodo, os embrides foram transferidos para 0 meio de regeneracéo

MSO0, que corresponde ao meio de maturacdo com 3% sacarose. As pléantulas que
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desenvolveram meristemas radicular e foliar foram transferidas para vidros contendo meio
de regeneracdo, onde permanecerdo até atingirem cerca de 4 cm. Os embriGes que ainda
ndo desenvolveram meristemas radicular e foliar permanecem sendo transferidos a cada 30
dias para novo meio MS0. O sucesso na obtencdo de uma plantula é registrado quando do
desenvolvimento de raizes primérias e ao menos uma folha trifoliolada (Bailey et al.,
1993). As plantulas séo transferidas para copos plasticos contendo vermiculita e cobertos
com filme pléastico, sendo lentamente aclimatadas e, entdo, transplantadas para o solo, em

contencao.

11.4. Resultados e Discussao

11.4.1. Clonagem do gene SbPRP

Com base na sequéncia do gene SbPRP depositada no GenBank, foram projetados
oligonucleotideos iniciadores capazes de anelar na porcdo 5' do gene, incluindo a trinca
ATG, correspondente ao codon de inicio da traducdo; e na regido 3', incluindo nesta, a
trinca correspondente ao codon de término da traducdo. As sequéncias dos
oligonucleotideos estdo descritas em Material e Métodos deste capitulo.

Um experimento de Reagdo em Cadeia da Polimerase foi realizado a fim de
amplificar um fragmento de 381 pares de bases correspondente a toda regido codificadora
do gene SbPRP de soja. O DNA de soja extraido, conforme descrito em Material e
Métodos, foi utilizado como molde para a reagdo. Uma vez que o gene, estruturalmente,
ndo apresenta introns, ndo houve a necessidade de sintetizar cDONA para viabilizacdo da
clonagem do gene na sua forma madura (CDS). Como resultado foi obtida uma
amplificacdo bastante especifica para o fragmento de tamanho esperado (381 pb) para o
gene SbPRP (Fig 11.2).
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Figura 11.2: Gel de agarose 0,8%, moétrahdo o resultado da reacdo de amplificacdo com
os oligonucleotideos especificos para SbPRP. A banda presente na segunda canaleta,
indicada pela seta, corresponde ao fragmento de 381 pb obtido na reacdo de amplificacéo,
usando-se 0 DNA de soja como molde. Marcador de peso molecular: 1 Kb plus Ladder—

Invitrogen.

Com o resultado positivo da PCR, foi iniciada a clonagem do fragmento
amplificado no vetor pGEM®-T Easy. As coldnias brancas obtidas foram selecionadas para
extracdo de plasmideo por lise alcalina. Alguns clones foram sequenciados, confirmando a
clonagem do gene SbPRP livre de muta¢des. Sendo uma sequéncia relativamente pequena,
0 processo de clonagem foi bastante facilitado, obtendo-se o clone positivo rapidamente.

11.4.2. Construcao dos vetores de superexpressao e silenciamento

Apbs a obtencdo do clone em pGEM®-T Easy com o inserto desejado (pGEM-
SbPRP), o0 gene SbPRP foi subclonado no vetor pPENTR/D-TOPO®-Invitrogen, originando
0 vetor pENTR/D-TOPO-SbPRP. A clonagem no vetor pENTR/D-TOPO® também foi
confirmada por PCR. Sendo o vetor pENTR/D-TOPO® compativel com o sistema
Gateway ™-Invitrogen, foram feitas recombinacBes com os vetores de destino
pH7WG2d.1,0 para superexpressdo e pH7GWIWG2(I1) para silenciamento. Tanto para a
construgdo do vetor de silenciamento quanto para a de superexpressdo utilizou-se a
sequéncia completa do gene SbPRP.

PCRs para confirmacdo das clonagens foram realizadas utilizando-se como DNA
molde o DNA plasmidial correspondente aos vetores de superexpressao e silenciamento ja
recombinados com pPENTR/D-TOPO-SbPRP. O DNA molde referido foi obtido por
miniprep.

Primeiramente, foi realizada uma PCR utilizando os oligonucleotideos iniciadores
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do préprio gene SbPRP. O resultado pode ser visto na Figura I1.3, onde estdo sendo

mostradas as bandas de amplificacdo de fragmentos do tamanho esperado de 381pb.

Clones superexpresséo k Clones silenciamento h

1 Kb Plus DNALadder

4mm 6507

| mm 500 P

Figura 11.3: Gel de agarose 0,8%, mostrando o resultado da reagdo de amplificagdo com
os oligonucleotideos especificos para SbPRP. Triangulos demarcam os clones de
superexpressdo a esquerda e de silenciamento a direita. Negativo (reacdo contendo vetor
selvagem) indicado por “-” e branco (reacdo sem DNA) por “b”. Marcador de peso

molecular: 1 Kb plus DNA Ladder — Invitrogen.

Uma segunda PCR foi realizada para confirmar que os clones obtidos
correspondiam aos corretos vetores de superexpressdo (pH7WG2d.1,0) e silenciamento
(pPH7GWIWG2(I1)). A Figura I1.4 mostra o resultado da amplificacdo do gene hpt de 622
pares de base, que esta presente na regido do T-DNA contida em ambos 0s vetores. Esse
resultado confirmou a presenca do gene de resisténcia hpt, o que contribuiu para a maior
certeza de estar-se com as corretas construcdes a serem empregadas no dispendioso

processo de transformacao da soja.
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<= 350 Kb

<= 500 Kb

Figura 11.4: Gel de agarose 0,8%, mostrando o resultado da reacdo de amplificagdo com
os oligonucleotideos especificos para o gene hpt. As duas primeiras canaletas
correspondem aos clones de superexpressao (SE) e a terceira e quarta canaletas aos clones
de silenciamento (SIL). Branco (reacdo sem DNA) indicado por “b”. Marcador de peso

molecular: 1 Kb plus DNA Ladder - Invitrogen.

