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RESUMO

A soja [Glycine max (L.) Merrill] € uma espécie da familia Fabaceae que possui grande
importancia econdémica mundial. A ferrugem asiatica (ASR), causada pelo fungo Phakopsora
pachyrhizi Sydow, tornou-se nos Ultimos anos uma das maiores ameacas as lavouras de soja ao
redor do mundo. Cinco genes dominantes relacionados a resisténcia a ASR foram identificados.
Entretanto, até o momento, nenhuma cultivar com resisténcia efetiva ao ataque pelo patdgeno foi
obtida, uma vez que todos os loci avaliados tiveram sua resisténcia quebrada por ao menos um
isolado do fungo. A identificacdo de diversas fontes de resisténcia que possibilitem a construcdo de
um “arsenal” contra a ASR no germoplasma comercial de soja, além do entendimento ao nivel
molecular dos mecanismos de defesa desta espécie contra P. pachyrhizi, podem contribuir
significativamente no combate ao patégeno. Os fatores de transcrigdo WRKY sdo membros de uma
superfamilia com ampla distribuicdo no Reino Vegetal; embora suas funcGes regulatérias ainda ndo
estejam bem definidas, inUmeros estudos realizados ao longo dos Ultimos anos tém reunido
evidéncias de seu envolvimento nas respostas a ataques por patdgenos. Estas requerem uma ampla
reprogramacao transcricional na célula vegetal, na qual fatores de transcricio WRKY parecem
desempenhar um papel crucial no “ajuste-fino” da expressao de genes de defesa. O objetivo deste
trabalho é caracterizar a fungdo de dois genes da familia WRKY em soja, envolvidos nas respostas
ao ataque pelo fungo P. pachyrhizi, através de estratégias de genética reversa e estudos de
expressdo génica. As seqliéncias gendmicas e codificantes completas desses genes foram isoladas e
identificadas respectivamente como GmWRKY20 e GmWRKY46. Vetores para sua superexpressao e
silenciamento em soja foram construidos e os processos de transformagdo genética desta espécie
foram realizados por bombardeamento ou via sistema integrado “bombardeamento/Agrobacterium”,
nos quais embrifes somaticos foram utilizados como tecido alvo. Além disso, a andlise do perfil de
expressdo desses genes foi realizada em diversos tecidos, fases do desenvolvimento, condi¢bes de

estresse salino e em resposta a infeccdo por P. pachyrhizi.



ABSTRACT

Soybean [Glycine max (L.) Merrill] is one of the most important legume crop worldwide. In
the past few years, Asian Soybean Rust (ASR), caused by Phakopsora pachyrhizi Sydow, has
become one of the major threats affecting the main soybean producers. Even though five dominant
genes related to ASR resistance have been identified, there has been no report of a soybean variety
presenting effectiveness towards the pathogen’s attack, since the resistance ruled by every single
one of these genes has already been overcome by at least one isolate around the world. The
identification of resistance sources allowing the construction of an arsenal against ASR in
commercial soybean germplasm, as well as the understanding of soybean’s defense mechanisms
against P. pachyrhizi at the molecular level, may therefore be extremely helpful regarding the
pathogen’s eradication. WRKY proteins belong to a superfamily of transcription factors with wide
distribution amongst plants. Although their regulatory function is not yet clear, there have been
several studies in the past few years raising evidences towards their involvement in pathogen’s
attack responses. These responses usually require a wide transcriptional reprogramming in the plant
cell, at which WRKY proteins seem to play a central role fine-tuning the expression of defense
related genes. The purpose of this study is to functionally characterize two soybean WRKY protein-
encoding genes involved in soybean defense against P. pachyrhizi, by combining reverse genetics
strategies with gene expression tools. Their genomic and complete coding sequences (cds) were
isolated and the genes were identified as GmWRKY20 and GmWRKY46, respectively. Besides,
vectors for their silencing and overexpression in soybean were constructed and this plant species
was genetically transformed by particle bombardment or by an integrated
bombardment/Agrobacterium transformation system. Soybean somatic embryos were used as target
tissue at both processes. In addition, an expression profile analysis of both GmWRKY20 and
GmWRKY46 in several plant tissues and developmental stages as well as under salt stress and in

response to P. pachyrhizi infection was accomplished.
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1. INTRODUCAO

Leguminosas sdo plantas pertencentes a familia Fabaceae que, com
aproximadamente 20.000 espécies, € a terceira maior familia entre as plantas superiores.
Dentre as leguminosas, a soja [Glycine max (L.) Merrill] é a espécie de maior importancia
econdmica mundial. Segundo dados da FAO, a producdo mundial de soja em 2008
ultrapassou 230 milhdes de toneladas. Neste contexto, o Brasil aparece como o segundo
maior produtor — atrds apenas dos Estados Unidos — tendo produzido, em 2008, quase 60
milhGes de toneladas de grdos. A relevancia desta espécie na agricultura é decorrente de sua
capacidade de fixacdo de nitrogénio atmosférico através da simbiose com microrganismos;
do seu alto teor protéico e lipidico, sendo utilizada ha milénios na alimentacdo humana e
animal; e mais recentemente, da possibilidade de utilizacdo do 6leo de soja para a producao
de biocombustiveis, sendo esta utilidade de particular interesse do governo brasileiro

(http://www.biodiesel.gov.br/).

Devido a sua grande importancia, a comunidade cientifica internacional
recomendou sua utilizacgdo como planta modelo entre as leguminosas para estudos
geneticos e moleculares, na conferéncia “Cross-Legume Advances through Genomics
(CATG)”, realizada em 2004, nos Estados Unidos (Gepts et al. 2005). Desde entdo,
diversos esforgos ao redor do mundo tém sido realizados visando a obtencgéo e a integracdo
do maior volume de dados possiveis sobre o genoma da soja. A comecar pelo
sequienciamento do genoma da cultivar Williams 82, financiado pelo Departamento de
Energia dos Estados Unidos e realizado entre os anos de 2006 e 2008 através de “shotgun
sequencing”  (http://www.jgi.doe.gov/CSP/). Além disso, em 2007 foi criado o
“International Soybean Genome Consortium” (ISGC) formado por pesquisadores da China,
Japdo, Coréia do Sul, Estados Unidos e Brasil. O Consércio Nacional para Estudos do
Genoma da Soja se integra ao ISGC através do projeto GENOSOJA, coordenado pelo

pesquisador Ricardo Vilela Abdelnoor e financiado pelo CNPg.

O projeto GENOSOJA propos o desenvolvimento de um consorcio entre diversos

grupos de pesquisa do pais para a caracterizagdo do genoma da soja, tendo por objetivo a
14



integracdo de informacdes sobre a estrutura fisica do genoma e a expressdo de genes e as
proteinas codificadas por eles, dando énfase as situacdes de estresses bioticos e abioticos
que comprometem a produtividade da cultura no Brasil e no mundo. Entre os estresses
alvos de estudo estdo: a ocorréncia de secas; doengas, como a ferrugem asiatica; e pragas,
como o ataque de diferentes espécies de nematoides. Ferramentas de bioinformatica tornam
possivel a integracdo das informacdes geradas nos diferentes niveis do projeto — estrutural,
transcricional, protéico e funcional — auxiliando na compreensdo da funcdo e dos
mecanismos de controle da expressao de genes presentes na soja e envolvidos em processos

de desenvolvimento e/ou defesa contra estresses ambientais.

Além do GENOSOJA, o Brasil também faz parte do projeto BIOTECSUR (Projeto
de Cooperacdo Bi-Regional entre a Unido Européia & MERCOSUL, Referéncia EU
127119) que tem por objetivo a caracterizacdo de genes e tecnologias derivadas de sua
anélise funcional, que possam agregar valor ao cultivo da soja frente aos estresses
ambientais através da formacdo de uma rede de trabalho entre quatro paises do
MERCOSUL (Argentina, Brasil, Paraguai e Uruguai), representando um marco de

sustentabilidade ambiental, social e econdmica nestes paises.

Recentemente, os primeiros resultados obtidos da analise do sequenciamento do
genoma da soja foram publicados (Schmutz et al. 2010). Compreendendo 950 Mb, o
genoma da soja € o maior genoma vegetal seqiienciado por “shotgun” até hoje. Em termos
comparativos, é duas vezes e meia maior que o genoma do arroz (389 Mb) e seis vezes
maior que o genoma de Arabidopsis thaliana (157 Mb), espécie-modelo entre as
dicotiledéneas. Dividido entre 20 cromossomos, 43% de suas sequéncias se encontram em
regides eucromaticas, pouco repetitivas e com alta taxa de recombinacdo; entretanto 21,6%
dos genes preditos com alta confiabilidade (“high confidence genes”) s&o encontrados nas
regides proximas aos centrémeros, ricas em seqliéncias repetitivas e transposons. O genoma
da soja parece ter sofrido dois grandes eventos de duplicagdo (ha 59 e 13 Myr) resultando
em uma conformacdo atual com quase 75% dos genes presentes em multiplas copias, que

vém sendo extraordinariamente mantidas ao longo do tempo. Ressalta-se ainda, que dos
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46.430 loci preditos como codificantes de proteinas, 12,2% foram identificados como sendo
fatores de transcrigdo (em Arabidopsis este nimero é de apenas 7%). A distribuicéo geral
destes entre as familias de fatores de transcricdo conhecidas é similar entre 0s genomas de
soja e Arabidopsis, entretanto algumas familias sdo mais esparsas e outras mais abundantes
no genoma da soja, indicando que as vias regulatorias nesta espécie podem diferir daquelas
descritas para Arabidopsis. Como referido anteriormente, a composi¢cdo dos o6leos
produzidos em sementes de soja é de grande importancia para sua utilizacdo na industria de
biocombustiveis. Desta forma, chama-se atencéo para a anélise comparativa de genes que
governam as vias de biossintese e de acimulo de lipideos. O nimero de genes envolvidos
nas diversas etapas destas vias aparenta ser bem maior em soja, sugerindo que estas sejam

reguladas de maneira bem mais complexa nesta espéecie, quando comparada a Arabidopsis.

1.1. Estresses ambientais que afetam a cultura da soja e os mecanismos de resposta

da planta

Os estresses ambientais sdo 0s grandes responsaveis por limitar um maior
rendimento das culturas de soja. Estes podem ser de dois tipos: estresses abidticos
(causados por alta salinidade e seca, principalmente) ou estresses bioticos (causados por
pragas e doencas). Aproximadamente 40 doencas (bacterianas, fungicas, causadas por virus
ou nematoides) que afetam as lavouras de soja j& foram identificadas no Brasil; dentre elas,
pode-se destacar o crestamento bacteriano da soja (Pseudomonas savastanoi pv. glycinea),
0 mosaico comum da soja (Virus do Mosaico Comum da Soja, VMCS), o nematoide de
cisto da soja (Heterodera glycines), a antracnose (Colletotrichum dematium var. truncata),
a podriddo de carvdo (Macrophomina phaseolina) e a ferrugem asiatica (Phakopsora
pachyrhizi). A expansdo da cultura para novas &reas, aliada a préaticas inadequadas de
manejo e a monocultura sdo os principais responsaveis pelo aumento de ocorréncias e pela

diversificacdo das doengas que afetam a soja (EMBRAPA Soja 2005).

A ferrugem asiatica (ASR, “Asian Soybean Rust”) é uma doenca causada pelo
fungo Phakopsora pachyrhizi Sydow e foi identificada pela primeira vez no Japédo, ha mais

de um século [Hennings VP (1903) A few new Japanese Uredinaceae. Hedwigia 42:107-
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108, citado em Hartman, Miles & Frederick, 2005]. Entretanto, foi apenas a partir de 2001
que a doenca comegou a receber atencdo por parte de agricultores e pesquisadores. Nesse
ano foi descrito o primeiro caso de ASR em lavouras de soja do Paraguai, e alguns meses
depois, no Brasil (Yorinori et al. 2005). Apos sua dispersao pela América do Sul, ao final
de 2004, a ASR chegou as lavouras dos Estados Unidos (Miles et al. 2006). Desde entdo,
devido a sua alta severidade (perdas de até 80% na producdo), se tornou uma das maiores
ameacas as lavouras de soja ao redor do mundo. Estimativas apontam que a doenca tenha
causado perdas econémicas de mais de 2,2 bilhdes de ddlares na safra 2006/2007 no Brasil
(Calvo et al., 2008). Além disso, a “USDA’s Risk Management Agency” (RMA), j& ha
alguns anos pde em alerta os agricultores norte-americanos sobre o risco de contaminagao
de suas lavouras e recomenda préaticas preventivas e de controle de uma possivel epidemia
(http://www.rma.usda.gov/news/2006/04/soybeanrust.ntml). O  desenvolvimento  da
infeccdo resulta na desfolhacdo prematura e reducdo dréstica no rendimento dos gréos.
Atualmente, por ndo haver disponibilidade de cultivares comerciais com resisténcia
genetica duravel, a principal forma de controle é atraves do uso de fungicidas. Estes, alem
de aumentarem substancialmente os custos da produgdo e serem uma fonte constante de
contaminagdo ambiental, geralmente acabam sendo ineficientes, devido & agressividade do
fungo e a dificuldade de deteccdo do mesmo nos estagios iniciais da infec¢cdo (Calvo et al.,
2008; Silva et al., 2008).

O ciclo infeccioso de um fitopatdgeno inicia-se pela sua penetracdo no tecido
vegetal. As plantas dispdem de uma imunidade “pré-invasiva”, na qual langcam mé&o de um
conjunto de barreiras fisicas pré-existentes (cuticula, tricomas e parede celular) ou
induzidas (deposicdo de calose, fechamento dos estdmatos); além de barreiras quimicas
(liberacdo de quitinases, glucanases e compostos antimicrobianos) a fim de prevenir a
invasdo de microrganismos. Ao sobrepor estas barreiras, 0 patdgeno é entdo exposto aos
mecanismos de defesa da “imunidade pds-invasiva”, a qual pode ser ativada por PAMPs
(“Pathogen-associated Molecular Patterns”) — sendo neste caso denominada PTI (“PAMP-
triggered Immunity”) — ou ainda, ser ativada por efetores e denominada ETI (“Effector-

triggered Immunity”)(Gohre et al. 2008). A PTI geralmente esta associada a imunidade
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ndo-hospedeira e a imunidade basal, que s@o respostas imediatas ao contato com o
patdgeno. J& a ETI estd associada ao desenvolvimento de uma resposta de
hipersensibilidade (HR) e a resisténcia sistémica adquirida (SAR), sendo estas respostas de

longa duragéo.

Juntas, a PTI e a ETI fazem parte do modelo atualmente conhecido como o “Dogma
Central” da fitopatologia (Figura 1). Este importante modelo descreve um processo de co-
evolucgdo popularmente denominado “queda-de-braco evolucionaria” (“evolutionary arms-
race”), resumido a seguir. Além das barreiras fisicas e quimicas pré-existentes, as plantas
possuem a capacidade de detectar componentes genéricos conservados dos microrganismos
(MAMPs, “Microbe-associated Molecular Patterns”; ou PAMPSs) desencadeando a PTI. Por
sua vez, alguns microrganismos desenvolvem fatores de viruléncia (efetores) capazes de
suprimir parte da resposta geral de defesa de seu hospedeiro. Estes acabaram por
desenvolver genes de resisténcia (“R genes”) especificos, cujo produto detecta de forma
direta ou indireta os fatores de viruléncia do patogeno, desencadeando a ETI. Finalmente,
através da eliminacdo ou da modificacdo de seus efetores, 0 patégeno pode mais uma vez

escapar a detecgdo pela planta (Bent et al. 2007).
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Figura 1. Modelo evolutivo da interagdo planta-patégeno. O modelo apresentado utiliza a
interacdo planta-bactéria como exemplo geral de interacdo planta-patégeno: (a) O reconhecimento de PAMPs
(como a flagelina bacteriana) por receptores extracelulares RLKs prontamente ativa a imunidade basal, a qual
inclui a sinalizacdo por cascatas de MAPKs e a reprogramacdo transcricional mediada por fatores de
transcricdo WRKY. (b) Bactérias patogénicas utilizam o TTSS para secretar multiplas proteinas efetoras que
suprimem as respostas da imunidade basal do hospedeiro, permitindo a multiplicacdo do patégeno no
apoplasto vegetal. (c) Proteinas de resisténcia vegetais (produtos de genes R, como proteinas TIR-NB-LRR)

reconhecem a atividade de efetores e restabelecem a resisténcia da planta, desenvolvendo forte ETI. (d) O
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patégeno evita a defesa mediada por genes R modificando ou eliminando os efetores que ativam esta defesa.
Este estado lembra o apresentado em (b), exceto que neste caso 0 patégeno teve que perder ou alterar uma

proteina efetora, ou ainda desenvolver uma nova. (Retirado de Bent & Mackey, 2007).

As estruturas ou moléculas conservadas pertencentes aos microrganismos que
servem como alvo do reconhecimento de receptores eucaridticos sdo chamadas, de maneira
geral, de elicitores. Freqlientemente refere-se a estes através das siglas PAMPs ou MAMPs,
previamente descritas. Flagelinas bacterianas, lipopolissacarideos, quitinas flngicas ou
heptaglucosideos de oomicetos sdao exemplos de MAMPs detectados pelas células vegetais;
como estes estdo geralmente envolvidos em processos bioldgicos basicos do
microrganismo, sua evolucdo adaptativa a fim de evitar o reconhecimento pela planta é um
processo muito lento. PRRs (“Pattern Recognition Receptors™) sdo os receptores presentes
na membrana plasmética vegetal que estimulam cascatas de transducdo de sinal ao
reconhecerem MAMPSs, induzindo respostas de defesa no nucleo. Dois tipos de PRRs séo
0s mais conhecidos, LRR-RLKs ou LRR-RLPs e as respostas de defesa desencadeadas por
estes geralmente envolvem: o fluxo de fons de Ca**, a formagdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e de oxido nitrico (NO) e a ativacdo de cascatas de transducgéo de sinal até
o0 nucleo (envolvendo MAPKS e fatores de transcrigdo WRKY); resultando na deposicao de
calose, no fechamento dos estbmatos e na sintese de compostos antimicrobianos (PRS), por
exemplo. Os efetores liberados por patégenos, visando suprimir a PTI, sdo moléculas
relacionadas a sua viruléncia que estdo fortemente sujeitos a evolucdo adaptativa, por néo
desempenharem uma fungéo fisiologica essencial nestes organismos. Se bem sucedidos,
promovem a ocorréncia de uma interagdo denominada “compativel” entre o patogeno e a
planta, resultando no desenvolvimento do processo infeccioso. Sdo também conhecidos
como genes de aviruléncia (“Avr genes”), pois uma vez reconhecidos por receptores do
hospedeiro nas interacdes incompativeis, sua funcdo de viruléncia é ofuscada por uma
funcdo dominante de aviruléncia e a infeccdo é evitada. Estes efetores geralmente sdo
secretados no apoplasto ou no citoplasma vegetal, através do sistema de secrecdo tipo trés
(TTSS) em bactérias, ou por exocitose, no caso de fungos e oomicetos. Por fim, a ETI é

desencadeada na célula vegetal quando o produto de “genes R” — proteinas receptoras de

20



membrana (do tipo LRR-RLKs ou LRR-RLPs), ou ainda intracelulares (CC-NB-LRR ou
TIR-NB-LRR) — reconhece estas moléculas efetoras ou o produto de sua acao. As respostas
de defesa decorrentes deste reconhecimento incluem, como referido anteriormente para a
PTI, a geracdo de uma explosdo oxidativa na célula, o fluxo de ions através da membrana
plasmatica e a expressdo de genes de defesa no ndcleo, ativados através de cascatas de
transducdo de sinal. Diferentemente da PTI, na ETI geralmente ocorre o desenvolvimento
de uma HR, podendo esta eventualmente resultar em morte celular programada (PCD).
Estas e outras evidéncias apontam atualmente para a ETI como sendo uma reativacdo da
PTI, de maneira acelerada e potencializada (Bent & Mackey, 2007; Hickelhoven, 2007;
Gohre & Robatzek, 2008).

O ciclo tipico da infeccdo por P. pachyrhizi comeca pela germinacdo dos
urediniosporos, entre 1 e 2 horas apos a inoculacdo (hpi) sob condi¢des adequadas: escuro,
alta umidade e temperatura permissiva, entre 15°C e 25°C (Tsukahara et al. 2008). Duas
horas ap0s a germinacédo e formado o apressorio. Dentro deste € formado um cone, a partir
do qual, 7 hpi uma hifa de penetracéo atravessa a epiderme do tecido vegetal. Quando esta
atinge o espaco intercelular abaixo da epiderme, um septo é formado produzindo hifas
primérias (entre 15 e 20 hpi). Os haustdrios, 6rgdos especializados posicionados entre a
parede celular e a membrana plasmatica vegetal, pelos quais o fungo obtém nutrientes e
secreta proteinas efetoras, sdo formados de 24 a 48 hpi. Neste mesmo periodo o fungo
segue colonizando o mesdfilo esponjoso, através da formacdo de hifas secundérias e
haustorios adicionais. Novos urediniésporos sdo formados de 7 a 9 dias ap6s a inoculagéo

(dpi), sendo disseminados por até quatro semanas (van De Mortel et al. 2007).

Até hoje, cinco genes dominantes relacionados a resisténcia a ASR, “Resistance to
Phakopsora pachyrhizi genes”, foram identificados em soja: Rppl, Rpp2, Rpp3, Rpp4 e
Rpp5, sendo que cada um desses genes condiciona resisténcia a um grupo limitado de
isolados de P. pachyrhizi. Trés reagdes em resposta ao patdgeno sao possiveis (Figura 2). A
reacdo imune (governada por Rppl) na qual a planta ndo apresenta sintomas visiveis; a

reacdo de hipersensibilidade (HR, governada por Rpp2 a Rpp5) que possui como
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caracteristica a formacdo de lesdes avermelhadas (“reddish-brown lesions”, RB)
decorrentes de morte celular programada e que resultam na limitagdo da esporulagéo e do
crescimento do fungo; e a reacdo suscetivel, caracterizada por lesdes marrons (“tan-
lesions”, TAN) decorrentes da esporulagdo total das pustulas de P. pachyrhizi. Como ja
mencionado, até o momento a utilizacdo de nenhuma destas fontes monogénicas gerou
resisténcia duravel em cultivares comerciais de soja, uma vez que todos os loci avaliados
tiveram sua resisténcia quebrada por ao menos um isolado (Miles, Hartman, & Fredrick,
2005; Silva et al., 2008; Meyer et al., 2009). Além do mais, a baixa variabilidade genética
apresentada entre as cultivares de soja existentes, tanto no Brasil quanto nos Estados
Unidos, é um fator agravante na busca por novas fontes de resisténcia. Em 2006, Miles,
Frederick & Hartman testaram todo o banco de germoplasma dos Estados Unidos contra
cinco isolados de P. pachyrhizi e niveis de tolerancia (a0 menos parcial) foram encontrados
em menos de 5 % da colecdo disponivel. A identificacdo de diversas fontes de resisténcia
que possibilitem a construcdo de um *“arsenal” contra a ASR no germoplasma comercial de
soja, além do entendimento ao nivel molecular dos mecanismos de defesa da soja contra

este fungo, podem contribuir enormemente no combate ao patogeno.
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Figura 2. Reacdes da soja em resposta a ASR. (A) reagdo imune, sem sintomas visiveis; (B) reacao
de hipersensibilidade, com lesdes avermelhadas (RB); e (C) reacdo suscetivel, com lesdes marrons (TAN)
(Modificado de Miles, Frederick, & Hartman, 2006).

1.2. A gendmica funcional como ferramenta para o melhoramento de plantas

A gendmica funcional aparece como uma importante ferramenta biotecnoldgica
para se incrementar as bases genéticas utilizadas nos programas de melhoramento. A
utilizacdo combinada de técnicas de genética reversa, como a superexpressao de genes de
interesse ou o silenciamento génico por RNAI, aliada a analises de “high throughput”,
como o microarranjo e 0 MPSS (“massively parallel signature sequencing”), tém feito da
gendmica funcional uma pega chave na era “p6s-gendmica”, de forma a possibilitar a
identificacdo de genes e rotas metabolicas relacionadas aos mais variados processos
biolégicos, como o desenvolvimento de oOrgdos, ciclo celular e resposta a estresses
ambientais, além de elementos-chave na regulacdo destas rotas (Waterhouse & Helliwell,
2003; Gutterson & Zhang, 2004).

Recentemente, trés grupos independentes demonstraram — através de técnicas de
gendmica funcional “high throughput” — a modulacéo da expressao de varios genes de soja

em resposta ao ataque do fungo P. pachyrhizi (Panthee et al., 2007; van De Mortel et al.,
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2007; Choi et al., 2008; Panthee et al., 2009). O primeiro perfil do transcriptoma desta
interacdo foi um microarranjo realizado por Panthee et al. em 2007, onde foram analisadas
plantas jovens (estagio V2), 72 hpi com o patdégeno. Em 2009, o mesmo grupo apresentou
outra analise, desta vez comparando o perfil de expressdo em duas fases distintas do
desenvolvimento da soja (estagios V4 e R1), 72 hpi. O foco destes estudos foi demonstrar
que a expressdo diferencial de genes em resposta a infeccdo depende do estdgio de
desenvolvimento. Em 2008, Choi et al. obtiveram o perfil do transcriptoma através de
construcdo de bibliotecas de SSH (“suppressive subtraction hybridization”) seguida de
microarranjo, comparando a reagdo suscetivel com a imune (governada pelo gene Rppl) 1,
6, 12, 24 e 48 hpi. Neste trabalho foi ressaltada a importancia, tanto de genes responsaveis
pelo balanco oxidativo (lipoxigenases e peroxidases); quanto de membros de diversas
familias de fatores de transcricdo, sugerindo um complexo padrdo de regulacdo na célula
vegetal para que a infecgdo seja evitada. J& no trabalho realizado por van De Mortel et al.,
em 2007, a reacdo suscetivel foi comparada a reacéo de hipersensibilidade (governada pelo
gene Rpp2), sendo as analises realizadas 6, 12, 18, 24, 36, 48, 72, 96, 120 e 168 hpi.
Através de microarranjo pode-se observar um grande nimero de genes diferencialmente
expressos, ressaltando em especial a expressdo diferencial de 46 fatores de transcricdo
pertencentes a familia WRKY, indicando que estes ocupam papel-chave na resposta da soja

a infeccdo pelo fungo causador da ferrugem asiatica.
1.3. A superfamilia de fatores de transcricdo WRKY

Os fatores de transcricio WRKY sdo membros de uma superfamilia com ampla
distribuicdo no Reino Vegetal, o que pode refletir sua importancia na historia evolutiva
destes organismos (Eulgem et al., 2000). Membros desta familia ja foram identificados em
diversos taxons vegetais: desde briofitas (Physcomitrella patens — 38 membros) e
gimnospermas (Pinus monticola — 83 membros); até angiospermas monocotileddneas
(Oryza sativa — 105 membros) e dicotiledoneas (Arabidopsis thaliana — 74 membros,
Populus trichocarpa — 100 membros) (Ulker & Somssich, 2004; Liu & Ekramoddoullah,

2009). O aparente sucesso desta superfamilia no Reino Vegetal parece ser decorrente dos
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sucessivos eventos de duplicacdo génica sofridos pelos genomas das plantas, sendo que um
grande nimero de genes WRKY duplicados foi mantido ao longo da evolugéo, tanto em
espécies selvagens quanto nas cultivadas (Petitot, Lecouls, & Fernandez, 2008; Tao et al.
2009). Apesar disso, membros desta familia foram recentemente identificados em espécies
de outros reinos, tais como Giardia lamblia (protista), Dictyostelium discoideum
(mixomicota) e Chlamydomonas reinhardtii (alga unicelular); sugerindo que possuam
origem anterior ao surgimento das plantas, tendo sido perdidos em algum momento ao
longo da evolugéo de fungos e animais — grupos nos quais ndo ha registros de sua presenca
(Ulker et al. 2004).

A principal caracteristica compartilhada pelos membros desta familia é seu dominio
de ligacdo ao DNA, denominado “dominio WRKY”: tipicamente composto por 60
aminodcidos, dentre estes a seqiiéncia conservada WRKYGQK (triptofano — arginina —
lisina — tirosina — glicina — glutamina — lisina) na sua por¢do N-terminal, além de um
motivo “zinc-finger-like” na sua porcdo C-terminal (Eulgem et al., 2000). O dominio
WRKY possui como alvo principal de ligagdo, cis-elementos do tipo “W-boxes”
(CITTGACT/C), apesar de sitios alternativos terem sido identificados recentemente, o que
reflete a grande variacdo apresentada entre os aminodcidos adjacentes ao motivo
conservado WRKYGQK (Pandey et al. 2009). Baseado no numero de dominios WRKY e
nas caracteristicas apresentadas por seus motivos “zinc-finger-like”, Eulgem et al., em
2000, dividiram os fatores de transcricdo WRKY em trés subgrupos (Figura 3): proteinas
do grupo | apresentam dois dominios WRKY e potenciais ligantes a zinco seguindo o
padrdo C,-H; (C—X4_5—C—X3,-23—H-X;—H) em seus motivos “zinc-finger-like”; no grupo Il
0 padrdo C,-H, permanece, mas estas proteinas possuem apenas um dominio WRKY: ja no
grupo Ill, o padrdo C,-HC (C-X;—C-X33—H-X;-C) é observado e proteinas deste grupo

também apresentam apenas um dominio WRKY.
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Figura 3. Representagdo esquematica dos dominios estruturais das proteinas WRKY de salsa
(Pc), batata doce (Ib), Arabidopsis (At), tabaco (Nt), pepino (Cs) e aveia selvagem (Af). Elas sdo
divididas em trés grupos de acordo com o nimero e o tipo de dominio WRKY que contém. Dominios
WRKY estdo representados em preto, provaveis sinais basicos de localiza¢do nuclear em azul e ziperes de
leucina em rosa. Regibes ricas em serina-treonina estdo em amarelo, regides ricas em glutamina em roxo,

regides ricas em prolina em verde e regides acidicas em vermelho (Retirado de Eugelm et al., 2000).
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Embora as funcdes regulatérias destes genes ainda ndo estejam bem definidas,
inimeros estudos realizados ao longo dos Gltimos anos tém demonstrado evidéncias de sua
participacdo nos processos de senescéncia, desenvolvimento de tricomas e metabolismo,
além da resposta a estresses abidticos (seca, frio, irradiagdo por luz UV) e principalmente,
em resposta aos mais diversos tipos de estresses bidticos (Berri et al., 2009; (Pandey et al.
2009).

Respostas a ataques por patdgenos requerem uma ampla reprogramacao
transcricional e estudos sugerem que a maioria dos patdégenos desencadeia uma rede de
sinalizacdo interconectada na célula vegetal envolvendo o balango entre os hormonios
acido salicilico (SA) e acido jasmdnico (JA). Esta rede intrincada compreende ainda, a acdo
de ativadores e repressores transcricionais que realizam o ajuste fino da expressdo de genes
de defesa. Grandes familias de fatores de transcri¢do s@o responsaveis por esta modulacéo;
em particular, a presenca de cis-elementos do tipo “W-boxes” na regido promotora de genes
co-regulados em respostas de defesa, indica que fatores de transcricdo WRKY
desempenham um papel amplo e crucial na resposta imune das plantas (Figura 4)(Kalde et
al., 2003; Eulgem & Somssich, 2007; Berri et al., 2009; Pandey & Somssich, 2009). Além
do mais, a presenca destes cis-elementos em suas proprias regides promotoras indicam a
existéncia de um sistema de auto-regulacdo/regulacdo cruzada entre WRKYSs através de
mecanismos de “feedback” especificos (Pandey & Somssich, 2009). Por fim, estudos
recentes (Navarro et al., 2008; Zhang, et al. 2008; Kuang, Padmanabhan, & Li, 2009)
demonstraram que pequenos RNAs enddgenos de plantas estdo amplamente envolvidos na
regulacdo pos-transcricional de genes envolvidos nas respostas a patdgenos, apontando
ainda, para a existéncia de um “interatoma” entre WRKYs e pequenos RNAs (Figura 5),
uma vez que WRKYSs sdo alvos preditos de diversos miRNAs, assim como estes também

apresentam “W-boxes” em sua regido promotora.
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Figura 4. Modelo hipotético da rede de interagdo entre WRKYs (de A. thaliana) envolvidos nas
respostas ao ataque por patogenos. A sinalizacdo de defesa celular pode ser desencadeada pelo
reconhecimento de PAMPs por receptores de membrana e subseqiiente ativacdo de cascatas de fosforilagdes
envolvendo MAPKSs (PTI), ou através da deteccdo de produtos de efetores do patdgeno na célula vegetal por
proteinas R (ETI). Em ambos os casos, rapidas alteracdes da expressdo génica subseqlientes sdo mediadas
pela acdo de diversos fatores de transcricdo, como WRKYs. A ETI pode ser desencadeada pela ativacdo de
proteinas R (R inativa — R ativa) mediada por efetores e subsequente inibicdo de WRKY's supressores da
defesa. A sinalizagdo por SA ativada pelo patégeno libera NPR1 de complexos oligoméricos, resultando no
acimulo de mondmeros de NPR1 no nicleo e sua associagdo com fatores de transcricdo TGA em sitios
promotores, sendo que conjunto de genes WRKY depende da agdo de NPR1, tanto de forma positiva quanto

negativa (Modificado de Eulgem & Somssich, 2007).
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Figura 5. Modelo do interatoma WRKYs - pequenos RNAs durante a reprogramacao das
respostas de defesa vegetal. Durante o ataque do patégeno, loci geradores de pequenos RNAs podem estar
sob o controle de fatores de transcricdo WRKY; ao mesmo tempo, a abundancia de WRKYs pode ser
regulada por pequenos RNAs. RdRs, “RNA polimerases direcionadas a RNAs” (Modificado de Pandey &
Somssich, 2009).