As primeiras tentativas de construgdo de um vetor de silenciamento foram
realizadas utilizando o vetor comercial pH7GWIWG2(I). No entanto, um problema
recorrente ocorreu na utilizacdo deste vetor. Durante o processo de recombinacdo,
construcdes andémalas foram geradas por, aparentemente, perderem o intron formador da
alca do grampo de silenciamento posicionada entre as copias senso e antisenso. Sabendo-se
que a presenca de um intron formando a alca do grampo de silenciamento aumenta
enormemente a eficiéncia do silenciamento em relacdo a outras construgdes (por exemplo,
quando a alca esta ausente) (Smith et al., 2000), passou-se a investir esforcos na
recombinacdo com outro vetor comercial, pH7GWIWG2(Il). Essa segunda edi¢do de
vetores contém o gene CmR, que confere resisténcia ao antibiético cloranfenicol, no
interior do intron formador da al¢a do grampo, permitindo impor uma presséo seletiva no
meio de cultura, através presenca do antibidtico cloranfenicol. Com a intensidade da
selecdo aumentada foi possivel encontrar clones corretamente construidos ou, pelo menos,
que ndo houvessem perdido o intron durante a recombinag&o.

Uma PCR para o intron também foi realizada, a fim de confirmar a presenca do
mesmo (dado ndo mostrado).

O resultado positivo das recombinagdes foi igualmente confirmado por
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sequenciamento. Uma vez confirmada a correta constru¢do dos vetores de superexpressao

e silenciamento, o processo de transformacao da soja foi iniciado.

11.4.3. Transformacao da soja

Foram realizados dois experimentos independentes de transformagao: o primeiro
utilizando o protocolo que combina bombardeamento com o sistema Agrobacterium, e o
segundo empregando o protocolo de biolistica. Para cada experimento, um total de 60
placas, contendo 15 conjuntos de embrides somaticos por placa, foram utilizadas. Destas
60 placas, 30 continham embrides da cultivar IAS5 e 30 da cultivar Vencedora.. De cada
cultivar, 15 placas foram bombardeadas com a construgdo para superexpressao e 15 placas
com a construcdo para o silenciamento do gene SbPRP.

Em ambos os experimentos, a selecdo dos embrides transformados foi feita em
meio D20 com higromicina (25 mg L™). Em experimentos anteriores, realizados em nosso
laboratério (Droste et al., 2002; Sachet, 2005; Wiebke, 2005; Weber, 2007; Homrich et al.,
2008), o periodo de selecdo foi em média de 90 dias. No entanto, no presente trabalho, esse
tempo teve de ser enormemente estendido para 150 dias. Em uma condi¢do normal, apds
90 dias é possivel visualizar a necrose dos embrides ndo transformados, ou seja, aqueles
que ndo adquiriram o gene hpt, que confere resisténcia a higromicina. Entretanto,
verificou-se, neste experimento, que pouquissimos embribes apresentavam sensibilidade a
higromicina, permanecendo a maioria deles vivos na presenca do antibiético. Com o
periodo mais longo de selecdo foi verificada a necrosse do tecido embriogénico ndo-
transformado, mas porgdes de tecido higromicina-resistentes foram visualizadas, em
grande numero, em ambos 0s experimentos.

Os tecidos higromicina-resistentes foram transferidos para meio de
histodiferenciacdo, onde permaneceram por 60 dias. ApOs este periodo, no primeiro
experimento (bombardeamento/Agrobacterium) foi possivel contar 1.235 embrides
histodiferenciados obtidos a partir de 17 conjuntos (14 da cultivar 1AS5 e 3 da cultivar
\Vencedora). Para o segundo experimento (biolistica) foi possivel contar 539 embrides
histodiferenciados obtidos a partir de 14 conjuntos (11 da cultivar 1AS5 e 3 da cultivar
Vencedora). Cada um dos conjuntos higromicina-resistentes, provavelmente, derivam de
eventos independentes de transformacéo.

Os embrides histodiferenciados foram transferidos para meio de regeneracgao, no
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qual a maioria permanece até o momento. A medida que os embrides desenvolvem raiz e
ao menos uma folha eles s&o transferidos para frascos contendo o mesmo meio de
regeneracdo. Ja foram obtidas cinco plantulas no experimento de biolistia visando a
superexpressdo do gene em estudo. Quatro plantulas trifolioladas da cultivar 1AS5 sdo
oriundas de trés eventos independentes de transformacdo. Também foi obtida uma pléantula
trifoliolada da cultivar Vencedora. As plantulas serdo mantidas em frascos até atingirem o
tamanho de 4 cm. Depois disso, essas plantas serdo transferidas para copos plasticos
contendo vermiculita e cobertos com filme plastico, sendo lentamente aclimatadas e, entdo,
transplantadas para o solo em contencdo.

Na atual etapa, analises moleculares das plantulas ainda ndo puderam ser
realizadas devido a fragilidade e incipiéncia em que o material se encontra.

Embora ainda néo finalizado, como resultado do experimento de transformacéo,
ndo foram obtidas muitas plantas transformadas. Partindo de 450 aglomerados
embriogénicos que foram submetidos ao experimento de transformacdo para cada
construcdo, o esperado seria um nimero maior de conversdo de embrides a plantulas do
que as atuais cinco obtidas. Estas sdo oriundas de material transformado visando a
superexpressdo do gene SbPRP. Nenhuma pléntula foi obtida, até 0 momento, a partir do
material transformado com a construcdo para o silenciamento desse gene. Apesar da
transformacdo de embrides somaticos de soja ter uma eficiéncia sabidamente baixa (Droste
et al., 2002; Homrich et al., 2008) outros fatores podem estar sendo responsaveis pela
baixa taxa de conversdo, como discutidos abaixo.

Para os embrides transformados com o vetor de silenciamento, cabe lembrar que
foi utilizado o gene SbPRP inteiro na construcao deste vetor. Sendo a familia das HyPRPs
composta por varios membros, 35 em soja, o silenciamento pode ter sido severo demais,
atingindo muitos genes nao alvo, tanto da prépria familia HyPRP, como de outras familias
génicas ndo relacionadas. O ideal teria sido construir um vetor contendo somente uma
porcdo do gene SbPRP, aumentando, assim, a especificidade de atuacdo da maquinaria
celular de silenciamento.

Mesmo que néo tenha ocorrido o silenciamento de genes ndo-alvo, ainda assim o
silenciamento exclusivo do gene SbPRP pode estar sendo letal. Hall e colaboradores
mostraram, em artigo publicado na revista cientifica The Plant Cell, em 2002, que um

mutante nulo de Arabidopsis thaliana para o gene AtEXT3 (rsh), que codifica uma proteina
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pertencente a familia das proteinas ricas em hidroxi-prolinas (HRGPs), composta por 20
membros em A. thaliana, tem um fendtipo letal (Hall et al, 2002). O mutante para o gene
AtEXT3 é chamado de rsh (root-shoot-hypocotyl-defective). O papel deste gene esta
diretamente relacionado com o correto posicionamento da placa celular durante a
citocinese das células embrionérias em desenvolvimento. Provavelmente, sua capacidade
de auto-associacdo permite que se forme um arcabouco glicoproteico que serve de
ancoragem aos componentes formadores da parede celular nascente (Cannon et al., 2008).
As células do mutante homozigoto rsh apresentam formas e tamanhos irregulares. A
glicoproteina RSH localiza-se na parede celular, expressando-se por todo embrido. No
entanto, em estagios pos-embrionarios, estd presente somente em locais especificos.
Estando as glicoproteinas HyPRPs localizadas na parede celular e por possuirem um
dominio rico em prolinas, assim como também ocorre com as HRGPs (Jose-Estanyol e
Puigdoménech, 2000), é possivel que também tenham papel crucial na correta ontogenia
do embrido. Com isso ndo fica descartada a possibilidade de que o silenciamento do gene
SbPRP seja letal para a soja.

Para a superexpressdo ndo existe a problematica do silenciamento de genes néo-
alvo, salvo a possibilidade de que um fendbmeno de co-supresséo esteja ocorrendo. Outra
hipétese que justificaria o baixo nimero de plantas obtidas até agora poderia ser o fato de
que o gene SbPRP é um gene de parede celular que pode estar envolvido na ontogenia
desta. Trabalhos mostram também que os membros da familia génica HyPRP tém um
padrdo de expressdo bastante especifico, sendo temporal e espacialmente regulados
(Subramaniam et al., 1994; Bouton et al., 2005; Lenka et al., 2007). Assim, é possivel que
a presenca constitutiva da proteina SbPRP possa estar impedindo o desenvolvimento
normal dos embrides.

Por meio da analise da parede celular dos embribes transformados por cortes
histologicos e microscopia eletrdnica, o presente trabalho pode contribuir para o progresso
no entendimento da funcéo das HyPRPs em plantas de soja.
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CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho obteve, com os resultados mostrados no Capitulo I, dados que
possibilitaram a compreensdo da estruturacdo gendmica dos genes que codificam as
proteinas HyPRPs em soja, um melhor entendimento das proximidades filogenéticas entre
0s membros desta familia e uma melhor compreensdo do padrdo de expressao de trés
membros  HyPRP  (Glyma04g06970, Glymal4g14220 e  Glymal7g32100)
filogeneticamente muito proximos.

Os genes Glymal4g14220 e Glymal7g32100, mais proximos filogeneticamente,
responderam de maneira muito semelhante, sendo sempre induzidos ou reprimidos
conjuntamente perante cada tratamento. O gene Glyma04g06970 nem sempre teve um
padrdo de expressdo concordante com os genes Glymal4gl4220 e Glymal7g32100. No
tratamento de raizes com &cido salicilico, foi o Unico que ndo alterou sua expressdo em
relagdo ao controle e, no tratamento com cloreto de sodio, foi o Unico que ndo foi
reprimido. A expressdo basal do gene Glymal7g32100, foi, na maioria das situaces,
sempre mais elevada que a dos genes Glymal4g14220 e Glymal7g32100. No entanto, esse
foi também o gene menos responsivo a todos os tratamentos. O gene Glymal4g14220
apresentou a menor expressao basal em todas as situagdes controle. Contudo, foi o gene
mais responsivo ao tratamentos com ABA e cloreto de sddio. No tratamento de raizes com
acido salicilico, o gene mais responsivo foi o gene Glymal7g32100.

No experimento de infecdo da soja com o fungo causador da ferrugem asiatica, o
gene Glymal4g14220 foi o que atingiu os maiores niveis de inducdo nas plantas
inoculadas do gendtipo suscetivel Embrapa-48. Ja& em plantas do acesso resistente
P1561356 inoculadas com o fungo causador da ferrugem asiatica, os genes mais induzido
foram Glyma04g06970 e Glymal7g32100. Novos estudos mais detalhados com com esses
trés genes devem ser feitos afim de se atingir uma compreensdo mais profunda de seus
papéis bioldgicos na resposta a ferrugem asiatica.

Em relacdo ao Capitulo Il, os embrides resultantes dos eventos que foram
submetidos ao protocolo de transformacdo visando o silenciamento do gene SbPRP em
soja seguirdo sendo transferidos em um prazo maximo de mais 2 meses, tempo suficiente
para se ter certeza se estes seguirdo ou ndo o curso normal de conversdo a plantulas. Os

embrides ndo convertidos poderdo ser confirmados molecularmente como transgénicos e,
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entdo, serem submetidos a cortes histoldgicos para analise da estrutura de parede celular
em microscopia Optica e eletronica. Conforme discutido no Capitulo II, talvez o
silenciamento precoce do gene SbPRP seja letal para embrides de soja. Uma estratégia
viavel, para que o silenciamento do gene SbPRP ndo fosse tdo drastico para o
desenvolvimento da planta, seria a utilizacdo na transformacao da soja de uma construcao
com promotor induzivel, o que permitiria observar as consequéncias do silenciamento
génico em plantas adultas ou apenas estagios especificos do desenvolvimento.

Para os embrides resultantes dos eventos que foram submetidos ao protocolo de
transformacdo visando a superexpressdao do gene SbPRP sera dada a continuidade no
processo de histodiferenciacdo e conversdao de embrides em plantulas, que serdo analisadas
molecularmente a medida que forem sendo obtidas. Serdo feitos experimentos de PCR para
confirmar a insercdo do T-DNA. Entre 0s genes que serdo averiguados estdo o gene hpt e o
gene SbPRP. Para esse Ultimo serd utilizado um oligonucleotideo direto, que se anela no
promotor 35S, e um oligonucleotideo reverso, que se anela na regido 3' do gene SbPRP,
evitando, assim, a amplificacdo do gene SbPRP enddgeno de soja. Uma vez confirmada a
transformacdo das plantulas serdo obtidas as geracdes T1, T2 e T3, para, entdo, serem
desafiadas por diversos estresses, tais como seca, alta salinidade e inoculagédo com o fungo
causador da ferrugem asiética.