1.4. Transformacéao genética da soja e estudos funcionais

A importéncia econbmica da soja, aliada & sua baixa variabilidade genética e a
incompatibilidade sexual desta espécie em cruzamentos interespecificos e intergenéricos
(Hu et al. 1995) tém feito da transformacdo genética de soja, ndo s6 uma importante
alternativa as praticas de melhoramento convencional; mas também, servido como
ferramenta a estas préaticas, de forma a possibilitar o incremento das bases genéticas
utilizadas nos programas de melhoramento. Hoje em dia, a transformacao genética vegetal
(tanto de forma estavel quanto transiente), € pré-requisito para a realizacdo de estudos
moleculares, genéticos, bioquimicos e fisiol6gicos (Somers et al. 2003) que sejam
realizados, por exemplo, a partir da superexpressao, do silenciamento ou da localizacdo
sub-celular dos genes em estudo. Entretanto, a existéncia de um sistema eficiente de

transformacdo é essencial para que estes sejam bem sucedidos.
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Dessa forma, diversos trabalhos tém sido desenvolvidos — principalmente em
Arabidopsis thaliana — que além de ser uma espécie de facil transformacao (método “floral
dip”; Clough & Bent, 1999) e rdpido desenvolvimento, possui genoma de tamanho
reduzido que acaba por facilitar as analises moleculares subseqlientes. Mais
especificamente, no estudo de genes envolvidos nos mecanismos de interacdo entre planta /
patdgeno pode-se citar diversos trabalhos bem sucedidos realizados através de técnicas de
superexpressdo e silenciamento. Navarro et al., em 2006, demonstraram pela primeira vez
0 envolvimento de um microRNA enddgeno de plantas (miR393 de Arabidopsis) na via de
defesa antibacteriana ativada por PAMPs (flg22 de Pseudomonas syringae pv. tomato
DC3000). Quando induzido, o microRNA em questdo atuaria inibindo a expressao de genes
relacionados a sinalizagdo de auxinas na célula vegetal. Esta via parece funcionar de forma
antagobnica a via de defesa contra patdgenos biotroficos, mediada pelo acido salicilico, e sua
inibicdo resultou na restricdo do crescimento bacteriano. Da mesma forma, Zhang et al., em
2007 demonstraram que a MKK?7 de Arabidopsis esta envolvida na regulacdo negativa do
transporte polar de auxinas na célula. Além disso, a superexpressao de MKK7 aumentou a
resisténcia aos patdgenos Pseudomonas syringae pv. maculicola ES4326 e
Hyaloperonospora parasitica Noco2 e seu silenciamento resultou no comprometimento,
tanto da resisténcia basal quanto da resisténcia sistémica adquirida (SAR) desta espécie
(Zhang et al. 2007). Além disso, o papel regulatério dos proprios fatores de transcri¢do
WRKY tem sido desvelado através de estudos funcionais utilizando plantas
superexpressando, silenciadas ou mutantes para um ou mais genes WRKY. Em 2006, Xu
et al. demonstraram haver uma interacao fisica (formacdo de homo- e heterocomplexos) e
funcional (redundante ou antagbnica) entre AtWRKY18, AtWRKY40 e AtWRKY60 na
resposta de Arabidopsis a diferentes patdgenos. No mesmo ano, Wang, Amornsiripanitch &
Dong demonstraram que 8 fatores de transcricdo WRKY estavam entre os alvos diretos de
NPR1 — que é um co-fator transcricional da via mediada por SA no desenvolvimento da

SAR - e que estes atuam tanto de forma positiva quanto negativa na regulagdo da SAR.
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A existéncia de um sistema eficiente de transformacdo € fundamental para a
realizacdo de estudos funcionais em uma espécie. No caso da soja, cujos processos de
transformacdo genética se mostram bem mais complexos, ndo existem muitos relatos de
estudos funcionais que se utilizem da transformacdo desta espécie. Em nosso laboratorio o
protocolo de transformacdo de soja via bombardeamento foi estabelecido por Droste,
Pasquali & Bodanese-Zanettini em 2002. Além disto, foi desenvolvido um sistema de
transformacdo de soja que combina a técnica de bombardeamento de particulas a
transformacdo via A. tumefaciens (Droste et al., 2000). Em ambos 0s sistemas, embrides
somaticos secundarios sdo utilizados como tecido-alvo, sendo este bastante promissor como

ferramenta para a realizagéo de estudos funcionais nesta espécie.

Até o presente momento, diversas pesquisas em sistemas heter6logos de
transformacdo (como é o caso de Arabidopsis) vém gerando informaces relacionadas a
funcionalidade de genes de soja. Dentre elas pode-se citar o trabalho realizado por Zhou et
al. em 2008, relacionando a funcdo de GmWRKY13, GmWRKY21 e GmWRKY54 a
tolerancia a estresses abidticos através de sua superexpressao em Arabidopsis; ou o trabalho
de Zhang et al., publicado no mesmo ano, que demonstrou que a superexpressao de
GmWRKY57 em tabaco conferiu tolerancia a seca nas plantas transgénicas desta espécie.
Como excegdo, pode-se citar o trabalho desenvolvido por Mazarei et al. em 2007, no qual
a participacdo de EREBPs (“Ethylene-responsive Element-binding Proteins™) nas vias de
regulacdo mediadas por ET e JA foi demonstrada a partir da expressdo destes fatores de
transcricdo em soja transformada geneticamente. Até o momento, nenhum trabalho
envolvendo o estudo funcional de fatores de transcricio WRKY de soja através da

transformacao genética desta espécie foi publicado.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

O presente trabalho pretende caracterizar e determinar a fungdo de genes que
codificam proteinas WRKY em soja, relacionados com os processos de resposta ao ataque
do fungo P. pachyrhizi, agente causador da ferrugem asiatica, através de estratégias de

genética reversa e estudos de expressao génica.
2.2. Objetivos especificos

1°.  Isolar as sequéncias genémicas e codificantes dos genes selecionados;

2°.  Determinar o padrdo de expressdo desses genes em plantas de soja, através de
PCR em tempo real (RT-gPCR);

3% Construir vetores de transformacgdo vegetal contendo os genes clonados, tanto
para superexpressao quanto para o silenciamento (via RNAI) da expressao dos
mesmos;

4°.  Obter linhagens transgénicas de soja com as construcdes descritas no item c;

50,  Caracterizar em nivel molecular, através de PCR e RT-gPCR,

as linhagens de soja estavelmente transformadas.
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3. METODOLOGIA

3.1. Material

As cultivares 1AS 5, BRSMG 68 (Vencedora), e MGBR 46 (Conquista) de soja
[Glycine max (L.) Merrill] foram utilizadas para a obtencdo de DNA, RNA e nos
experimentos de transformacéo genética. Para a multiplicagdo dos vetores de clonagem e de
transformacdo de plantas foram utilizadas as cepas de Escherichia coli X-L1 Blue
(Stratagene) e Topl0 (Invitrogen). A cepa de Agrobacterium tumefaciens LBA4404 foi

utilizada no co-cultivo com a soja no processo de transformacéo genética vegetal.
3.2. Selecdo, andlise in silico e isolamento dos genes de interesse

A selecdo dos genes de estudo, envolvidos na resposta da soja a infeccdo pelo fungo
P. pachyrhizi, ocorreu a partir de analise de microarranjo realizada por van De Mortel et al.
em 2007, na qual genes codificando 46 fatores de transcricdo da familia WRKY
apresentaram niveis alterados de expressdo apds a inoculacdo de folhas de soja com o

referido patdgeno. A selecao foi realizada com base nos seguintes critérios:

1°. Apresentar perfil de expressao diferencial ao longo do periodo analisado;

2°. Apresentar perfil de expressdo diferencial entre a cultivar suscetivel (Embrapa-48)
e a linhagem resistente (P1970230) utilizadas no estudo;

3% Apresentar perfil de expresséo diferencial entre si.

Além desses, a disponibilidade destas seqiiéncias (a0 menos parciais) no Genbank
também foi fator determinante para a selecdo dos genes em estudo. Isto porque, no
momento de sua selecdo (inicio de 2008), os resultados obtidos no sequenciamento do
genoma da soja ainda estavam sendo montados (esta montagem sé foi finalizada no inicio
de 2009), de forma que as informagdes obtidas no banco de dados onde este foi depositado

(Phytozome - http://www.phytozome.org/soybean) se mostravam ainda incompletas.
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Através dos codigos de acesso obtidos no microarranjo (Gene Chip® Soybean
Genome Array, Affimetrix) foi realizada a anélise in silico dos genes selecionados. Suas
ESTs e seqléncias codificantes parciais foram obtidas no NCBI GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/) e suas sequéncias genémicas foram obtidas no
Phytozome. Estas Gltimas eram verificadas a medida que atualizagbes no banco de dados

eram realizadas.

O isolamento das seqliéncias gendmica e codificante dos genes selecionados foi
realizado através do desenho de oligonucleotideos iniciadores (“primers”) especificos para
cada gene, seguido de clonagem em vetor pPGEM®-TEasy (Promega) seguindo o protocolo
fornecido pelo fabricante. Os vetores obtidos da clonagem dos fragmentos isolados em
PGEM®-TEasy foram inseridos em Escherichia coli XL-1Blue por choque térmico, como
descrito no item 3.4. A fim de obter grande quantidade de cada produto clonado, colonias
recombinantes foram cultivadas em meio LB liquido contendo 50 pg.ml™ de ampicilina e
submetidas & extracdo de plasmideo (Wizard® Plus SV Minipreps, Promega), de acordo
com o manual do fabricante. Os plasmideos purificados foram enviados para

sequenciamento, para a confirmacao da identidade génica.
3.3. Obtencéo de vetores para a transformacao de soja

Construcdes utilizando vetores de expressdo em planta foram obtidas visando a
superexpressdo e o silenciamento dos genes em estudo. Estas foram obtidas através da
tecnologia Gateway® de clonagem (Invitrogen), baseada na utilizacdo de sitios de
recombinagdo homologa que garantem a inser¢do bem sucedida de fragmentos de DNA no
vetor de interesse, sem a necessidade de utilizagdo de enzimas de restricdo. Primeiramente,
o fragmento de DNA isolado foi amplificado com um “primer” direto especifico, para que
houvesse a adicdo da seqiiéncia de nucleotideos “CACC” em sua extremidade 5
possibilitando a ligacdo adequada do fragmento de interesse ao vetor de entrada (PENTR
Directional TOPO®, Invitrogen), uma vez que este possui uma extremidade “GTGG”
proeminente. Esta ligacdo gerou uma construcao que, a seguir, foi utilizada para efetivar a

transferéncia do fragmento de interesse para o vetor de destino (neste caso os vetores de
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expressdo em plantas) através de uma “recombinacdo LR” utilizando a enzima LR
clonase™ Il (Invitrogen) de acordo com as especificacBes do fabricante. As construgdes
obtidas contendo os fragmentos de interesse, tanto no vetor de entrada quanto nos vetores
de destino, foram mantidas em E. coli Top 10 transformada por choque térmico, como
descrito no item 3.4.

3.3.1. Construgdo de superexpressao

O vetor de destino utilizado para a superexpressao foi o pH7WG2D,1 (Karimi, Inzé
& Depicker, 2002 - http://www.psb.ugent.be/gateway/) (Figura 6). Este € um vetor binario
no qual o fragmento de interesse é inserido entre o promotor e o terminador do 35S do
CaMV (o promotor P35S é altamente ativo na maioria das células vegetais); genes de
resisténcia a estreptomicina e a espectinomicina permitem a selecdo em bactéria e a
selecdo em planta se deve a presenca do gene hpt (higromicina fosfotransferase) que
confere resisténcia a higromicina. Este plasmideo possui ainda, um gene repdrter que
codifica uma “Green Fluorescent Protein” (gfp), cuja expressdo € controlada pelo promotor
rolD.
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Figura 6. Vetor de superexpressdo pH7WG2D,1 (http://www.psb.ugent.be/gateway/). Neste
vetor, 0 gene de interesse é inserido entre os sitios attR1 e attR2 através de recombinacdo homdloga,
sendo sua expressdo em planta controlada pelo promotor 35S de CaMV (em amarelo). Os genes de
resisténcia a antibidticos estdo representados em rosa: estreptomicina (Sm) e espectinomicina (Sp)
possibilitam a selecdo de bactérias recombinantes, enquanto a selecdo em planta é obtida pela resisténcia a
higromicina (Hyg). O gene reporter gfp (em verde) é expresso sob o controle do promotor rolD (em
amarelo). RB e LB (em cinza) representam as bordas direita (“right border”) e esquerda (“left border”) do
T-DNA (Modificado de Karimi, Inzé & Depicker, 2002).

3.3.2. Construcéo de silenciamento

Para o silenciamento por RNAIi, o vetor de destino utilizado foi o
pH7GWIWG2(11),0 (Karimi, Inzé & Depicker, 2002 - http://www.psb.ugent.be/gateway/)
(Figura 7). Neste vetor binario, o fragmento de interesse é inserido duas vezes, de forma

direta e inversa, havendo uma sequiéncia de intron (de Arabidopsis) entre as duas insercoes,
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permitindo assim a formacdo de um *“hairpin” RNA que resulte na ativacdo do
silenciamento pdés-transcricional de seqiiéncias homdlogas. A selecdo em bactéria é feita
devido a presenca de genes de resisténcia a estreptomicina e a espectinomicina e a selecéo
em planta é obtida pela resisténcia a higromicina (hpt). Além disso, o plasmideo possui um
gene que confere resisténcia ao cloranfenicol (CmR) no meio da sequiéncia de intron,

permitindo a selecdo apropriada deste.
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Figura 7. Vetor de silenciamento pH7GWIWG2(11),0 (http://www.psb.ugent.be/gateway/).
Neste vetor, o fragmento de interesse é inserido duas vezes, de forma direta e reversa, entre os sitios attR1
e attR2 e expresso em planta sob controle do promotor 35S de CaMV (em amarelo). Para que ocorra a
formacéao apropriada do “*hairpin, uma seqiiéncia de intron (em azul) esté4 situada entre os fragmentos
clonados. Os genes de resisténcia a antibi6ticos estdo representados em rosa: a selegdo do intron é
realizada através da resisténcia ao cloranfenicol (Cm) em bactéria, estreptomicina (Sm) e espectinomicina

(Sp) séo utilizadas na selecéo de colénias recombinantes e a selecdo em planta é obtida pela resisténcia a
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higromicina (Hyg). RB e LB (em cinza) representam as bordas direita (“right border”) e esquerda (“left
border”) do T-DNA (Modificado de Karimi, Inzé & Depicker, 2002).

3.4. Transformacéao de Escherichia coli

Células termo-competentes de E.coli foram preparadas conforme protocolo descrito
a seguir: coldnias isoladas foram cultivadas em 3 ml de meio LB liquido, na presenca do
antibiotico adequado para a selecfo de cada cepa — 10 pg.ml™ de tetraciclina para X-L1
Blue e 20 pg.ml ! de estreptomicina para Top10 — sob agitagdo constante de 225 rpm, a
37°C por 16 h. Uma pré-cultura foi feita (500 pl em 20 ml de meio liquido com
antibidtico), por 2 h e 30 min a 37°C, sob agita¢do (225 rpm); sendo esta transferida para
tubos de centrifuga estéreis e centrifugada (5.000 rpm por 10 min). Apds o descarte do
sobrenadante, adicionou-se ao precipitado 5 ml de CaCl, 0,1 M, seguido de
homogeneizagdo (vortex). As células foram mantidas no gelo por 20 min, sendo entdo
repetidas a centrifugacdo (5.000 rpm por 10 min) e o descarte do sobrenadante. Em
seguida, adicionou-se mais uma vez CaCl, 0,1 M (agora 0,5 ml) seguido da ressuspensao
do precipitado no gelo. Este foi mantido no gelo até o momento da transformacdo, realizada
por choque térmico, como descrito a seguir: a 100 ul do precipitado bacteriano foram
adicionados 300 ng do produto de cada ligacdo; a mistura foi mantida no gelo por 30 min,
sendo entdo incubada a 42°C por 2 min e levada mais uma vez ao gelo, onde foi mantida
por 2 min. A seguir, adicionou-se 400 pl de meio LB liquido ao produto da transformacao,
sendo este incubado a 37°C por 40 min. Apds esse periodo, as células bacterianas foram
cultivadas em meio LB solido acrescido dos antibi6ticos de selecdo adequados para cada
caso: para o vetor pGEM®-TEasy, adicionou-se ao meio de cultivo 50 pg.ml™ de
ampicilina — além de 24 pl de X-Gal (40 mg.ml™) e 10 pul de IPTG (1M)". Coldnias de E.

1 0 Vetor pGEM®-TEasy possui mecanismo de selecdo de recombinantes através do operon lac: a
seqliéncia codificante do gene lacZ esta inserida no sitio miltiplo de clonagem, resultando na producéo da
enzima B-galactosidase (col6nias azuis). A inser¢do bem sucedida do fragmento de interesse nesta regido
resulta na interrupcdo do gene lacZ; neste caso a enzima ndo é produzida e as coldnias bacterianas

recombinantes sdo brancas.
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coli Top10 recombinantes foram selecionadas pela adicio de 50 pug.ml™ de canamicina para
o vetor de entrada (PENTR Directional TOPO®): 20 pg.ml ™ de estreptomicina e 75 pg.ml ~
! de espectinomicina para o vetor de superexpressdo (pH7WG2D,1) e 20 pg.ml ™ de
estreptomicina, 75 pg.ml "1 de espectinomicina e 100 pg.ml * de cloranfenicol para o vetor
de silenciamento [pH7GWIWG2(I1),0].