Com os dados do padréo de expresséo de genes HyPRP em soja e com a obtencéo
de plantas transgénicas, superexpressando o gene SbPRP ou com esse gene silenciado, sera
possivel uma melhor compreensdo da funcdo ainda desconhecida das HyPRPs nessa

planta.

82



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ASSMANN, S.M. OPEN STOMATA1 opens the door to ABA signaling in Arabidopsis
guard cells. Trends in Plant Science, 8: 151-153, 2003.

BAILEY, M.A.; BOERMA, H.R.; PARROTT, W.A. Genotype effects on proliferative
embryogenesis and plant regeneration of soybean. In Vitro Cellular & Developmental
Biology, 29: 102-108, 1993.

BAUD, F.; PEBAY-PEYROULA, E.; COHEN-ADDAD, C.; ODANI, S.; LEHMANN,
M.S. Crystal structure of hydrophobic protein from soybean; a member of a new
cysteine-rich family. Journal of Molecular Biology, 231: 877-887, 1993.

BIDNEY, D.; SCELONGE, C.; MARTICH, J.; BURRUS, M.; SIMS, L.; HUFFMAN, G.
Microprojectile bombardment of plant tissues increases transformation frequency by
Agrobacterium tumefaciens. Plant Molecular Biology, 18: 301-313, 1992.

BOHLMANN, H.; APEL, K. Thionins. Annual Review of Plant Physiology and Plant

Molecular Biology, 42: 227—-240, 1991.

BONDE, M.R.; NESTER, S.E.; AUSTIN, C.N.; STONE, C.L.; FREDERICK, R.D.;
HARTMAN, G.L.; MILES, M.R. Evaluation of virulence of Phakopsora pachyrhizi and
P. meibomiae isolates. Plant Disease, 90: 708-716, 2006.

BOUTON, S,; VIAU, L.; LELIEVRE, E.; LIMAMI, A. M. A gene encoding a protein with
a proline-rich domain (MtPPRD1), revealed by suppressive substractive hybridization
(SSH), is specifically expressed in the Medicago truncatula embryo axis during
germination. The Journal of Experimental Botany, 56: 825-832, 2005.

BOYER, J. S. Plant Productivity and Environment. Science, 218: 443-448, 1982.

BRADLEY, D.J.; KIELLBOM, P.; LAMB, C.J. Elicitor and Wound induced oxidative
cross-linking of a proline-rich plant cell protein: a novel, rapid defense response. Cell,
70: 21-30, 1992.

BRISSON, L.F; TENHAKEN, R.; LAMB, C. Function of oxidative cross-linking of cell
wall structural proteins in plant disease resistance. Plant Cell. 6: 1703-1712, 1994.

BROMFIELD, K.R. Soybean rust. Saint Paul: American Phytopathological Society, 1984.
65p. (American Phytopathological Society. Monograph, 11).

BURSSENS, S.; HIMANEN, K,; VAN DE COTTE, B.; BEECKMAN, T.; VAN
MONTAGU, M.; INZE, D. Expression of cell cycle regulatory gene sand

83



morphological alterations in response to salt stress in Arabidopsis thaliana. Planta, 211:
632—640, 2000.

CANNON, M.C.; TERNEUS, K.; HALL, Q.; TAN, L.; WANG, Y.; WEGENHART, B.L.;
CHEN, L.; LAMPORT, D.T.A.; CHEN, Y.; KIELISZEWSKI, M.J. Self-assembly of the
plant cell wall requires an extensin scaffold. Proceedings of the National Academy of
Sciences, 105: 2226-2231, 2008.

CASSAB, G. Plant cell wall proteins. Annual Review of Plant Physiology and Plant
Molecular Biology, 49: 281-309, 1998.

CASTONGUAY, Y.; LABERGE, S.; NADEAU, P.; VEZINA, L.P. A cold-induced gene
from Medicago sativa encodes a bimodular protein similar to developmentally regulated
proteins. Plant Molecular Biology, 24: 799-804, 1994.

CHO, E.K.; HONG, C.B. Over-expression of tobacco NtHSP70-1 contributes to drought-
stress tolerance in plants. Plant Cell Reports, 25: 349-358, 2006.

COOPER, J.L.; TILL, B.J.; LAPORT, R.G.; DARLOW, M.C.; KLEFFNER, J.M.; JAMAI,
A.; EL-MELLOUKI, T.; LIU, S.; RITCHIE, R.; NIELSEN, N. TILLING to detect
induced mutations in soybean. BMC Plant Biology, 8: 1471-2229, 2008.

DEMPSEY, D.A.; SHAH, J.; KLESSIG, D.F. Salicylic acid and disease resistance in
plants. Crical Reviews in Plant Sciences, 18: 547-575, 1999.

DEUTCH, C.E.; WINICQV, I. Post-transcriptional regulation of a salt-inducible alfalfa
gene encoding a putative chimeric proline-rich cell wall protein. PlantMol.Biol, 27:
411-418, 1995.

DOYLE, JJ.; DOYLE, J.L. A rapid DNA isolation procedure from small quantities of
fresh leaf tissues. Phytochemistry Bulletin, 19: 11-15, 1987.

DROSTE, A.; ZANETTINI, M.H.B.; MUNDSTOCK, E.; HU, C.Y. Susceptibility of
Brazilian soybean cultivars to Agrobacterium tumefaciens. Brazilian Journal of
Genetics,17: 83-88,1994.

DROSTE, A.; PASQUALI, G; ZANETTINI, M.H.B. Integrated bombardment and
Agrobacterium transformation system: an alternative method for soybean
transformation. Plant Molecular Biology, 18: 51-59, 2000.

DROSTE, A.; LEITE, P.C.P,; PASQUALLI, G.; MUNDSTOCK, E.C.; ZANETTINI, M.H.B.
Regeneration of soybean via embryogenic suspension culture. Scientia Agricola, 58:
753-758, 2001.

84



EL-GENDY, W.; BROWNLEADER, M.D.; ISMAIL, H.; CLARKE, PJ.; GILBERT, J,;
EL-BORDINY, F.; TREVAN, M.; HOPKINS, J.; NALDRETT, M.; JACKSON P. Rapid
deposition of wheat cell wall structural proteins in response to Fusarium-derived
elicitors. Journal of experimental Botany, 54: 85-90, 2001.

EPSTEIN, E.; NORLYN, J.D.; RUSH, D.W.; KINGSBURY, R.W.; KELLEY, D.B;
CUNNINGHAM, G.A. Saline culture of crops: a genetic approach. Science, 210: 399—
404, 1980.

EYCKEN, W.; ENGLER, A.; INZE, D., MONTAGU, M.; GHEYSEN, G. A molecular
study of root-knot nematode-induced feeding sites, Plant Journal. 9: 45-54,1996.

FINER, J.J.; MCMULLEN, M.D. Transformation of soybean via particle bombardment of
embryogenic suspension culture tissues. In Vitro Cellular & Developmental Biology, 27:
175-182, 1991.

FINER, J.J.; VAIN, P.; JONES, M.W.; MCMULLEN, M.D. Development of the particle
inflow gun for DNA delivery to plant cells. Plant Cell Reports, 11: 323-328, 1992.

GAMBORG, O.L; MILLER, R.A.; OJIMA, K. Nutrient requirements of suspension
cultures of soybean root cells. Experimental Cell Research, 50: 151-158, 1968.

GARCIA-BRUGGER, A.; LAMOTTE, O.; VANDELLE, E.; BOURQUE, S,
LECOURIEUX, D.; POINSSOT, B.; WENDEHENNE, D.; PUGIN, A. Early signaling
events inducedby elicitors of plant defenses. Molecular Plant-Microbe Interactions, 19,
711-724, 2006.

GARCIA, A.; CALVO, E.S.; KIIHL, R.A. de S.; HARADA, A.; HIROMOTO, D.M,;
VIEIRA, L.G.E. Molecular mapping of soybean rust (Phakopsora pachyrhizi) resistance
genes: discovery of a novel locus and alleles. Theoretical and Applied Genetics, 117:
545-553, 2008.

GIMENO-GILLESA, C.; LELIEEVRE, E;.VIAUA, L., MALIK-GHULAMA, M.
RICOULT, C.; NIEBEL, A.; LEDUCC, N.; LIMAMI, A.M. ABA-mediated inhibition
of germination is related to the inhibition of genes encoding cell-wall biosynthetic and
architecture: modifying enzymes and structural proteins in Medicago Truncatula
embryo Axis. Molecular Plant, 2: 108:119, 2009.

GREEN, P.B.; ERICKSON, R.O.; BUGGY, J. Metabolic and physical control of cell
elongation rate. Plant Physiology, 47:423-430, 1971.

HAHN, M.G.; DARVILL, A.G.; ALBERSHEIM, P. The endogenous elicitor, a fragment of

85



a plant cell wall polysaccharide that elicits phytoalexin accumulation in soybeans. Plant
Physiology, 68: 1161-1169, 1981.

HAHN, M.; NEEF, U.; STRUCK, C.; GOTTFERT, M.; MENDGEN, K. A putative amino
acid transporter is specifically expressed in haustoria of the rust fungus Uromyces fabae.
Molecular Plant-Microbe Interaction, 10: 438-445, 1997.

HALL, Q.; CANNON, M.C. The cell wall hydroxyproline-rich glycoprotein RSH is
essential for normal embryo development in Arabidopsis. Plant Cell, 14: 1161-1172,
2002.

HAN, K.K.; MARTINAGE, A. Possible relationship between coding recognition
aminoacid sequence motif or residue(s) and post-translational chemical modification of
proteins. International Journal of Biochemistry, 24: 1349-1363, 1992.

HE, C.Y.; ZHANG, J.S.; CHEN, S.Y. A soybean gene encoding a proline-rich protein is
regulated by alicylic acid, an endogenous circadian rhythm and by various stresses.
Theoretical and Applied Genetics, 104: 1125-1131, 2002.

HENRISSAT, B.; POPINEAU, Y.; KADER, J.C. Hydrophobic-cluster analysis of plant
protein sequences. A domain homology between storage and lipid-transfer proteins.
Biochemical Journal, 255: 901-905, 1988.

HILL, J.; NELSON, E.; TILMAN, D.; POLASKY, S.; TIFFANY, D. Environmental,
economic, and energetic costs and benefits of biodiesel and ethanol biofuels.
Proceedings of National Academic Science, 25: 11206-11120, 2006.

HOMRICH, M.S.; PASSAGLIA, L.M.P; PEREIRA, J.F; BERTAGNOLLI, PF;
PASQUALI, G;ZAIDI, M.A.; ALTOSAAR, I.;BODANESE-ZANETTINI, M.H.
Resistance to Anticarsia gemmatalis Hibner (Lepidoptera, Noctuidae) in transgenic
soybean (Glycine max (L.) Merrill Fabales, Fabaceae) cultivar IAS5 expressing a
modified CrylAc endotoxin. Genetics and Molecular Biology, 2: 522-531, 2008.

HONG, J.C.; NAGAOR, T.; KEYJ, L. Characterization of a proline-rich cell wall protein
gene family of soybean. A comparative analysis. Journal of Biological Chemestry, 265,
1990.

2470-2475.

HOOYKAAS, PJ.J.; MELCHERS, L.S.; RODENBURG, K.W.; TURK, S.C.H. The
Agrobacterium virulence system. In; HERMANN, R.G. & LARKINS, B. Plant
Molecular Biology, 2: 193-204, 1991.

86



HUANG, D.; WU, W.; ABRAMS, S.R.; CUTLER, A.J. The relationship of drought-related
gene expression in Arabidopsis thaliana to hormonal and environmental factors.
Journal of Experimental Botany, 59: 2991-3007, 2008.

JOHN, P. M.; NGUEMA-ONA, E.; CHEVALIER, L.; GLINDSEY, G.G.; BRANDT, W.F,;
LEROUGE, P.; FARRANT, J.M.; AZEDDINE, D. Response of the Leaf Cell Wall to
Desiccation. in the Resurrection plant Myrothamnus flabellifolius. Plant Physiology,
141: 651-662, 2006.