3.5. Transformacéo de Agrobacterium tumefaciens

Células eletro-competentes de A. tumefaciens LBA4404 foram preparadas conforme
0 protocolo descrito a seguir: coldnias isoladas foram cultivadas em 5 ml de meio LB
liquido com rifampicina (50 pg.ml ™) sob agitacéo constante de 225 rpm, a 28°C por 48 h.
Pré-culturas desta foram feitas (500 pl em 100 ml de meio liquido com rifampicina), com
tempos diferentes. Apés 16h, a densidade Optica (D.O.) destas culturas foi medida em
espectrofotdmetro, sendo utilizada a cultura que apresentasse D.O.goonm 0,5. A cultura
escolhida foi entdo colocada em frascos GSA (30 ml de cultura por frasco de 40 ml) e
centrifugada a 5.000 rpm por 15 min a 4°C. Descartou-se o sobrenadante e o precipitado foi
ressuspenso em 150 ml de agua milli-Q a 4°C. Este procedimento foi repetido trés vezes,
sendo o precipitado ressuspenso sucessivamente em 100 ml de &gua milli-Q a 4°C, 20 ml
de glicerol 10% estéril e 2 ml de glicerol 10% estéril. As células foram divididas em
aliquotas de 100 pl e armazenadas em nitrogénio liquido até o momento da transformacéo.
Esta foi realizada por eletroporacdo, onde aproximadamente 200 ng do DNA recombinado
foram homogeneizados a 100 pl de bactéria competente, sendo a mistura submetida a uma
diferenca de potencial de 500 volts em eletroporador (BioRad Gene Pulser® II).
Imediatamente ap6s o choque, foram adicionados 400 pl de LB liquido as células
eletroporadas, sendo a suspensdo cultivada por 1 h a 28°C sem agitacao, seguida de 2 h a
28°C sob agitacdo constante de 225 rpm. A suspensao foi entdo plaqueada em meio sélido
contendo rifampicina (50 pg.ml ) estreptomicina (20 pg.ml ) e espectinomicina (75

ug.ml ™). O processo foi repetido para cada construcéo obtida.

39



3.6. Extracédo de DNA

A extracdo de DNA gendmico de folhas de soja foi realizada utilizando-se o tampao
CTAB, conforme protocolo descrito por Doyle & Doyle em 1987, com algumas
modificagbes. ApoOs desidratacdo com silica-gel (por 48 h, no minimo), colocou-se
aproximadamente 100 mg de cada amostra foliar em um tubo de micro-centrifuga, sendo
este mergulhado diretamente no nitrogénio liquido e a amostra macerada com pistilo. A
separacdo dos acidos nucléicos de proteinas foi realizada em duas etapas: primeiramente
adicionando-se fenol / cloroférmio (1:1) e em seguida cloroférmio / &lcool isoamilico
(24:1). Na etapa de precipitacdo com isopropanol, adicionou-se meio volume de acetato de
amonio 7,5 M para a purificacdo do DNA precipitado. O DNA extraido foi solubilizado em
50 pl de &gua milli-Q estéril e as amostras foram quantificadas através do sistema Qubit™
(Quant-iT™ dsDNA BR Assay Kit, Invitrogen).

3.7. Extracéo de RNA total

O material vegetal foi coletado e imediatamente congelado em nitrogénio liquido,
sendo armazenado a -80°C até o momento da extracdo de RNA total. Esta foi realizada com
0 reagente Trizol (Invitrogen), de acordo com o protocolo do fabricante. Apos a extragéo, a
fim de eliminar contaminantes de DNA gendmico, todas as amostras foram tratadas com
DNAse (Promega), sendo entdo quantificadas através do sistema Qubit™ (Quant-iT™
RNA Assay Kit, Invitrogen).

3.8. Sintese de cDNA

A sintese de cDNA a partir do RNA total foi realizada utilizando-se o kit de
transcricdo reversa M-MLV (Promega), de acordo com as instrugfes do fabricante. Para
cada reacdo, utilizou-se 10 pl de amostra de RNA tratado com DNAse. Ap0s a sintese, 0
volume final obtido de cada amostra (50 pl) foi diluido dez vezes (solucdo estoque) em
agua milli-Q estéril. Para uso nas reacdes de RT-gPCR, a solucdo estogue foi novamente
diluida 10 vezes (diluicdo de 1:100).
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3.9. Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

As reacOes de amplificacdo dos DNAs genémicos, plasmidiais e cDNAs foram
geralmente realizadas utilizando-se: 1 pl de MgCl, 50 mM, 2,5 pl de tampéo 10x, 0,5 pl de
dNTPS 10 mM, 1 pl de cada “primer” (direto e reverso) 10 mM, 0,25 pl de Taqg DNA
Polimerase (5 U/ ul), 17,75 pl de agua milli-Q estéril e 1 pl de DNA. As condi¢des
utilizadas para a polimerizacao foram: desnaturacédo inicial a 94°C por 5 min, 35 ciclos de
desnaturagéo a 94°C por 1 minuto, anelamento a 59°C por 1 minuto, extensdo a 72°C por 1
minuto e extensdo final a 72°C por 5 min. As amplificacbes foram submetidas a
eletroforese e os fragmentos foram visualizados em gel de agarose (de 0,8 a 1,5%) corados
com GelRed™ (Biotium, Inc) ou brometo de etidio. Uma lista com os “primers” utilizados
nas reacOes de PCR encontra-se na Tabela 1.
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Tabela 1. Lista dos “primers” utilizados nas rea¢fes de PCR

Primer Direcio Segiiéncia

For F-CACCATGGAGAGTGACTTGAG -3’

GmWRKY20
Rev 5- GTGCAATCAGCACAAAAATCC-Y
For 5-CACCATGGAGAGTGACTTGAG-¥
GmWRKY46

Rev 5- AGTGAAATGCAATCAGGAGAAA-Y

For 5- CACCAAAGACATCCTTGGAGCCAA-Y
RNAil

Rev S-TGTIGGTTGTCTTGTTTCATGC-3’

For 5- CACCCAGAGGCAAGCATACCTGTTC-3
RNA:2

Rev S-TGTGGTTGTCTTGITTCATGC -3’

For F-TTGCTTCCAGAGAAGAGCATC -¥°

5'UTRWRKY20
Rev -
For S-TTCCAACTCTGCTCCAGAAAA-F
5'UTRWRKY46

Rev =

For 5- GGACCCCCACCCACGAGGAG-Y
P358

Rev -

For F-GTCAAGCTGACCTGCAAACA-¥
ITntronl

Rev F-TGCCTCTTCTTACGGCTTTC-3

For 5- GCGATTGCTGATCCCCATGTGTGTAT-3’

Hprl
Rev - GGTTTCCACTATCGGCGAGTACTT-3

3.10. PCR em tempo real quantitativo (RT-qPCR)

As reacdes de RT-gPCR foram realizadas em aparelho StepOne Plus™ Real Time

PCR System (Applied Biosystems™), conforme as seguintes condigdes: uma etapa de
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desnaturacdo inicial de 5 min a 94°C, seguida por 45 ciclos de 10 s a 94°C, 15sa 60°C e 15
s a 72°C. Apds a amplificacdo, as amostras foram mantidas por 2 min a 40°C para
reanelamento e, entdo, aquecidas de 55 até 99°C com uma taxa de incremento de 0.1°C/s
para aquisicdo de dados e obtencéo da curva de desnaturacdo. As reagdes foram feitas em
um volume final de 20 ul, sendo os mesmos compostos de 2 ul de tampdo PCR 10x
(Invitrogen), 1,2 pl de MgCl; 50 mM, 0,4 ul de dNTPs 5 mM, 0,4 ul de cada par de
“primers” 5 uM, 4,95 pl de 4gua ultra pura, 1,0 pl de SYBR® Green (1:100.000, Molecular
Probes Inc.) e 0,05 ul de Platinum Tag DNA polimerase (5 U/ul, Invitrogen). A este “mix”,
adicionou-se: 10 ul de cDNA (diluicdo 1:100) nas analises de expressao génica; ou 10 ul de
DNA genémico em dilui¢Bes seriadas (1:100, 1:1.000 e 1: 10.000), para a estimativa do
numero de coOpias do transgene. A temperatura de anelamento de todos os “primers” foi
ajustada para 60°C. Uma lista com os “primers” utilizados nas reacdes de RT-gPCR

encontra-se na Tabela 2.

Tabela 2. Lista dos “primers” utilizados nas reagbes de RT-gPCR

Primer Direcio Seqiiéncia
For S-TTGCAAAGTTCAGAAGTATCTTGTC-3
GmWRKY20rt
Rev 5- GTGACCTGTTGTAGATCCCATC-3’
For 5- CAATGCATCATCAACTTCCG -3
GmWRKY 161t
Rev 5- CAAGACCACTTTCACAGCTCAC-®
For 5- AGATAGGGAAATGTTGCAGGT -3
GmFbox
Rev 5- CTAATGGCAATTGCAGCTICTC -3
For 5-ATGAATGACGGTTCCCATGTA -3’
GmMetallo
Rev 5- GGCATTAAGGCAGCTCACTCT-¥
For 3-TACCTATGATGCCTCCACCA-¥
GmlLel
Rev 5- GAGACCCCTATCCTCACCCA-¥

Nas anélises de expressdo génica, os resultados foram expressos através de uma

quantificacdo relativa a dois genes utilizados como controles endégenos da reagdo — “F-box
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protein family” e “metalloprotease” (Libault et al. 2008) — através da metodologia 2!

descrita por Livak & Schmittgen em 2001.

A estimativa do numero de copias do transgene por RT-qPCR foi realizada atraves
da “Quantificacdo relativa pela analise da curva padrdo” (Shou et al., 2004). Nesta técnica,
a diluicdo seriada das amostras possibilita a obtencdo de curvas-padrdo relativas, onde os
valores de Ct entre o0 gene alvo e um controle enddgeno sdo comparados. Este controle
enddgeno é um gene cujo numero de copias no genoma em estudo é pré-estabelecido,
sendo utilizado para a normalizacdo da reacdo — os valores obtidos nas dilui¢des para o
gene-alvo sdo divididos pelos valores obtidos para o controle enddgeno (“‘quantidade
relativa ao gene enddgeno’,1). Além disso, € necessaria a utilizacdo de um “calibrador”,
ou seja, uma planta onde o numero de cdpias do gene-alvo é conhecido. Os valores
normalizados obtidos nas amostras analisadas sdo divididos pelos valores normalizados
obtidos nas amostras do calibrador (““nimero de copias™, 2) (Bubner & Baldwin, 2004;
Shou et al., 2004). O controle enddgeno utilizado foi o gene da lectina Lel (Schmidt et al.

2001) e plantas de soja WT foram utilizadas como calibradores.

3.11. Analises da expressao génica ao longo do desenvolvimento e em resposta a
estresses
3.11.1. Diferentes 6rgéos e fases do desenvolvimento

Plantas de soja da cultivar MGBR 46 (Conquista) foram semeadas em casa de
vegetacdo e as amostras coletadas como especificado na Tabela 3, sendo imediatamente
congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C até 0 momento da extracdo de
RNA. De um grupo de plantas jovens, foram coletadas amostras de raiz e folha, 14 dias
apos a semeadura destas. De outro grupo, trés meses ap0s a semeadura foram coletadas
amostras de flor e de folha. No més seguinte foram coletadas — deste mesmo grupo de
plantas maduras — amostras de caule, além das amostras de vagem e semente. Para cada
tipo de amostra analisada, foram utilizadas quatro replicatas biolégicas (quatro vasos),

sendo cada uma destas composta por um “pool” de quatro plantas diferentes.
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Tabela 3. Orgdos utilizados nas andlises de expressdo génica e as respectivas fases do

desenvolvimento nas quais estes foram coletados.

Fases do desenvolvimento érg:’ios
Folha
0
DPlanta jovem
Raiz
Folha
1 Flor fechada (4-5 mm)

Durante a floragio Flor na fecundacio (6-7 mm)

Flor aberta

Caule

3 Semente imatura®

30 dias apos a floracio Semente com embriGo

Vagem**

* Sem embriio.
** Sem semente.

3.11.2. Infec¢do por P. pachyrhizi

O experimento de infeccdo por P. pachyrhizi foi realizado em abril de 2009, na
sede da Embrapa Soja (Londrina, PR). Plantas de soja da cultivar Embrapa — 48
(gendtipo suscetivel) e da linhagem Pl 561356 (gendtipo resistente) foram semeadas em
casa de vegetacdo — seis vasos com cada genotipo, trés plantas por vaso. Trés semanas
apos o inicio do cultivo, realizou-se a inocula¢do com o patdgeno: uredinidsporos foram
coletados e ressuspensos em agua contendo gotas de Tween-20, para uma concentracdo
final de 2,6 x 10* esporos. mI™. A solucdo foi borrifada nas folhas de metade das plantas
de cada gendtipo, sendo a outra metade utilizada como controle (“mock-inoculated”). A

inoculacdo ocorreu apds as 18h (& noite a umidade € maior, facilitando o processo de
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infeccdo pelo fungo) e as plantas inoculadas permaneceram por doze horas cobertas por
plastico. Trifolios foram coletados 1, 12, 24, 48, 96 e 192 hpi, sendo imediatamente
congelados em nitrogénio liquido e armazenados a -80°C até 0 momento da extracdo de
RNA.

3.11.3. Estresse salino

Apo6s duas semanas de cultivo em camara de crescimento (em copos plasticos
contendo vermiculita), plantas de soja foram tratadas com solugdo salina (150 mM de
NaCl), duas horas ap6s o inicio do fotoperiodo. Amostras de quatro copos, com duas
plantas cada, foram utilizadas como controle (“mock’”) e a mesma quantidade foi tratada.
Amostras de raizes e folhas foram coletadas 6 h ap6s o tratamento, sendo imediatamente

submetidas a extracdo de RNA.
3.12. Andlises estatisticas

Os resultados obtidos nos experimentos de quantificacdo da expressdo génica (item
3.11) foram avaliados quanto a sua significancia estatistica através das seguintes analises:
“one-way” ANOVA seguida do teste de Tukey HSD (p < 0,05) (SAS/STAT® Software v.8)
nas analises de expressdo em diversos 6rgdos e fases do desenvolvimento; e teste - T de
Student (p < 0,05) (Microsoft® Office Excel 2007) nas analises de expressdo na infeccdo

por P. pachyrhizi e em condi¢des de estresse salino.
3.13. Transformacéo genética de soja

Uma lista com os meios de cultivo vegetal utilizados nas etapas descritas a seguir €
apresentada na Tabela 4. Os conjuntos embriogénicos submetidos a cada experimento de

transformacdo realizado s&o descritos na Tabela 5.
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3.13.1. Inducdo de embriogénese somdtica e obtencdo de tecido embriogénico

proliferativo

Vagens imaturas de soja foram colhidas de plantas cultivadas no campo e
esterilizadas pela imersdo em etanol 70% (1 minuto), seguida da imersdo em solucdo de
hipoclorito de sodio 4% contendo gotas de Tween-20 (15 min) e de trés lavagens
subsequentes, com agua destilada autoclavada. Para a inducdo de embriogénese somatica,
sementes (3-5mm) foram excisadas das vagens esterilizadas. As metades dos cotilédones
removidos foram utilizadas como explantes e colocadas em meio de inducdo D40. Apos 30
dias, os explantes embriogénicos foram transferidos para meio de proliferacdo semi-sélido
D20. Apos 14 dias, os conjuntos de embrides secundarios foram removidos dos cotilédones
e transferidos para meio fresco. Sub-culturas destes para meio D20 fresco foram realizadas
a cada 14 dias. A cultura in vitro foi mantida em camara de crescimento a 26+1°C de

temperatura, com fotoperiodo de 16 h e intensidade luminosa de 20 pmol m?s™.
3.13.2. Transformacéao por biobalistica (bombardeamento de particulas)

Este processo de transformacéo foi realizado através de um acelerador de particulas
de baixa pressdo (PIG — Finer et al., 1992), segundo protocolo descrito por Finer &
McMullen em 1991. Previamente ao bombardeio, placas de Petri com conjuntos de
embrides globulares (15 conjuntos por placa) foram abertas em capela de fluxo laminar
(por 15 min) para que estes fossem parcialmente desidratados, reduzindo assim a pressao de
turgor do material vegetal (Vain et al. 1993). As particulas de tungsténio diluidas em agua
estéril (100 mg.ml™), adicionou-se 2 pl do DNA-alvo (250 ng.pl™). A esta mistura, foram
adicionados 25 pl de CaCl; 2,5 M e 10 pl de espermidina 0,1 M. Apds homogeneizacao e
incubacao no gelo (5 min), 45 ul do sobrenadante foi descartado, sendo 2 pl do precipitado

utilizado em cada disparo.
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3.13.3. Transformacdo via sistema integrado “bombardeamento /

Agrobacterium”

Linhagens de A. tumefaciens recombinante foram preparadas de acordo com
procedimento descrito por Droste et al., em 2000: coldnias isoladas foram cultivadas por 48
h em meio LB liquido contendo rifampicina (50 mg.I™"), canamicina (50 mg.l") e
acetoseringona (100 uM), a 28°C sob agitacdo continua. Apos centrifugacdo, as células
foram ressuspensas em meio liquido D10 com 100 uM de acetoseringona (D.O. gponm final
de 0,3).

A seguir, realizou-se o protocolo de bombardeamento, como descrito no item
3.13.2. Neste caso, as particulas foram preparadas livres de DNA; servindo apenas para
causar micro-ferimentos nas células vegetais bombardeadas, facilitando a subsequente
infeccdo por A. tumefaciens. Apos serem bombardeados, os conjuntos de embrides foram
incubados com a suspenséo bacteriana durante 20 min, sendo a seguir, secos em papel filtro
estéril (para a retirada do excesso de bactéria) e co-cultivados por 48 h em meio D20 com
acetoseringona (100 uM). Ao co-cultivo sucedeu-se a lavagem dos embriGes em agua
destilada autoclavada, seguida de secagem em papel filtro estéril e transferéncia para meio
D20 contendo 250 mg.I™" de cefotaxima e 250 mg.I™ de vancomicina (Wiebke et al., 2006).
Estes antibidticos foram adicionados aos meios de cultivo subseqlientes, inclusive durante o
periodo de selecdo por higromicina, até que o tratamento completasse 49 dias, garantindo a

eliminacdo total da bactéria utilizada na transformacé&o.