JOSE, M., PUIGDOMENECH, P. Structure and expression of genes coding for structural
proteins of plant cell wall. New Phytologist, 125: 259-282, 1993.

JOSE, M.; PUIGDOMENECH, P. Hybrid-prolinerich and related proteins. Current Topics
.Molecular Genetic, 2: 109-126, 1994.

JOSE-ESTANYOL, M.; PUIGDOMENECH, P. Plant cell wall glycoproteins and their
genes. Plant Physiology Biochemestry, 38: 97-108, 2000.

JOSE-ESTANYOL, M.; GOMIS-RUTH, F. X.; PUIGDOMENECH, P. The eight-cysteine
motif, a versatile structure in plant proteins. Plant Physiology Biochemestry, 42: 355-
365, 2004.

KHAN, R.; ALKHAROUF, N.; BEARD, H.; MACDONALD, M.; CHOUIKHA, I.;
MEYER, S.; GREFENSTETTE, H; KNAP, H.; MATTHEWS, B. Microarray Analysis
of Gene Expression in Soybean Roots Susceptible to the Soybean Cyst Nematode Two
Days Post Invasion. Journal of Nematology, 36: 241-248, 2004.

KARIMI, M., INZE, D., DEPICKER, A. Gateway vectors for Agrobacterium-mediated
plant transformation. Trends in Plant Science, 7: 193-195, 2002.

KAOWN, D.; HYUN, Y.; BAE, G.O.; LEE, K.K. Factors affecting the spatial pattern of
nitrate contamination in shallow groundwater. Journal of Environmental Quality, 36:
1479-1487, 2007.

KINRAIDE, T.B. Three mechanisms for the calcium alleviation of mineral toxicities. Plant
Physiology, 118: 513-520, 1998.

KOCH, E.; EBRAHIM-NESBAT, F.; AND HOPPE, H. H. Light and electron-microscopic
studies on the development of soybean rust (Phakopsora pachyrhizi Syd) in susceptible
soybean leaves. Phytopathology, 106: 302-320, 1983.

87



KOORNNEEF, M.; KLOOSTERZIEL, K.M.L.; SCHWARTZ, S.H.; ZEEVAART, J.A.D.
The genetic and molecular dissection of abscisic acid biosynthesis and signal
transduction in Arabidopsis. Plant Physiology Biochemestry, 36: 83-89, 1998.

KRISHNAN, H.B. Engineering soybean for enhanced sulfer amino acid content. Crop
Science, 45: 454-461, 2005.

KUMAR, S.; NEI, M.; DUDLEY, J.; TAMURA, K. MEGA: A biologist-centric software
for evolutionary analysis of DNA and protein sequences Briefings in Bioinformatics, 9:
299-306, 2008.

LAMPORT, D.T.A. The protein component of primary cell walls. Advances in botanical
researh, 2: 151-218, 1965.

LEE, K.G; MITCHELL, A.E.; SHIBAMOTO, T. Determination of antioxidant properties
of aroma extracts from various beans. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 48:
4817-4820, 2000.

LENKA, D.; FATIMA C.; LUKAS, F. Analysis of the hybrid proline-rich protein families
from seven plant species suggests rapid diversification of their sequences and
expression patterns. BMC Genomics, 8: 412-428, 2007.

LI, S.; ASSMANN, S.M.; ALBERT, R. Predicting essential components of signal
transduction networks: a dynamic model of guard cell abscisic acid signaling. PLoS
Biology, 4: 1732-1748, 2006.

LI, H.; WANG, Y.; JIANG, J.; LIU, G; GAO, C.; YANG, C. Identification of genes
responsive to salt stress on Tamarix hispida roots. Gene, 433: 65-71, 2009.

LIAQ, Y.; ZHANG, J.S.; CHEN, S.Y.; ZHANG, W.K. Role of Soybean GmbZIP132 under
Abscisic Acid and Salt Stresses. Journal of Integrative Plant Biology, 50: 222-230,
2008.

LIBAULT, M.; THIBIVILLIERS, S.; BILGIN, D. D.; RADWAN, O.; et al. Identification
of Four Soybean Reference Genes for Gene Expression Normalization. The Plant
Genome, 1: 44-54, 2008.

LIVAK, K.J.; SCHMITTGEN, T.D. Analysis of relative gene expression data using real-
time quantitative PCR and the 2 (—DeltaDeltaC (T)) method. Methods, 25: 402-408,
2001.

MAHAJAN, S.; TUTEJA, N. Cold, salinity and drought stresses: An overview. Archives of
Biochemistry and Biophysics, 444: 139-158, 2006.

88



MARCHETTI, M.A.; UECKER, FA.; BROMFIELD, K.R. Uredial development of
Phakopsora pachyrhizi in soybeans. Phytopathology, 65: 822-823, 1975.

MARTINEZ, C.; PONS, E.; PRATS, G. L.E. Salicylic acid regulates flowering time and
links defence responses and reproductive development. Plant Journal, 37: 209-217,
2004.

MARX, J. The roots of plant-microbe collaborations. Science, 304: 234-336, 2004.

MESSINA, M.J. Legumes and soybeans: overview of their nutritional profiles and health
effects. American Journal of Clinical Nutrition, 70: 439S-450S, 1999.

MEYER, J.D.F; SILVA, D.C.G;; YANG, C.; PEDLEY, K.F; MORTEL, C.ZM.; HILL,
J.H.; SHOEMAKER, R.C.; ABDELNOOR, R.V.; WHITHAM, S.A. GRAHAM, M.A.
Identification and Analyses of Candidate Genes for Rpp4-Mediated Resistance to Asian
Soybean Rust in Soybean. Plant Physiology, 150: 295-307, 2009.

MOLINA, C.; ROTTER, B.; HORRES, R.; UDUPA, S.M.; BESSER, B.; BELLARMINO,
L., BAUM, M.; MATSUMURA, H.; TERAUCHI, R.; KAHL. G; WINTER, P.
SuperSAGE: the drought stress-responsive transcriptome of chickpea roots. BMC
Genomics, 9: 553-581, 2008.

MURASHIGE, T.; SKOOG, F. A revised medium for rapid growth and bioassays with
tobacco tissue cultures. Physiology Plantarum, 15: 473-498, 1962.

NELSON, D.E.; REPETTI, P.P.; ADAMS, T.R.; CREELMAN, RA.; WU, J.; WARNER,
D.C.; ANSTROM, D.C.; BENSEN, R.J.; CASTIGLIONI, P.P; KUMIMOTO, R.W,;
MASZLE, D.R.; DOTSON, S.B.; GUTTERSON, N.; RATCLIFFE, O.J.; HEARD, J.E.
Plant nuclear factor Y (NF-Y) B subunits confer drought tolerance and lead to improved
corn yields on water-limited acres. Proceedings of National Academic Science, 25:
16450-16455, 2007.

NEMHAUSER, J.L.; HONG, F.X.; CHORY, J. Different plant hormones regulate similar
processes through largely non overlapping transcriptional responses. Cell, 126: 467-475,
2006.

NORMAN, C.; HOWELL, K.A.; MILLAR, A.H.; WHELAN, J.M.; DAY, D.A. Salicylic
acid is an uncoupler and inhibitor of mitochondrial electron transport. Plant Physiology,
134: 492-501, 2004.

89



PARKER, R.; FLOWERS, T.J.; MOORE, A.L.; HARPHAM, N.V. An accurate and
reproducible method for proteome profiling of the effects of salt stress in the rice leaf
lamina. Journal of Experimenta Botany, 57: 1109-1118, 2006.

PATIL, V.S.; WUIKE, R.V.; THAKARE, C.S.; CHIRAME, B.B. Viability of uredospores
of Phakopsora pachyrhizi syd. at different storage conditions. Journal of Maharashtra
Agricultural University, 22: 260-261, 1997.

PERFECTS, E.; O’CONNELLR, J.; GREENE, F.; DOERING, S.; GREENJ, R. Expression
cloning of a fungal proline-rich glycoprotein specific to the biotrophic interface formed
in the Colletotrichum-beaninteraction. Plant Journal, 15:273-279, 1998.

REITER, W. Biosynthesis and properties of the plant cell wall. Current Opinion in Plant
Biology, 5: 536-542, 2002.

SAMBROOK, J.; FRITSCH, E.F.; MANIATS, T. Molecular cloning: a laboratory manual.
Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2344, 1989.

SAMPEDRQO, J.; LEE, Y.; CAREY, R.E.; DE PAMPHILIS, C.; COSGROVE, D.J. Use of
genomic history to improve phylogeny and understanding of births and deaths in a gene
family. Plant Journal, 44:409-419, 2005.

SASAKI, T.; CHRISTOU, P. Plant biotechnology. Current opinion in Biotechnology, 2:
117-119, 2004.

SATO, T.; SATO, S. Infective ability of soybean rust to several leguminous plants. Soybean
Rust News, 5: 22-26, 1982.

SCHLUETER, J.A.; DIXON, P.; GRANGER, C.; GRANT, D.; CLARK, C. Mining EST
data bases tore solve evolutionary events in major crop species. Genome, 47: 868-876,
2004.

SCHMUTZ, J.; CANNON, S.B.; SCHLUETER, J.; MA, J.; MITROS, T.; NELSON, W,
HYTEN, D.L.; SONG, Q.; THELEN, J.J.; CHENG, J.; XU, D.; HELLSTEN, U.; MAY,
G.D.; YU, Y. SAKURAI, T.; UMEZAWA, T.; BHATTACHARYYA, M.K.; SANDHU,
D.; VALLIYODAN, B.; LINDQUIST, E.; PETO, M.; GRANT, D.; SHU, S,
GOODSTEIN, D.; BARRY, K.; FUTRELL-GRIGGS, M.; ABERNATHY, B.; DU, J;
TIAN, Z.; ZHU, L.; GILL, N.; JOSHI, T.; LIBAULT, M.; SETHURAMAN, A
ZHANG, X.; SHINOZAKI, K.; NGUYEN, H.T.; WING, R.A.; CREGAN, P.; SPECHT
J.; GRIMWOOD, J.; ROKHSAR, D.; STACEY, G.; SHOEMAKER, R.C.; JACKSON,
S.A. Genome sequence of the palaeopolyploid soybean. Nature, 463: 178-183, 2010.

90



SCHNABELRAUCH, L.S.; KIELISZEWSKI, M.; UPHAM, B.L.; ALIZEDEH, H.
LAMPORT, D.T.A. Isolation of pl4.6 extensin peroxidase from tomato cell suspension
cultures and identification of Val-Tyr-Lys as putative intermolecular cross-link site.
Plant Journal, 9: 477-489, 1996.

SCHROEDER, J.1.; KWAK, J.M.; ALLEN, GJ. Guard cell abscisic acid signalling and
engineering drought hardiness in plants. Nature, 410: 327-330, 2001.

SHOWALTER, A.M. Structure and function of plant cell wall proteins. Plant Cell, 5:9-23,
1993.

SILVA, A.M. Avaliacdo do potencial embriogénico e transformacao genética de cultivares-
elite de soja [Glycine max (L.) Merrill] utilizando a Biolistica e 0 sistema
Agrobacterium de maneira integrada. 2005. O f. Dissertacdo (Mestrado em Genética e
Biologia Molecular) - Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Coordenacao de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior. Orientador: Maria Helena Bodanese
Zanettini.

SMITH, N.A.; SINGH, S.P;, WANG, M.B.; STOUTJESDUK, P.; GREEN, A
WATERHOUSE, P.M. Total silencing by intron-spliced hairpin RNAs. Nature, 407:
319-320, 2000.

SOMMER-KNUDSEN, J.; BACIC, A.; CLARKE, A.E. Hydroxy-proline-rich plant
glycoproteins. Phytochemistry, 47: 483-497, 1998.

SORIA-GUERRA, R.E.; ROSALES-MENDOZA, S.; CHANG, S.; HAUDENSHIELD,
J.S.; PADMANABAN, A.; RODRIGUEZ-ZAS, S.; HARTMAN, G.L.; GHABRIAL, S;
KORBAN, S.S. Transcriptome analysis of resistant and susceptible genotypes of
Glycine tomentella during Phakopsora pachyrhizi infection reveals novel rust resistance
genes Theoretical and Applied Genetics, 40: 1432-2242, 2010.

STAPLES, R.C. Research on the rust fungi during the twentieth century. Annual Review of
Phytopathology. 38: 49-69, 2000.