3.13.4.Selecdo de transformantes, regeneragdo e aclimatacdo das plantas
obtidas

Ap0s serem submetidos a qualquer um dos processos de transformacdo genética
referidos acima, os conjuntos embriogénicos de soja foram submetidos & selecdo de
transformantes através do cultivo vegetal em doses crescentes de higromicina. Esta
selecdo teve inicio 10 dias ap0s a realizacdo de cada experimento de transformacéo,
quando se adicionou 12,5 mg.I"* de higromicina ao meio de proliferacdo de embrides
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(D20). Apbs 21 dias, a dose de higromicina foi aumentada para 25 mg.I". Apés trés
meses de selecdo, ao total, conjuntos de embrides resistentes a higromicina (que
permaneceram verdes) foram destacados dos embrides ndo resistentes e proliferados em
meio D20 por trés meses, para que os eventos de transformacdo obtidos fossem
multiplicados. A seguir, os conjuntos proliferados foram transferidos para meio MSM6
(acrescido de 1% de carvao ativado) para iniciarem seu processo de histodiferenciagao e
maturacdo, onde permaneceram por 30 dias. Por mais 30 dias, os embribes
permaneceram em meio MSM6 (sem carvdo ativado) para que 0S processos de
histodiferenciacdo e maturacdo fossem completados. EmbriGes maduros obtidos
passaram por um processo de dessecacdo (Buchheim et al. 1989), permanecendo em
placas sem meio de cultura por 6 h; sendo logo em seguida transferidos para meio MSO
para a conversdo em plantulas (em placas de Petri) e subseqiiente regeneracdo (em
frascos). Plantulas regeneradas e enraizadas foram aclimatadas; primeiramente em copos
plésticos contendo vermiculita e cobertos com filme plastico, sendo expostas de forma
gradual as condicGes ambientais; e apds 10 dias (no minimo), transferidas para vasos
com solo orgénico, sendo mantidas em camara de crescimento com temperatura média
de 27+1°C, fotoperiodo de 16 h e intensidade luminosa de aproximadamente 60 pmol m’

2gl
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Tabela 4. Composicdo dos meios de cultivo vegetal utilizados na cultura de embrides somaticos e na
transformacao genética de soja.

Meio de Cultivo Componentes
Sais do MS*, vitaminas do B5**, 40 mg 1! de
D40t 2.4-D, 3% de sacarose, 0,3% de Phytagel™, pH
7.0
Sais do MS*, vitaminas do B5**, 20 mg.I'! de
D20ott 24D, 3% de sacarose, 0.3% de Phyiageln{= pH
6.4
D10 Sais do M5*, vitaminas do B5**, 10 mg.k‘l de
24-D. 3% desacarose, pH 6.4
MSM6Y Sais do MS*, vitaminas do B5**, 6% de sacarose,
0.3%de PhytagelTM= pH6.4
MSOY Sais do MS*, vitaminas do B5**, 3% de sacarose,
0.3%de Phyl:agelTM= pHo6.4

f Bailey, Boerma & Parrott, 1993

™ \Wright et al., 1991

¢ Droste, Pasquali & Bodanese-Zanettini, 2000
% Finer & McMullen, 1991

* Murashige & Skoog, 1962

** Gamborg, Miller & Ojima, 1968
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Tabela 5. Conjuntos embriogénicos submetidos aos experimentos de transformacao realizados.

Experimento I Experimento II Experimento IITT
(bombardeamento/ | (hombardeamento) | (hombardeamento/
Agrobacterium) Agrobacterium)
Cultivares /
COMICRES IASS Venc IASS Venc | IAS5 Venc | Conq
utilizadas
pH7WG2D,1 + _ i ) i _
GmWRKY20 L0 120
pH7GWIWG2(ID),0
L RNAIL - - 150 150 75 45 30
pH7GWIWG2(ID),0
+RNAi2 ; ) ; ) i 39 -

3.13.5.Monitoramento da integracdo do transgene atraves da andlise da

expressao do gene reporter

Como previamente mencionado, o gene gfp esta presente entre as bordas do T-DNA
do vetor de superexpressdo utilizado (pH7WG2D,1). Este é utilizado como gene repérter,
uma vez que o monitoramento da integracdo do T-DNA ao genoma vegetal pode ser feito
atraves da visualizagdo da expressao de gfp sob luz azul. Esta foi realizada em microscopio
de fluorescéncia Olympus® (filtro BP; comprimentos de onde de excitacdo e emisséo de
488 e 505-530 nm, respectivamente), com camera fotografica acoplada. As imagens foram

obtidas através do software QCapture Pro™ 6 (Qlmaging®).
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4. RESULTADOS

4.1. Selecdo, analise in silico e isolamento dos genes para estudo

Em 2007, van De Mortel et al. detectaram, através de anélise de microarranjo, a
expressao diferencial de 46 genes que codificam proteinas WRKY em resposta & infeccdo
por ASR. Alguns destes foram pré-selecionados para estudo, de acordo com seu perfil de
expressdo. Entretanto, em alguns casos a “etiqueta” obtida através do codigo do
microarranjo era insuficiente para a subseqiente identificacdo in silico do gene, de forma
que apenas dois genes, 0s quais possuiam uma porcdo consideravel de sua regido
codificante disponivel no GenBank foram escolhidos para o presente estudo. Através de
seus respectivos cddigos do chip de microarranjo [GmaAffx.51816.1.S1 at e
Gma.1256.1.51_at, Gene Chip® Soybean Genome Array (Affimetrix)], as seqiiéncias das
ESTs referentes a estes genes (BE804769 e B1967912) foram obtidas no GenBank. A busca
por sua identidade génica no GenBank (ferramenta “blastn”), resultou em duas seqliéncias
parciais codificantes (EU019582.1 e EU019564.1) para ambas as ESTSs, respectivamente
anotadas como GmWRKY46 e GmWRKY20. Curiosamente, quando estes dois fragmentos
sdo alinhados, eles se complementam de forma parcial, aparentemente representando as
extremidades amino- e carboxi-terminal da mesma proteina (Figura 8) e sua seqléncia
traduzida possui todas as caracteristicas estruturais comuns aos membros da familia dos
fatores de transcricdo WRKY. Além disso, ao se realizar uma busca por suas respectivas
sequiéncias genémicas no Phytozome, ambas as ESTs apresentaram alta similaridade com
duas regides distintas do genoma (Figura 9): “scaffold_78” e *“scaffold 92”, que foram
identificadas respectivamente como Glyma05g36970 e Glyma08g02580, apds o término da
organizacdo dos dados do genoma. Estes resultados indicavam que, apesar do resultado
obtido no GenBank, as ESTs e seus respectivos perfis de expressdo se referem a dois genes

distintos, com alto grau de identidade.
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CLUSTAL W (1.81) multiple sequence alignment

WRKYZ20 MESDLSWERNTLINELIQGMEVARKLKADLKLEYSVDTRDLLLQRILS SYEKALLILRCS
WRKY4E ~ mm e
WRKYZ0 NASTSELQGMNQATPTLLEE SPLSVHGS PLREDVHGAIMDHHDSKKRK I TRRWMDRVREV S
WRKY46 ~  mm e
WRKYZ20 CESGLEGPHEDGYNWRKYGQKDILGRKYPRSYYRCTFRSTQGCHATKOVQRSDEDETVED
WRKY46 ~ —m—mm—mm——mm e — o QKDILGARKYPRSYYRCTFRSTQGCWATKGYQRSDEDETME D

**************************************:**
WRKYZ20 ITYRGKHTCSQGNNAVLPPKSPEKQEKPTHSHN IDIHRAQASOESLTKFRNILSVNTDNL
WRKY 16 ITYRGNHTCSQGNNAVLEPPKSPEKHEKEPAHSHN IDIHHRAQARSQESLAKFRS ILSVNTDNL

A e A A A A A A AT A A A A AL e AR K e A AR XX LEL a AXEERRRT o kR F XX EEERRL

WREYZ0 MNNGDMAYPFTFESTSFGCMKODNHSLIP-———————————————————————————————
WREY 16 DNGDMAYAF TFESTSFGCMKODNHS LIPLALENDSFLEDLY QTHLLSFTTEESNYF ESPT

mhk kA A AL AAFAAAAAAAAAAAEEE A AL L

WREYZ20 e e
WREY 46 FOMNEFDGIYNRSHEKSDINEIISTHNTSATNSPFIPDENE SLDPVEIDFNF PENTEGELC

Figura 8. Alinhamento das sequiéncias traduzidas das ESTs obtidas no GenBank, anotadas
respectivamente como GmMWRKY20 e GmWRKY46. Asteriscos (*) indicam residuos idénticos, dois
pontos (:) indicam residuos conservados e pontos (.) indicam residuos semi-conservados. O programa

ClustalW v1.81 (http://align.genome.jp/) foi utilizado para o alinhamento.
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BLAST results A

Query: BI967912 (769 letters)
Target: Glycine max- masked genome (1168 sequences, 973344380 total letters)
Program: blastn 2.2.18 [Mar-02-2008]

7 regions identified:
Defline Score E L oieniceouence JRTN

&4 Gmo8 14892 0 I —) 75

® HSP#1: Score: 1489 2 bits (751.0) E-value: 0 Identity: 99.3% (761/766) Positive: 99 3% (761/766) Frame: +1/+1

B Gmos 10472 0 S -1

B HSP#1: Score: 1047.2 bits (528.0) E-value: 0 Identity: 92.0% (706/767) Positive: 92.0% (706/767) Frame: +1/-1

BLAST results B

Query: BEB04769 (522 letters)
Target: Glycine max- masked genome (1168 sequences, 973344380 total letters)
Program: blastn 2.2.18 [Mar-02-2008]

9 regions identified:

Defline  Score I —————ezetvence
&= Gmo5 9322 0 N ©7-522
o 1-58

open all : close all

® HSP#1: Score: 9322 bits (470.0) E-value: 0 Identity: 100.0% (470/470) Positive: 100.0% (470/470) Frame: +1/+1
® HSP#2: Score: 1095 bits (55.0) E-value: 5.2e-22 Identity: 100.0% (55/55) Positive: 100.0% (55/55) Frame: +1/+1

&= Gm0s8 7280 0 555
= 553

open all : close all

# HSP#1: Score: 728.0 bits (367.0) E-value: 0 Identity: 94.6% (442/467) Positive: 94.6% (442/467) Frame: +1/-1
& HSP#2: Score: 105.6 bits (53.0) E-value: 8.2e-21 Idenfity: 100.0% (53/53) Positive: 100.0% (53/53) Frame: +1/-1

Figura 9. Resultado das buscas realizadas no Phytozome (www.phytozome.org/soybean). As
seqliéncias gendmicas correspondentes as ESTs obtidas no GenBank para GmWRKY20 (A) e GmWRKY46
(B) foram buscadas no Phytozome (ferramenta “blast genome”). Nota-se que para ambas as ESTs
utilizadas, as mesmas duas regifes do genoma (Gm05 e Gm08) apresentaram correspondéncia, sendo que

cada uma destas regides apresentou maior ou menor grau de identidade com uma das duas sequéncias.

Na tentativa de resolver esta contradicdo e confirmar a presenca de dois genes
codificando proteinas muito similares, “primers” foram desenhados visando o isolamento —
tanto da sequéncia genémica quanto da codificante — dos genes em questdo. Os fragmentos
obtidos foram clonados em vetor pGEM®-TEasy (Promega) e enviados para

sequienciamento (dados ndo mostrados). O alinhamento das sequéncias completas de
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aminodcidos de GmWRKY20 e GmWRKY46, obtidas a partir de suas sequéncias de
nucleotideos codificantes, pode ser visualizado na Figura 10. Nela estdo ressaltados os
residuos de amino&cidos conservados presentes em cada gene. Sua anélise possibilitou a
classificacdo de ambos os genes no grupo Il da superfamilia de fatores de transcrigdo
WRKY (Eulgem et al., 2000). A Figura 11 é uma representacdo grafica da estrutura de
éxons e intros de ambos 0s genes, ressaltando a presenca uma pequena insercao/delecéo de
12 nucleotideos situada na primeira juncdo éxon/intron, sendo esta a maior diferenca
estrutural apresentada entre as duas sequéncias. Um resumo com os dados obtidos sobre 0s

genes em estudo é apresentado na Tabela 6.

CLUSTAL W (1.81) multiple sequence alignment

GMWRKY20 MESDLSWERNTLINELIQGMEVARKLKADLKLPYSVDTRDLLLQRILSSYEKALLILRCS
GMWRKY46 MESD LSWEQNTLINELIQGMEVARKLKAD LRMPYSVDSRDLLVQRI LSSYEKALLILRCN
GMWRKY20 NASTSELQGMNQATPTLLPESPLSVHGSPLREDVHGAIKDHHNSKK - ---REITPKWMDR
GMWRKY46 ASSTS ELQAMSQATPTL LPESPLSVHGSPLREDVDGTI KDHQEVKHDSKKRKATP KWMDH
GMWRKY20 VRVSCESGLEGPHEBGYNIRENGOKD BEE A< YERSM¥RCTEFR S TR GEWATROVER SBEBP
GmMWRKY46 VRVSCESGLEGPH EISYN_D-AK\-S-EIFRN'IIGC\'\I_RSIEIP
GMWRKY20 TMFDIM¥RENBEESQGNNAVLPPKSPEKHEKPAHSHNIDIHHAQASQESLAKFRSILSVN
GMWRKY46 TVFDI-RIKJHICSQGNNAVLP PKSPEKQEKPTHSHNIDITHRAQASQESLTKFRNILSVN
GMWRKY20 TDNLDNGDMAYAFTFPSTSFGCMKQDNHSLIPLALENDSFLSDLYQTHLLSPTTPESNYF
GMWRKY46 TDNLNNGDMAYPFTFPSTSFGCMKQDNHSLIPWALENESFLSDLYQTHLLSTTIPESNYF
GMWRKY20 PSPTFQMNEFDGIYNRSHSKSDINEIISTNTSATNSPIPDFNFSLDPVEIDPNFPFNTPG
GMWRKY46 PSPTFQMNVFDGI YSKPHSESDINEIISTNTSATNSPIPDFNFSLDPVEIDPNFPENTPG
GMWRKY20 FLC

GmWRKY46 LFS

Figura 10. Alinhamento dos aminodacidos deduzidos a partir seqiiéncias codificantes completas
clonadas de GmWRKY20 e GmWRKY46 e identificacdo dos residuos conservados entre WRKY's
grupo 1. Asteriscos (*) indicam residuos idénticos, dois pontos (:) indicam residuos conservados e
pontos (.) indicam residuos semi-conservados. O programa ClustalW v1.81 (http://align.genome.jp/) foi

utilizado para o alinhamento. A identificacdo dos residuos de amino&cidos conservados entre os fatores de
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transcricdo WRKY (em rosa) e do padrdo C,-HC nos provaveis sitios de ligacdo a zinco (em verde),

permitiu a classificacéo desses genes no grupo 11 da superfamilia (de acordo com Eulgem et al., 2000).

320 pb 262 pb 634 pb
GmWRKY20
332pb 262 pb 634 pb
GMWRKY46

Figura 11. Representagdo gréafica comparativa da estrutura de éxons e introns de GmWRKY20
e GmMWRKY46. Os éxons estdo representados por blocos coloridos e os introns por linhas cinza. A
diferenga de tonalidade entre o primeiro éxon de cada gene (verde claro / verde escuro) representa a
diferenga de tamanho apresentada por eles: esta é causada por uma inser¢do / delecdo de 12 nucleotideos
(linhas pontilhadas verticais) ao final do primeiro éxon, resultando na principal diferenga estrutural
existente entre os genes em estudo. Pb, pares de base.

Tabela 6. Nomenclatura, caracteristicas estruturais, classificagdo, localizagdo no genoma e

cddigos de acesso dos genes selecionados para estudo.

na familia*

Cﬁdlg" de =
Proteina Classifica¢io
Cromossomo cDNA (pb) :
(aa)

Gma.1256.1.51_at BI967912
GmWRKY20 8 3 2 1.080 360 Grupo IIT (EU019564.1) Glyma08g02580
GmaATffx.51816.1.5
BES804769
GmWRKY46 5 3 2 1.092 364 Grupo IIT 1_at Glyma05g36970
(EU019582.1)

“ de acordo com Eulgem et al., 2000.
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4.2. Analises da expressdo génica

4.2.1. Diferentes 6rgaos e fases do desenvolvimento

O nivel de expressdo de transcritos de GmWRKY20 e GmWRKY46 foi medido em
diferentes 6rgdos e fases do desenvolvimento de plantas de soja (Figura 12). Nas condicfes
em que o experimento foi realizado, a expresséo de ambos os genes ndo foi detectada em
nenhuma das amostras de flor nem de semente utilizadas. Na maioria dos érgdos
analisados, os niveis de expressdo entre GmWRKY20 e GmWRKY46 ndo diferiram
estatisticamente, exceto na vagem. A expressdo de GmWRKY20 foi significativamente
maior no caule de plantas maduras, sendo a folha dessas plantas o 6rgdo que apresentou
menor expressdo. De forma semelhante, o maior nivel de expressdo de GmWRKY46 foi
encontrado no caule de plantas maduras. Entretanto, o nivel de expressdo apresentado em
raizes de plantas jovens também foi significativamente maior, se comparado aos outros

6rgaos analisados.
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Figura 12. Expressdo relativa de GmMWRKY20 e GmMWRKY46 em diferentes 6rgdos. No
grafico é apresentada uma analise comparativa entre os niveis de expressdo obtidos nos diversos 6rgdos
utilizados. Os valores foram normalizados em relacdo ao nivel de expressao obtido para GmWRKY46 no
caule (atribuido arbitrariamente como 1). Letras minUsculas diferentes indicam diferenca significativa na
expressdo de GmWRKY20 e letras maiusculas diferentes indicam diferenca significativa na expresséo de
GmWRKY46 (ANOVA / Tukey, p < 0,05). Com excecédo da vagem, a comparagdo dos niveis de expressao
entre 0s genes para cada 6rgdo analisado ndo apresentou diferenca significativa (teste-T de Student, p <
0,05). Os genes “F-box protein” e “metalloprotease” foram utilizados como controles endégenos da
reacéo.
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4.2.2. Infeccdo por P. pachyrhizi

O perfil de expressdo de GmWRKY20 e GmWRKY46 obtido apds a inoculacdo de
plantas de soja com P. pachyrhizi é mostrado na Figura 13. Os resultados obtidos indicam
que estes genes sdo modulados em resposta a inoculagdo com o patégeno (comparando-se
com a situacdo controle) e que a modulacdo da expressdo dos mesmos ocorre de forma
diferencial entre o gendtipo resistente (P1561356) e o gendtipo suscetivel (Embrapa-48), ao

longo do periodo analisado.
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Figura 13. Expressdo relativa de GmWRKY20 (A) e GmWRKY46 (B) em resposta a infeccéo por
P. pachyrhizi. Nos gréaficos sdo apresentados os niveis de expressdo obtidos em folhas de plantas
inoculadas com o patégeno, quando comparados a plantas controle (“mock-inoculated”). Diferencas
significativas (teste-T de Student, p < 0,05) sdo representadas por asteriscos (*). Entre as plantas
inoculadas, ao longo do periodo analisado, pode-se observar uma modulacdo diferencial da expresséo
destes genes nas plantas portando o genétipo resistente (Pl 561356), se comparadas as portadoras do
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genotipo suscetivel (Embrapa-48). Os genes “F-box protein” e “metalloprotease” foram utilizados como

controles endégenos da reacao.