STAPLES, R.C. Nutrients for a rust fungus the role of haustoria. Trends in Plant Science.
6: 496-498, 2001.

SUBRAMANIAM, K.; RANIE, J.; SRIJIVASA, B. R.; ACHYUT, M. S.; MAHADEVAN,
S. Clonning and sequence of a cDNA encoding a novel hybrid proline-rich protein
associated with cytokinin-induced haustoria formation in Cuscuta reflexa. Gene, 141:
207-210, 1994.

91



SWOFFORD, D.L. PAUP* 4. Sinauer Associates, Sunderland, Mass. 2001.

TAIZ L. Plant cell expansion: regulation of cell wall mechanical properties. Annual Review
of Plant Physiology, 35: 585-657, 1984.

TAIZ, L.; ZEIGER, E. Fisiologia Vegetal. 42 ed. Porto Alegre: Artemed, 848p, 2009.

TUAN, F.C.; FANG, C.; ZHI, C. China's Soybean Imports Expected To Grow Despite
Short-Term Disruptions. Electronic Outlook Report from the Economic Research
Service, ocs-04j-01, 2004.

VAIN, P.; MCMULLEN, M.D.; FINER, J.J. Osmotic treatment enhances particle
bombardment mediated transient and stable transformation of maize. Plant Cell
Reports, 12: 84-88, 1993.

VIGNOLS, F; JOSE-ESTANYOL, M., CAPARROS-RUIZ, D.; RIGAU, J;
PUIGDOMENECH, P. Involvement of a maize proline-rich protein in secondary cell
wall formation as deduced from its specific MRNA localization. Plant Molecular
Biology, 39:945-952, 1999.

VLOT, A.; DEMPSEY, C.D.A.; KLESSIG, D.F. Salicylic Acid, a Multifaceted Hormone to
Combat Disease. Annual Review of Phytopathology, 47: 177-206, 20009.

VOEGELE, R.T.; MENDGEN, K. Rust haustoria: nutrient uptake and beyond. New
Phytologist, 159: 93-100, 2003.

XIONG, L.; ISHITANIM, L.E.E.H.; ZHU J.K. The Arabidopsis LOS5/ABA3 locus encodes
a molybdenum cofactor sulfurase and modulates cold and osmotic stress responsive
gene expression. Plant Cell, 13: 2063-2083, 2001.

XIONG, L.; WANG, R.G.; MAO, G,; KOCZAN, J.M. Identification of drought tolerance
determinants by genetic analysis of root response to drought stress and abscisic acid.
Plant Physiology, 142: 1065-1074, 2006.

XU, Y.; BUCHHOLZ. W.G,; DEROSE R.T.; HALL T.C. Characterization of a rice gene
family encoding root specific proteins. Plant Molecular Biology, 27: 237-248, 1995.

WALLING, J.G; SHOEMAKER, R.; YOUNG, N.; MUDGE, J.; JACKSON, S.
Homeology in Paleopolyploid Soybean (Glycine max) Revealed Through Integration of
Genetic and Chromosome Maps. Genetics, 172: 1893-1900, 2006.

WIEBKE, B.; FERREIRA, F.; PASQUALI, G; ZANETTINI, M.H.B.; DROSTE, A.
Influence of antibiotics on embryogenic tissue and Agrobacterium tumefaciens

suppression in soybean genetic transformation. Bragantia, 65: 543-551, 2006.

92



WRIGHT, M.S.; LAUNIS, K.L.; NOVITZKY, R.; DUESIING, J.H.; HARMS, C.T. A
simple method for the recovery of multiple fertile plants from individual somatic
embryos of soybean [Glycine max (L.) Merrill]. In vitro cellular & developmental
biology, 27: 153-157, 1991.

YAMAGUCHI-SHINOZAKI, K.; SHINOZAKI, K. Transcriptional regulatory networks in
cellular responsesand tolerance to dehydration and cold stresses. Annual Review of
Plant Biology, 57: 781-803, 2006.

YANG, C.Y. Soybean Rust Caused by Phakopsora pachyrhizi. Asian Vegetable Research
and Development Center, Bangkok, Thailand, 1991.

YOUL, JJ.; BACIC, A.; OXLEY, D. Arabinogalactan-proteins from Nicotiana alata and
Pyrus communis contain glycosyl phosphatidyl inositol membrane anchors,
Proceedings of the National Academy of Sciences, 95: 7921-7926, 1998.

YU, L.X.; CHAMBERLAND, H.; LAFONTAINE, J.G.; TABAEIZADEH, Z. Negative
regulation of gene expression of a novel proline-threonine- and glycine-rich protein by
water stress in Lycopersicon chilense. Genome, 39: 1185-1193, 1996.

ZHANG, S.; MEHDY, M.C. Binding of a 50kD protein to a U-rich sequence in an mRNA
encoding a proline-rich protein that is destabilized by fungal elicitor. Plant Cell, 6: 135-
145, 1994.

ZHANG, Y.; SCHLAPPI, M. Cold responsive EARLI1 type HyPRPs improve freezing
survival of yeast cells and form higher order complexes in plants. Planta, 227: 233-243,
2007.

ZHU, J.K. Salt and drought stress signal transduction in plants. Annual Review of Plant
Biology, 53: 247- 273, 2002.

ZHU, J.K. Regulation of ion homeostasis under salt stress. Current opinion in plant
biology, 6: 441-445, 2003.

93



Referéncias da Internet

USDA- United States Department of Agriculture:
http://www.ers.usda.gov/News/soybeancoverage.htm (12 de stembro de 2008).

IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica. Levantamento Sistematico da
Producédo Agricola:
http://www1.ibge.gov.br/home/estatistica/indicadores/agropecuaria/lspa/lspa_200807_5.sht
m (23 de setembro de 2008).

NCBI - National Center for Biotechnology Information:

http:// www.ncbi.nlm.nih.gov

Department of Energy's Joint Genome Institute and the Center for Integrative Genomics:

http://www.phytozome.net/soybean.php
MAPA - Ministério da agricultura, pecuaria e abasteciamento:

http://www.cnptia.embrapa.br/content/aquecimento-global-pode-gerar-prejuizos-de-r-7-4-
bi-para-producao-agricola-em-2020-11082008.html (23 de setembro de 2008).

94