4.2.3. Estresse salino

Os resultados obtidos nas andlises de expressdao de GmWRKY20 e GmWRKY46 em
resposta ao estresse salino (Figura 14) sugerem que estes genes possam ser induzidos na
presenca de 150 mM de NaCl (comparando-se com a situacéo controle), e que esta inducéo
ocorre tanto em folhas quanto em raizes. Contudo, devido a alta variagdo nos niveis de
expressdo apresentada pelas amostras, os resultados obtidos ndo foram estatisticamente

significantes.
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Figura 14. Expressdo relativa de GmWRKY20 (A) e GmWRKY46 (B) em resposta ao estresse
salino. Nos gréficos sdo apresentados os niveis de expressdo obtidos em raizes e folhas de soja, 6 h apds
serem submetidas ao estresse salino (150 mM de NaCl), comparados as plantas controle (“mock™).
Devido ao grande desvio apresentado pelas amostras, a inducdo visualizada nos graficos ndo é

estatisticamente significativa (teste-T de Student, p > 0,05).
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4.3. Obtencgéo de vetores para a transformacéo de soja

Tendo em vista a superexpressdo e o silenciamento de plantas de soja, 0s
fragmentos de DNA previamente isolados e clonados no vetor pGEM®-TEasy (Promega)

foram transferidos para vetores de expressdo em planta.
4.3.1. Construcdo do vetor binario de superexpressao

Devido a alta similaridade entre as seqiiéncias de aminoacidos de ambos os genes
em estudo, apenas a sequéncia codificante completa de GmWRKY20, contendo 1.080 pb,
foi utilizada para a superexpressdo. Através da tecnologia Gateway® (Invitrogen), esta foi
primeiramente clonada no vetor de entrada pENTR Directional TOPO®, sendo a seguir
recombinada no vetor de destino pH7WG2D,1 (Figura 15). O produto da recombinacéo foi
inserido em E. coli Top 10 por choque térmico e selecionado pela adi¢do de estreptomicina
e espectinomicina ao meio de cultura bacteriano. Uma unica col6nia resistente a selegéo foi
obtida. Esta foi submetida a PCR, sendo a transformacao confirmada pela amplificacdo do
fragmento referente a GmWRKY20 (1.080 pb) e do fragmento referente ao gene hpt (~400
pb) (Figura 16).

o R R B RN .

—

—_— — -— — —_—
P355F WRKY20F RNAI1TR WRKY20R Hpt1F  HptiR

Figura 15. Representagdo grafica da construcdo para a superexpressdo de GmWRKY20. Na
figura esta representada apenas a regido do T-DNA do vetor pH7WG2D,1, ap6s a recombinacdo com a
sequéncia codificante completa de GmWRKY20. As setas horizontais (em cinza) indicam os “primers” (F,
“forward” e R, “reverse”) utilizados para a confirmacéo da recombinacdo e para as subsequentes analises
moleculares em A. tumefaciens e nas plantas transformadas. RB, borda direita do T-DNA (“right border”);
LB, borda esquerda do T-DNA (“left border”); EgfpER, proteina GFP contendo sinal de direcionamento
do reticulo endoplasmético (“enhanced green fluorescent protein linked to endoplasmatic reticulum

targeting signal”); hpt, higromicina fosfotransferase.
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Figura 16. Confirmacdo da transformacdo de E. coli com a construcdo pH7WG2D,1 +
GmMWRKY20. Uma colénia isolada de E. coli, resistente a selecdo pelos antibiéticos estreptomicina e
espectinomicina, foi submetidas a PCR e os produtos desta reacdo foram analisados em gel de agarose
0,8%, ap0s eletroforese. M, marcador de peso molecular 1 kb DNA Ladder (Promega); 1, amplificacdo

com os “primers” GmWRKY20 (1.080 pb); 2, amplificacdo com os “primers” Hptl (~400pb).
4.3.2. Construcéo dos vetores de silenciamento

Dois fragmentos foram utilizados para as construgdes de silenciamento por RNAI:
um maior, possuindo 490 pb e outro menor, com 249 pb. Ambos possuem seqliéncias
homdlogas exclusivas a GmWRKY20 e GmWRKY46 (Anexo 1), de forma a impedir o
silenciamento de outros membros da familia. Entretanto, o silenciamento de cada um dos
genes em separado ndo deve ocorrer, devido a alta similaridade entre suas regides
codificantes. Estes foram primeiramente clonados no vetor de entrada pENTR Directional
TOPO®, para em seguida serem recombinados no vetor de destino pH7GWIWG2(11),0
(Figura 17). Os produtos destas recombinacfes também foram inseridos em E. coli Top 10
por choque térmico e selecionados pela adicdo de estreptomicina, espectinomicina e
cloranfenicol ao meio de cultura bacteriano. Col6nias resistentes a selecdo foram
submetidas a PCR e as transformacBGes foram confirmadas pela amplificacdo dos
fragmentos RNAI1 (490 pb), hpt (~400 pb) (Figura 18) e RNAi2 (dados ndo mostrados). A
insercdo dos fragmentos de forma correta no vetor de destino foi confirmada de duas

maneiras:
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1. Pela utilizacdo combinada (ver Figura 17) dos seguintes “primers” na reacdo de
PCR: RNAi1(2) F x intron F, RNAi1(2) F x intron R, ocorrendo amplificacio
dessas bandas; além de RNAi1(2) R x intron F e RNAi1(2) R x intron R, as quais
n&o geraram amplificacdo, como esperado (resultados ndo mostrados);

2. Além disso, realizou-se extracdo de plasmideos (Miniprep) seguida pela
clivagem com enzimas de restricdo (Hindlll e Xbal) dos vetores obtidos (Figura
19): como esperado, na clivagem do plasmideo selvagem [pH7GWIWG2(11),0]
foram liberadas bandas de tamanho aproximado de 9.000 pb, 3.400 pb e 1.900
pb. Ja a clivagem do plasmideo recombinante [pH7GWIWG2(11),0 + RNAI1]
gerou fragmentos de aproximadamente 9.000 pb, 2.400 pb e 900 pb, como
esperado. Uma colbnia falso-positiva (resistente a selecdo pelos antibioticos,
mas que teve resultado negativo na PCR) também foi utilizada, para que seu

padrdo de clivagem fosse comparado.

RNAi2R RNAi2F

intron1 R intron1F RNAMR RNAMF
—_— e — —
@ rss - BN v creon DN 55 ne {8
— — Afp— —p e
’l‘ P35SF RNAMF RNAMR ’l‘ ’l‘HpﬂF HptiR
RNAi2F  RNAi2R
Hindl Xbal Xbal

Figura 17. Representacdo grafica da construcdo para o silenciamento de GmWRKY20 e
GmMWRKY46. Na figura esta representada apenas a regido do T-DNA do vetor pH7GWIWGZ2(11),0. Dois
fragmentos de regides comuns a GmWRKY20 e GmWRKY46 foram clonados, gerando duas construgdes
(RNAI1 e RNAI2), as quais sdo Uteis para produzir o silenciamento simultdneo de ambos os genes. Os
locais de inser¢do de ambos os fragmentos (de forma direta e inversa) estdo representados em rosa. As
setas horizontais (em cinza) indicam os “primers” utilizados para a confirmagdo da recombinagéo e das
transformagdes subsequentes (de A. tumefaciens e também de planta). As setas verticais (em azul) indicam
0s sitios de restricdo presentes na seqliéncia e as respectivas enzimas utilizadas para as clivagens descritas
no texto. RB, borda direita do T-DNA (“right border”); LB, borda esquerda do T-DNA (“left border”);
CmR, gene de resisténcia ao cloranfenicol; hpt, higromicina fosfotransferase.
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Figura 18. Confirmacéo da transformacé&o de E. coli com a construcdo pH7GWIWG2(I11),0 +
RNAIil. Colbnias isoladas de E. coli, resistentes a selecdo pelos antibidticos estreptomicina,
espectinomicina e cloranfenicol, foram submetidas & PCR e os produtos da reagdo foram analisados em
gel de agarose 1%, apds eletroforese. M, marcador de peso molecular 1 kb DNA Ladder (Promega); 1-3,
amplificagdo com os “primers” Hptl (~400 pb), onde 1 é o controle positivo (amplificacdo de DNA
plasmidial), 2 e 3 sdo colbnias (positiva e falso-positiva, respectivamente); 4-6, amplificagdo com o0s
“primers” RNAIl (490 pb), onde 4 é o controle positivo (amplificagdo de DNA plasmidial), 5 e 6 sdo

coldnias (positiva e falso-positiva, respectivamente).

[ —
— — — w— 9.000 pb
— - s 2.400 pb
- 900 pb

Figura 19. Confirmacéo da transformacéo e da inser¢cdo adequada do fragmento RNAIl no
vetor de silenciamento pH7GWIWG2(11),0. Apds a PCR, os plasmideos das colbnias isoladas foram
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extraidos por “Miniprep”, clivados com as enzimas Hindlll e Xbal ( por 3 h cada) e submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1,5%. A confirmacdo da recombinacdo de forma adequada foi realizada
pela analise do tamanho das bandas liberadas ap6s a clivagem. M, marcador de peso molecular 1 kb DNA
Ladder (Promega); 1, 3 e 5, plasmideos ndo-clivados (1, selvagem; 3, falso-positivo e 5, positivo); 2,4 e 6,

plasmideos clivados (2, selvagem; 4, falso-positivo e 6, positivo).

4.4. Obtencgéo de plantas transgénicas
4.4.1. Transformacgdo de Agrobacterium tumefaciens com as construgdes de

superexpressao e silenciamento

Células competentes da cepa desarmada LBA4404 de Agrobacterium tumefaciens
foram transformadas com as construcdes obtidas por eletroporagdo. Col6nias
recombinantes foram selecionadas pela adicdo de rifampicina, estreptomicina e
espectinomicina a0 meio de cultura e submetidas @ PCR para a confirmacdo da
transformacdo: nas coldnias contendo os vetores recombinantes foram amplificadas bandas
referentes a GmMWRKY20 (1.080 pb) e htp (~400 pb) na construcdo de superexpressdo
(Figura 20); e nas construcfes de silenciamento, a htp (~400 pb) e a seus respectivos
fragmentos RNAI (RNAI 1 — dados ndo mostrados; ou RNAI 2 — Figura 21).

M 1 2 3 4 5 6 7 8

R

-..-

--.. <«— ~ 400 pb

1.080 pb —

Figura 20. Confirmacao da transformacao de A. tumefaciens com a construcdo pH7WG2D,1 +
GmWRKY20. Colonias isoladas de A. tumefaciens, resistentes a selegdo pelos antibidticos rifampicina,
estreptomicina e espectinomicina foram submetidas a PCR e analisadas em gel de agarose 0,8 %, apds
eletroforese. M, marcador de peso molecular 1 kb DNA Ladder (Promega); 1-4, amplificagdo com os
“primers” GmWRKY20 (1.080 pb); 4-6, amplificacdo com os “primers” Hptl (~ 400 pb).
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Figura 21. Confirmacdo da transformacdo de A. tumefaciens com a construcéo
pH7GWIWG2(11),0 + RNAIi2. Colbnias isoladas de A. tumefaciens, resistentes a selecdo pelos
antibioticos rifampicina, estreptomicina e espectinomicina foram submetidas a PCR e analisadas em gel de
agarose 1%, apds eletroforese. M, marcador de peso molecular 1 kb DNA Ladder (Promega); 1-3,

amplificacdo com os “primers” RNAI2 (249 pb); 4-6, amplificagdo com os “primers” Hptl (~400pb).

4.4.2. Transformacdo de embrides sométicos de soja via sistema integrado

“bombardeamento / Agrobacterium”

A transformac&o genética de soja foi realizada como descrito por Droste, Pasquali &
Bodanese-Zanettini, em 2000. Conjuntos de embrides somaticos secundarios em fase
proliferativa (9 a 12 meses) sofreram bombardeamento por particulas de tungsténio livres
de DNA em acelerador de particulas de baixa pressao (PIG; Finer et al., 1992); sendo a
seguir, co-cultivados com suspensfes de A. tumefaciens portando as trés construcdes
obtidas (um co-cultivo separado para cada construcdo). A eliminacdo da bactéria apos o co-
cultivo foi realizada como descrito por Wiebke et al., em 2006, adicionando-se doses
adequadas de cefotaxima e vancomicina ao meio de cultivo. Além disso, para a construgdo
de silenciamento pH7GWIWG2(11),0 + RNAIl, também foi realizado experimento de
transformacdo através do bombardeamento de particulas de tungsténio carregadas com o
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vetor recombinante. A selecdo de embrides transformados foi realizada através da adigéo de
doses crescentes de higromicina ao meio de cultivo. Conjuntos embriogénicos resistentes a
higromicina (Tabela 7) passaram pelo processo previamente descrito (item 3.13.4) até a
obtencdo de plantulas regeneradas, sendo estas posteriormente transferidas para a
vermiculita e finalmente para o solo — onde foram aclimatadas e mantidas em camara de
crescimento, visando a realizacdo das analises moleculares subseqientes. As diversas
etapas transcorridas apos a transformagdo dos embriGes somaticos de soja podem ser
visualizadas na Figura 22. Entre as plantas aclimatadas, 46 (representando ao menos 14
linhagens diferentes) foram transformadas via “bombardeamento / A. tumefaciens” com a
construcdo de superexpressdo, e 19 (representando ao menos 11 linhagens) foram
transformadas via bombardeamento com a construcdo RNAIl. Plantulas portando as
construcdes RNAIl e RNAI2 , transformadas via “bombardeamento / A. tumefaciens”,

ainda estdo em fase de regeneragéo.

Tabela 7. Conjuntos embriogénicos resistentes a selecdo por higromicina.

Experimento I Experimento IT Experimento ITIT
(bombardeamento/ | (bombardeamento) | (hombardeamento/
Agrobacterium) Agrobacteriun)
Cultivares /
eanstinciics IASS Venc IASS Venc | IAS5 Venc  Cong
utilizadas
pH7TWG2D,1 +
GmWRKY20 289 0 : i : ) :
pH7§\+vRI\;§i21(H),0 - « 144 7 B 0
pH7GWIWG2(ID),0
+RNAi2 : i : i 100 g 18




Figura 22. Etapas transcorridas apés a transformagdo dos embrides somaticos de soja. A

selecdo dos transformantes teve inicio 10 dias ap6s cada experimento de transformacgdo, com a adicdo de
12,5 mg.I™ de higromicina ao meio de cultivo vegetal. (A) Pontos de necrose (embrides ndo-resistentes) ja
podem ser observados algumas semanas apds o inicio da selecdo. (B) Passados 21 dias, 0s conjuntos

embriogénicos foram transferidos para meio com dose aumentada de higromicina (25 mg.I™),
70



permanecendo neste até que o periodo de selecdo completasse 3 meses. (C) Conjuntos de embribes
resistentes a higromicina (pontos verdes) foram entdo destacados do tecido necrosado e proliferados por
trés meses, visando & multiplicacdo dos eventos de transformagdo obtidos. (D) Os conjuntos
embriogénicos proliferados foram entdo submetidos aos processos de histodiferenciagdo e maturacéo,
sendo transferidos para meio de cultivo contendo 6% de sacarose e 1% de carvao ativado por 30 dias; (E)
por mais 30 dias, os embrides permaneceram em meio contendo 6% de sacarose, até que estivessem
totalmente maduros. (F) Estes foram entdo submetidos & dessecacdo, na qual permaneceram por 6 h em
placas sem meio de cultivo, sendo logo em seguida transferidos para meio de conversdo em plantulas. (G)
Ao surgimento das primeiras raizes e folhas nas plantulas obtidas, estas foram transferidas para frascos
individuais contendo meio de cultivo adequado para sua regeneracdo. (H e I) Depois de regeneradas, as
plantulas obtidas seguiram para aclimatagdo, primeiramente em copos contendo vermiculita e cobertos
com pléstico (H), sendo entdo finalmente transferidas para solo organico (), permitindo o completo

desenvolvimento das plantas obtidas.
4.5. Analise dos tecidos geneticamente modificados e das plantas transgénicas

45.1. Monitoramento da integracdo do transgene atraves da andlise da

expressao do gene reporter

A integracdo do transgene ao genoma vegetal pode ser monitorada através da

visualizacdo da expressdao GFP — em microscopia de fluorescéncia, sob luz azul.

Na etapa de selegdo por higromicina, um més apos a transformacgdo, alguns
embrides ja apresentavam a expressdo GFP (Figura 23). Infelizmente, nas etapas seguintes
(proliferacéo e histodiferenciacgdo), sua visualizacdo se tornou dificultada pelo excesso de
clorofila que € caracteristico aos embrifes nestas fases. A seguir, na etapa de maturacao, a
expressdao GFP pOde ser mais uma vez observada; entretanto esta foi dificultada pelo alto
nivel de fluorescéncia basal apresentado por embrides selvagens (WT), aliado ao acimulo
de clorofila presente em algumas regides dos embrides analisados. Desta maneira, evitou-se
prosseguir com a analise em Orgaos e tecidos clorofilados. Esta foi retomada & medida que
as plantulas foram aclimatadas, quando foi possivel observar niveis diversos de sua
expressdo em raizes — principalmente nas extremidades — e em tricomas foliares —

principalmente em folhas com menor acimulo de clorofila. Entretanto, a medida que a
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analise foi sendo realizada nos tecidos de plantas mais maduras, a dificuldade de

visualizacdo da expressao GFP foi aumentada (dados ndo mostrados).

GmWRKY20 9.9

GMWRKY209.12 E GmWRKY20 4.15a

F
7

.
77
TR

Figura 23. Monitoramento da integracdo do transgene pela analise da expressdo GFP. (A) No
periodo de sele¢do por higromicina, um més apds o processo de transformagdo genética, ja era possivel
identificar a expressdo do gene repérter em alguns embrides resistentes (setas), apesar da grande
fluorescéncia basal apresentada pelo tecido utilizado. (B e C) A expressdo GFP sé pdde ser observada de
novo ao final do estdgio de maturacdo dos embrides, devido ao alto acimulo de clorofila nas etapas
anteriores; mesmo assim, a alta fluorescéncia basal apresentada pelo tecido ndo transformado (B), mais
uma vez dificultou a comparagdo deste com o tecido transformado (C). Finalmente, apds a aclimatagéo
das plantulas obtidas, a expressdo GFP pOde ser visualizada com mais clareza em 6rgaos aclorofilados.
Em D, pode-se observar a diferenca de fluorescéncia apresentada entre uma raiz transformada e outra
selvagem; ja em E e F pode-se comparar o nivel de fluorescéncia dos tricomas foliares de planta selvagem
(E) e transformada (F). A visualizacdo dos tecidos foi realizada em microscopio de fluorescéncia sob

aumento de 40 vezes.
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4.5.2. Confirmacéo da integracéo do transgene por PCR

As analises moleculares visando a confirmacdo da integracdo do transgene nas
diversas plantas obtidas estdo em andamento. Como as sequéncias-alvo dos genes em
estudo se tratam de fragmentos endogenos, pertencentes ao genoma da soja, sua
amplificacdo ndo é indicativa do sucesso dos experimentos de transformacéo realizados.
Dessa forma, a confirmacdo deve ser realizada pela amplificacdo de outros fragmentos
presentes no T-DNA, como o marcador de selegdo (hpt), o promotor 35S ou o intron
responsavel pela formacdo do “hairpin” (no caso das construcbes de silenciamento).
Entretanto, os “primers” que haviam sido previamente utilizados para a confirmacdo das
transformacdes em bactéria ndo apresentaram resultados satisfatorios quando utilizados nas
amostras vegetais, resultando na amplificacdo de diversos fragmentos inespecificos. Assim,
devido a estas dificuldades iniciais, alteracfes estdo sendo feitas visando a obtencdo de
maior especificidade nas reacdes de PCR, além de maior pureza no processo de extracdo de
DNA.

4.5.3. Calculo do numero de cépias do transgene através de RT-gPCR

A partir dos resultados obtidos no monitoramento da expressdo do gene-reporter
(ofp) nas plantas decorrentes da transformacgéo para a superexpressdo de GmWRKY20, a
estimativa do nimero de coOpias do transgene foi realizada através de RT-gPCR, pelo
método de “quantificacao relativa pela analise da curva padrdo” (Shou et al., 2004; Anexo
2). A expressdo “numero de copias”, neste caso se refere ao nimero de alelos que séo
detectados para cada gene no genoma dipldide. O gene Lel (lectina — 4 copias) foi utilizado
para eliminar os efeitos decorrentes da variacdo na quantidade de material apresentado
inicialmente entre as amostras testadas. Plantas ndo-transformadas (WT) foram utilizadas
para a calibracdo da reacdo. Como € esperado que seja encontrada uma copia endogena de
GmWRKY20 no genoma da soja (2 alelos), no célculo atribuiu-se aos calibradores o valor
de 2 copias. Até o momento, foram analisadas apenas as linhagens 4.15, 6.9, 7.4 e 9.9 (nas

quais uma Unica insercdo do transgene foi identificada), além da linhagem 9.12, onde duas
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inser¢Oes foram detectadas. Os dados obtidos até 0 momento estdo apresentados na Tabela
8.

Tabela 8. Estimativa do nimero de cépias do transgene.

Nimero de

Linh Quantidade relativa de DNA Nimero de copias ; T
T (GmWREKY20/Lel)! de GmWRKY20* e
transgene

IASSWT 0.5 2.0 0
IASS GmWRKY204.15 0.8098 3.2394 1
IASS5 GmWRKY206.19 0.8061 3.2247 1
TASS GmIWRKY207 4 0,7241 2.8966 1
IASS GmIWRKY2099 0.7733 3.0935 1
IAS-5 GmWRKY209.12 1.0130 4.0522 2

+ A quantidade relativa de DNA representa a quantidade de GmWRKY2(0 relativa a quantidade de Lel.

* 0 mimero de copias foi calculado a partir da quantidade relativa de DNA obtida para cada linhagem dividida pelo valor
obtido para a planta WT, presumindo-se que 0 nmiimero de copias de G WREY20 nesta seja igual a 2.

** O nimero de insercoes do fransgene ¢ uma estimativa calculada 3 partir do mimero de copias obtido para cada
linhagem, presumindo-se que o valor referente as copias endégenas de Gm WRKY20 seja igual a 2.

74



5. DISCUSSAO

5.1. Andlises in silico e isolamento dos genes em estudo

Em 2003, um grupo de pesquisa pertencente ao “Institute of Genetics and
Developmental Biology” da “Chinese Academy of Sciences” (Tian et al. 2004) construiu
uma biblioteca de ESTs de soja em resposta ao &cido salicilico. Através da anélise dos
clones desta biblioteca, juntamente com a analise de ESTs de soja previamente depositadas
no GenBank, o grupo realizou a montagem em “contigs” (UniGene) destas sequiéncias e a
anotacdo funcional dos dados obtidos de acordo com o Gene Ontology
(http://www.geneontology.org), visando sua comparagdo com os genomas de A.thaliana e
Medicago truncatula. Mais tarde, em 2007, procurando por genes envolvidos nas respostas
da soja a estresses abioticos, 0 mesmo grupo realizou um “screening” (in silico) nos
“contigs” formados, utilizando como sonda motivos conservados de fatores de transcri¢ao
WRKY. Como resultado, 64 genes WRKY de soja foram identificados e sua anotacéo foi
depositada no NCBI (Tian, Zhang & Chen, 2007 — artigo ndo-publicado; Zhou et al. 2008).
“Primers” foram desenhados visando a obtencdo das sequiéncias codificantes (totais, ou em
muitos casos, parciais) dos genes identificados e utilizando-se apenas as regides contendo
0s motivos conservados — previamente utilizados como sondas — uma anélise filogenética
(*Neighbour-Joining”) desses genes foi realizada. Além disso, seus niveis de expressdo em
diversos 6rgdos da planta e diversas situacdes de estresses abidticos foram analisados por
RT-PCR.

As sequéncias codificantes parciais de GmWRKY20 e GmWRKY46 foram
depositadas no GenBank atraves dos trabalhos citados acima. Como primeiro passo para a
caracterizacdo funcional destes genes, que é o objetivo maior do presente trabalho,
tornaram-se necessarias tanto a obtengdo de suas seqliéncias codificantes completas, quanto
a andlise in silico destas e de suas respectivas sequéncias gendémicas. Esta analise estrutural

permitiu que se chegasse as seguintes conclusdes:
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1°.  As sequéncias parciais depositadas no GenBank foram anotadas de forma
incorreta em 2007, uma vez que representam (com alguns erros de
seqienciamento), as por¢Ges amino- e carboxi-terminal da mesma proteina;

2°.  Este erro é decorrente da montagem incorreta dos “contigs” referentes a
esses genes, realizada em 2003, uma vez que ESTs de ambos foram
agrupadas no mesmo “contig” (GmWRKY46); o qual provavelmente ocorreu
devido a alta similaridade apresentada entre GmMWRKY20 e GmWRKY46;

3°  Assim, o grupo da “Chinese Academy of Sciences” desenhou primers para
apenas um dos genes (GmWRKY20), conseqiientemente as duas seqliéncias
codificantes parciais obtidas representam as por¢oes 5’ e 3’ deste;

4°,  Estas sequéncias foram utilizadas tanto para as analises filogenéticas quanto
para andlises iniciais de expressdo génica realizadas pelo grupo, de forma
que os resultados obtidos nessas analises devem ser, no minimo, re-

avaliados.

No presente trabalho, os genes selecionados para estudo foram isolados de forma
bem sucedida. Suas seqliéncias codificantes completas foram obtidas (Figura 10), o que
possibilitou a identificacdo das principais diferencas estruturais entre GmWRKY20 e
GmWRKY46 (Figura 11); além da classificacdo destes no grupo 11l da superfamilia (Tabela
6).

Além disso, os dados estruturais obtidos sobre os genes em estudo indicam que
estes tenham sido alvo de um evento de duplicacdo recente, pois apesar de estarem situados
em cromossomos diferentes, suas sequiéncias codificantes possuem alto grau de identidade.
De acordo com analises recentemente publicadas, obtidas a partir do seqlienciamento do
genoma da soja (Schmutz et al. 2010), foi inferido que este € do tipo paleopoliploide, tendo
sofrido dois grandes eventos de duplicacdo: estima-se que o primeiro evento tenha ocorrido
ha 59 Myr, estando relacionado a origem da linhagem Papilionoideae; ja a segunda
duplicagdo, denominada “Glycine-especifica”, ocorreu ha provavelmente 13 Myr. Ressalta-

se ainda, que a retencdo de blocos homdlogos nesta espécie é excepcionalmente alta,
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podendo envolver ndo apenas dois, mas varios cromossomos. Além do mais, eventos de
duplicacdo génica sdo inerentes a prépria historia evolutiva dos fatores de transcricao
WRKY e em especial, & sua expansao de forma gradual dentro do Reino Vegetal: um maior
nimero de membros é encontrado entre as Fanerogamas, provavelmente refletindo a maior

adaptabilidade destas ao ambiente (Zhang et al. 2005).

5.2. Analises da expressao génica

5.2.1. Genes-referéncia

A quantificacdo da expressdo de GmWRKY20 e GmWRKY46 em diversas situacdes
foi realizada por RT-gPCR. Este tipo de anélise requer a normalizacdo dos valores obtidos
contra genes-referéncia que sdo utilizados como controles internos da reacdo, partindo-se
do pressuposto de que a expressdo destes ndo varia ao longo do experimento analisado.
Devido a sua funcdo em processos celulares basicos, genes como actina, tubulina e fator de
elongacéo 1-a (eF1-a) sdo geralmente escolhidos como genes-referéncia, muitas vezes sem
ter seu nivel de expressdo previamente avaliados nas condi¢des analisadas, o que acaba por

interferir na clareza e na precisao dos resultados obtidos para 0s genes em estudo.

Em 2008, Libault et al. buscaram por genes que pudessem ser utilizados como
referéncia em analises de expressdo génica de soja em resposta a condi¢bes de estresse
bidtico: primeiramente através de busca por genes com expressdo constitutiva em analises
de microarranjo disponiveis; seguida da quantificacdo (RT-gPCR) dos niveis de expressao
do conjunto de genes pré-selecionados em novos experimentos envolvendo estresse bidtico.
Os dados obtidos foram avaliados no geNorm
(http://medgen.ugent.be/~jvdesomp/genorm/), que € um “software” desenvolvido para
indicar os genes mais adequados a serem utilizados como referéncia em cada experimento,
através do calculo da variacdo média entre pares (M) de um gene em relacdo aos outros
(maior valor M representa menor estabilidade); além de gerar um ranqueamento da
estabilidade de expressdo dos genes testados e calcular o nimero necessario de genes a

serem utilizados em cada experimento, para uma normalizacdo acurada da expressdo
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génica. Como resultado deste trabalho, quatro novos genes referéncia foram indicados para
a normalizagdo das analises de expressdo génica em soja: “ATP-binding cassette (ABC)
transporter”, “F-box protein Family”, “metalloprotease” e “CDPK-related protein kinase”
(Libault et al. 2008). Os trés ultimos foram escolhidos para serem testados nas analises de
expressdo de GmWRKY20 e GmWRKY46, juntamente com os genes ciclofilina (CYP2),
actina (ACT 1) e fator de elongacdo eucaridtico 1-a (ELF1A) (Jian et al. 2008). Seus
niveis de expressdo foram medidos nas condi¢des experimentais realizadas e os valores
obtidos foram analisados no GeNorm. A utilizacdo de dois genes-referéncia foi indicada,
sendo “F-box protein Family” e “metalloprotease” o0s genes que apresentaram maior

estabilidade de expressao nessas condic¢des (dados ndo mostrados).

5.2.2. Expressao em diferentes érgaos, fases do desenvolvimento e em resposta

ao estresse salino

Como ja mencionado, Zhou et al. publicaram em 2008, um artigo com analises
referentes aos 64 genes WRKY de soja identificados a partir de uma biblioteca de ESTSs.
Entre as analises realizadas, inclui-se a quantificacdo da expressdo dos genes WRKY
identificados — através de RT-PCR (ndo-quantitativo) — em caules, cotilédones, folhas e
raizes de plantas de soja com duas semanas de idade; além de plantas da mesma idade
submetidas a estresse salino (200 mM de NacCl), estresse por seca e por frio (4°C). Os
resultados obtidos demonstraram expressdo relativamente baixa de GmWRKY20 e
GmWRKY46 (quando comparados aos outros WRKYS) em todos os 6rgaos analisados,
havendo leve diferenca entre o padrdo de expressdo de GmWRKY20 e GmWRKY46 — o que
deve refletir a inacuracia da técnica utilizada, uma vez que os “primers” desenhados para a
deteccdo de ambos 0s genes sdo referentes a duas regides distintas de GmWRKY?20 apenas.
Em nossas andlises, tanto o padrdo quanto o nivel de expressdo entre ambos 0S genes se
mostrou similar, sendo que o maior nivel de expressao encontrado foi no caule de plantas
maduras. Mais amostras devem ser analisadas (como amostras de caule de plantas jovens,
por exemplo) para que um perfil de expressdéo mais amplo destes genes seja obtido,

possibilitando relaciona-lo aos processos bioldgicos nos quais podem estar envolvidos.
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Além disso, na andlise de estresse salino realizada por Zhou et al. em 2008,
nenhuma mudanca significativa foi observada para 0s genes em questdo. No presente
trabalho, condigdes similares foram utilizadas no experimento (150 mM de NaCl, plantas
com duas semanas de idade) e o resultado obtido sugere que nao ha inducao significativa de
ambos o0s genes na referida condig¢Oes. Entretanto, tanto nas amostras de raiz como de
folhas utilizadas, pode-se observar uma tendéncia de maior expressdo destes genes nas
plantas tratadas com NaCl. Desta forma, novos experimentos nestas condi¢cbes devem ser
realizados visando minimizar as variagdos nos niveis de expressdo apresentadas entre as
replicatas biologicas, permitindo assim, determinar se as diferencas obtidas entre plantas

tratadas e ndo-tratadas sdo de fato significativas.
5.2.3. Infeccédo por P. pachyrhizi

Os dados obtidos no microarranjo realizado por van De Mortel et al. em 2007,
permitiram aos autores inferir que um padrdo bifasico de expressao é apresentado por
grande parte dos genes envolvidos na defesa contra o patdgeno causador da ferrugem
asiatica. Nossos resultados confirmam este perfil bifasico de expressdo para 0s genes
GmWRKY20 e GmWRKY46 no gendtipo resistente (Rpp2, P1561356) em resposta a
infeccdo por P. pachyrhizi; apesar de este ndo refletir o perfil exato obtido para cada um
dos dois genes no microarranjo. Essas diferencas apresentadas podem ser decorrentes das
diferencas de sensibilidade entre as técnicas utilizadas — em geral RT-qPCR possui maior
acuracia para medir a expressdao génica individual, enquanto que 0 microarranjo, como
ferramenta de analise em larga escala, é extremamente (til para retratar mudancas globais

no transcriptoma.

Em teoria, o perfil bifasico apresentado no microarranjo seria decorrente da
formacgdo de dois “picos” de respostas de defesa apds a inoculagdo com o patégeno: o
primeiro seria reflexo da ativagdo de mecanismos basais de defesa da planta, ocorrendo em
geral, tanto no genotipo resistente quanto no suscetivel, até 24 hpi. Apés este periodo, entre
24 e 48 hpi (que corresponde ao periodo de desenvolvimento de hifas secundéarias e

formacdo de haustorios), a maioria dos genes volta a niveis basais de expresséo,
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possivelmente como resultado da liberacdo pelo patdgeno de moléculas efetoras. No
genotipo resistente, foi observado um segundo pico de expressdo de genes de defesa em 72
hpi, o0 qual sé ocorreu no gendtipo suscetivel de 1 a 2 dias depois. Essa segunda indugéo
pode ser decorrente da ativagdo de genes R, resultando na expressdao de proteinas R
responsaveis pelo reconhecimento dos efetores liberados pelo patégeno (Avr, interacéo
incompativel) e conseqiente inativacdo dos mesmos, o que resulta na restricdo do

crescimento do patdgeno e na prevencgdo do desenvolvimento da infeccao.

Em 2008, Choi et al., apds anélise de microarranjo comparando as respostas obtidas
na reacdo imune (governada pelo gene Rppl) em relacdo a reacdo suscetivel, também
observaram a inducdo inicial (de 6 a 12 hpi) de fatores de transcricdo WRKY, seguida pela
sua repressdo (de 24 a 48 hpi), corroborando com os resultados aqui apresentados. Além
disso, estes autores complementam a hipotese inferida por van De Mortel et al., 2007,
sugerindo que a resisténcia a ferrugem é mais uma questdo de tempo e intensidade de
ativacdo de vias da imunidade inata, do que o resultado da indugéo de alguns poucos genes
especificos. Desta forma, a imunidade ativada por efetores (ETI) seria uma re-ativacdo da
imunidade ativada por PAMPs (PTI), apenas de uma maneira acelerada e potencializada.
Neste contexto, a reprogramacgdo transcricional mediada por fatores de transcricdo da
familia WRKY - retratada tanto nas analises de microarranjo citadas, quanto neste trabalho

— se mostra crucial na modulagéo dos mecanismos de defesa contra P. pachyrhizi.
5.2.4. Estrutura, expressao e funcéo génica

Como a regulacdo da expressao de um gene em condicdes diversas é decorrente do
reconhecimento de motivos conservados (cis-elementos) presentes em sua regido
promotora, e de sua consequente interagdo com outros genes através destes cis-elementos,
um alto grau de homologia entre as seqiiéncias codificantes de dois genes néo
necessariamente quer dizer que estes possuam o mesmo perfil de expressdo, ou participem
das mesmas vias regulatérias. E fato que funcdes redundantes entre fatores de transcrigio
WRKY sdo comumente encontradas: através de técnicas de gendmica funcional, diversos

grupos de pesquisa relatam a co-regulacéo destes e a contribuicdo de varios genes WRKY
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na composi¢do de um fendtipo. Por outro lado, genes WRKY altamente homologos ja
foram descritos como possuindo funcdes diversas em determinada via regulatoria, como
reportado por Tao et al., em 2009. Este grupo demonstrou que o par alélico de genes
WRKY de arroz (Oryza sativa) OsSWRKY45-1 e OsWRKY45-2, cujas seqliéncias protéicas
diferem em apenas 10 aminodcidos, possuem papéis distintos nos mecanismos de
resisténcia a patdgenos: tanto a superexpressao de OsWRKY45-1, quanto o silenciamento de
OsWRKY45-2 resultaram em maior susceptibilidade de plantas de arroz a Xanthomonas
oryzae, e de forma inversa, o silenciamento de OsWRKY45-1 e a superexpressao de
OsWRKY45- 2 resultaram na resisténcia contra este patdgeno. Além disso, diferencas no
balango de fitorménios envolvidos nestas respostas também foram observadas, levando os
autores a analise da regido promotora destes alelos a fim de obterem respostas sobre sua

modulacdo diferencial.

Mesmo que uma analise aprofundada dos motivos que compdem a regido
regulatéria de GmWRKY20 e GmWRKY46 ainda ndo tenha sido realizada, os resultados
obtidos nas diversas analises de expressdo génica realizadas demonstraram que, a0 menos
nas condicOes testadas, ambos o0s genes apresentam perfis de expressdo extremamente
similares. A partir destes resultados, pode-se pressupor que 0s genes em estudo estejam
provavelmente sob acdo de forte pressdo seletiva, uma vez que eventos de duplicacdo
génica geralmente levam a processos de perda de funcdo da cdpia extra; formacdo de
pseudogenes; silenciamento epigenético ou ainda a sub-funcionalizacdo entre o0s
homologos, com consequiente formacdo de genes paralogos. A retengdo de dois genes
WRKY altamente homologos foi descrita por Petitot et al., em 2008: CaWRKYla e
CaWRKY1b foram isolados de uma biblioteca de ESTs construida na resposta do café
(Coffea arabica) ao fungo Hemileia vastatrix, patogeno responsavel pela ferrugem da folha
nesta espécie. Os niveis de expressdo destes genes foram quantificados (RT-gPCR) em
diversas situaces, como em folhas senescentes, no tratamento com SA e em resposta ao
fungo H. vastatrix, além do nematddeo Meloidogyne exiguos; sendo que ambos 0s genes
apresentaram perfis de expressdo similares em todos os experimentos realizados. Uma

explicacdo para a recorrente retencdo da redundancia funcional entre genes WRKY é que
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esta sirva para proteger o organismo de efeitos deleterios eventualmente causados pela

mutacgdo ou delecdo génica (Zhang et al. 2005).

Utilizando-se a ferramenta GOST - GreenPhyl Orthologs Search Tool
(http://greenphyl.cirad.fr/cgi-bin/gost.cgi), foi possivel identificar os genes AtWRKY53 e
AtWRKY30 como sendo os provaveis ortdlogos em A. thaliana dos genes de soja em
estudo. Nesta espécie, foi demonstrado que AtWRKY53 — mas ndo AtWRKY30 - é
rapidamente induzido apds o tratamento de plantas com SA (Kalde et al., 2003); nesta via,
relacionada a defesa contra patdgenos biotréficos, AtWRKY53 € alvo direto de NPR1 e atua
ativando genes de defesa no ndcleo, no desenvolvimento da SAR (Figura 24) (Wang et al.
2006); o gene também € induzido em plantas inoculadas com Blumeria graminis (patégeno
de gramineas), estando aparentemente envolvido na resisténcia ndo-hospedeira. Além do
mais, em experimentos com o patégeno Ralstonia solanacearum foi demonstrado que
AtWRKY53 também esta envolvido em processos relacionados a senescéncia e a sinalizagdo
mediada por ABA, havendo aparente sobreposicdo entre os genes envolvidos nestas vias
(Hu et al. 2008). Ja AtWRKY70 — outro membro do grupo Ill — além de atuar como ativador
da defesa sinalizada por SA (possuindo funcdo redundante a AtWRKY53 na indugédo da
SAR), também previne o acimulo excessivo da molécula-sinal nesta via, de maneira a agir
na regulacdo entre as vias mediadas por SA (biotréficos) e JA (necrotroficos) (Wang,
Amornsiripanitch & Dong, 2006). Em contraste, também fazem parte do grupo Il em A.
thaliana, os fatores de transcricdo AtWRKY38 e AtWRKY62, que possuem papel na
repressdo da defesa basal mediada por SA em resposta a P. syringae: estes também s&o
alvos de NPR1, mas atuam como ativadores transcricionais de genes repressores da defesa.
Por outro lado, o reconhecimento do patégeno pela planta pode induzir a acdo de HDA19,
uma histona-desacetilase que resulta na formacdo de um complexo de co-represséo,
tornando regides eucromaticas inacessiveis a estes fatores de transcricdo, conseqiientemente

permitindo a ativacdo de genes de defesa contra o patdgeno em questdo (Kim et al., 2008).
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Figura 24. Representacdo esquematica da regulacdo da SAR por fatores de transcricdo WRKY
induzidos por NPR1, em A. thaliana. O acimulo de SA ativa o transporte de NPR1 para o nucleo,
resultando na inducédo de diversos genes WRKY: quando os niveis de SA estdo baixos, WRKY58 funciona
na prevencao da ativagdo espuria da SAR; j& quando estes estdo altos, a sinalizagdo através de fatores de
transcricdo WRKY ativadores (como WRKY18, 53, 54 e 70) sobrepde o efeito repressor de WRKY58,
ativando a transcricdo de genes-alvo. Além disso, WRKY70 e WRKY54 também atuam na prevencdo do

acumulo excessivo de SA na célula (Modificado de Wang, Amornsiripanitch & Dong, 2006)

Recentemente, Yang et al. (2009) isolaram 46 fatores de transcricio WRKY de
canola (Brassica napus), uma espécie economicamente importante e com filogenia proxima
a A. thaliana — ambas pertencem a familia Brassicaceae — cuja seqliéncia completa do
genoma ainda ndo esta disponivel ao publico. Os genes isolados foram anotados de acordo
com seus ortologos na espécie-modelo e tiveram seus niveis de expressdo analisados na
infeccdo com os patdgenos Sclerotinia sclerotiorum e Alternaria brassicae, e em diversos

tratamentos com fitorménios. Curiosamente, os genes BN WRKY53 e BnNWRKY70 tiveram
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seu nivel de expressdo aumentados em resposta a ambos os patégenos necrotroficos, além
de BnWRKY53 ser fortemente reprimido no tratamento com ABA; pelos trabalhos ja
realizados com seus respectivos ortdlogos em A. thaliana, um perfil oposto seria esperado

para estes.

5.3. Obtencdo e andlises de plantas transgénicas para o estudo funcional de
GmWRKY20 e GmWRKY46

Partindo-se do pressuposto de que a superexpressao de ambos os genes em estudo,
sob o controle do mesmo promotor constitutivo, resultaria no desenvolvimento do mesmo
fendtipo em plantas de soja (devido a sua alta similaridade de seqliéncia), apenas
GmWRKY20 foi utilizado nos processos de transformacdo visando a superexpressao desse
gene em soja. J& nas construcdes de silenciamento utilizadas, os fragmentos clonados de
GmWRKY20 possuem alto nivel de identidade com a GmWRKY46, desta forma é esperado
que os niveis de expressdo de ambos 0s genes sejam reduzidos nas plantas obtidas para
estas construcBes, o que pode ser muito Util para revelar fungbes génicas redundantes.
Ressalta-se ainda que a principal diferenca entre as constru¢cdes RNAIil e RNAI2 é que o
fragmento clonado da primeira construcdo € composto, aléem da seqliéncia codificante, por
parte de um intron; assim é esperado que esta construgdo gere um silenciamento mais
inespecifico entre genes WRKY do que a segunda, possivelmente sendo capaz de diminuir
a expressdo de GmWRKY12, que possui similaridade de seqiiéncia com GmWRKY20 e
GmWRKY46.

5.3.1. Expressado GFP

Em 1994, Chalfie et al. demonstraram pela primeira vez, que uma proteina
fluorescente verde (GFP) derivada de Aequorea victoria (popularmente conhecida como
“agua-viva”) ao ser expressa — tanto em células procaridticas quanto eucaridticas — € capaz
de emitir forte fluorescéncia quando excitada por luz azul ou UV. Desde entdo, esta
descoberta tém sido amplamente utilizada como ferramenta para varios tipos de anélises,
inclusive como uma poderosa ferramenta de monitoramento da expressdo génica (“gene -
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reporter”) — sendo extremamente vantajosa em relacdo a outras técnicas disponiveis para
este fim por ndo ser invasiva e ndo requerer a utilizacdo de substratos ou co-fatores
exogenos. Mais recentemente, a descoberta rendeu aos autores o Prémio Nobel de Quimica
em 2008.

Dois tipos de filtros podem ser utilizados para a visualizacdo da expressao GFP: um
deles € o “long pass filter”, que permite a passagem de comprimentos de onda maiores do
que 500 mm, incluindo as fluorescéncias verde, vermelha e amarela. Na tentativa de
eliminar a passagem destas outras fluorescéncias (vermelha e amarela) o “narrow-band pass
filter” (525 + 25 nm) é utilizado; entretanto, o resultado geralmente observado é um efeito
aditivo destas a fluorescéncia verde, de forma a dificultar a discriminacdo entre a

fluorescéncia verde basal e a expressdo GFP.

Neste trabalho, o vetor binario de superexpresséo utilizado possui — além do cassete
de expressdo do gene de interesse — um cassete de expressdo da GFP, cuja finalidade é
acompanhar o desenvolvimento das plantas transformadas, distinguindo-as das plantas néo
trasnformadas. Para a visualizacdo da fluorencéncia o “long pass filter” foi utilizado, sendo
0 espectro de emissdo analisado de 505 a 530 nm. Em decorréncia disso, ressalta-se a
grande dificuldade na deteccdo da expressdo GFP nos tecidos de soja analisados, uma vez
que os pigmentos fotossintéticos presentes na célula vegetal refletem essas fluorescéncias
interferentes. Chama-se especial atencdo a clorofila, que em altos niveis resulta na
visualizacdo de forte fluorescéncia vermelha. A dificuldade de visualizagdo da expressdo
GFP por interferéncia da clorofila ja foi reportada em algumas espécies, como no arroz (O.
sativa), na leguminosa M. truncatula e em A. thaliana (apesar de nesta, ocorrer em menor
grau) (Zhou et al., 2005); sendo mais recentemente, reportada em soja (Wu et al., 2008).
Neste Ultimo, os autores propdem o tratamento de embrifes somaticos de soja com o
herbicida “Isoxaflutole (IFT; 5-cyclo-propyl-1,2-isoxazol-4-yl aao-trifluoro-2-mesyl p-
tolyl ketone)”, que resulta na disrrupcéo da via de sintese de carotenoides e na inibigdo do
desenvolvimento cloroplastidico; tornando os tecidos vegetais “esbranquicados”

(“bleaching effect”). Além de eficiente em seu objetivo de facilitar a visualizacdo da
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expressdo GFP em tecidos com altos niveis de clorofila, este processo se mostrou
reversivel: duas semanas apos o final do tratamento, embrides somaticos re-cultivados em
meio D20 ja apresentavam coloragdo verde e ndo tiveram seu desenvolvimento
comprometido. Apesar de ndo ter sido utilizada no presente trabalho, atualmente esta
pratica vem sendo testada em nosso laboratério (onde também se mostrou eficiente) e
provavelmente serd adotada nos préximos experimentos nos quais 0 monitoramento da

expressao GFP é requerido.

Outro fator importante que parece ter interferido nas analises descritas (item 4.5.1),
foi a virtual perda de expressdo GFP em tecidos mais maduros de plantas cuja expressao ja
havia sido visualizada em etapas anteriores do desenvolvimento. O mesmo problema foi
relatado por Zhou et al., em 2005, ao analisar plantas de O. sativa, M. truncatula e A.
thaliana. Neste trabalho os autores demonstram que o aumento gradual da dificuldade de
deteccdo ao longo do desenvolvimento das plantas estd tambem relacionado a presenca de
clorofila (neste caso de forma quantitativa) ja que foi observado que o aumento nos niveis
de clorofila é acompanhado pela diminuigdo relativa da proteina GFP (em relacdo a
composicdo protéica total da planta). Assim, os autores justificaram que o menor efeito
observado em A. thaliana ocorre porque, nesta espécie, os niveis de clorofila sdo levemente
diminuidos ao longo do desenvolvimento; além da proporcao da proteina GFP permanecer
relativamente constante ao longo deste, diferentemente do que foi observado em O. sativa e
M. truncatula. Duas estratégias para a reducdo dos niveis de clorofila visando facilitar a
visualizacdo de GFP foram utilizadas: a “estiolagdo” de folhas (durante 6 dias) e o
tratamento com etanol 95% (por no maximo 8 h). Ressalta-se ainda que, nessas analises,
assim como foi observado nos tecidos de soja analisados no presente trabalho, niveis basais
(mas detectaveis) de fluorescéncia foram encontrados em tecidos selvagens (néo-
transformados) de arroz, sendo denominados *“autofluorescéncia”, que é o terceiro fator
contribuinte para a dificuldade de deteccdo da expressdao GFP nos diversos tecidos de soja

aqui analisados.
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O quarto fator envolvido nas variagdes observadas nos niveis de expressdao GFP € o
préprio promotor responsavel pela regulacéo de sua expressao no cassete transferido para a
planta: no vetor pH7WG2D,1, o promotor rolD est4 fusionado a seqiiéncia codificante de
EgfpER (“enhanced green fluorescent protein linked to endoplasmatic reticulum targeting
signal”). Esta sequéncia promotora (rolD, “rooting loci gene”) é proveniente do plasmideo
Ri (“root-inducing™) de Agrobacterium rizhogenes e sua capacidade de promover forte
expressao, tanto em raiz como em partes aéreas de plantas transgénicas, ja foi reportada em
diversos trabalhos através de sua fus@o a genes marcadores, como o uidA — que codifica a
enzima B-glucuronidase (GUS) (Elmayan & Tepfer, 1995; Kamo & Blowers, 1999). Mais
recentemente, em experimento de transformacdo transiente de soja via A. rizhogenes
(“hairy-root transformation”), forte expressdo GFP sob controle desse promotor foi
demonstrada nos primordios radiculares formados (Klink et al. 2008). Entretanto, em 2008,
Wally, Jayaraj & Punja, ao comparar 0s niveis de expressdo de GUS sob controle de
diversos promotores em plantas transgénicas de cenoura (Daucus carota), observaram que
a utilizacdo do promotor rolD, assim como de mas2 (“mannopine synthase”, de A.
tumefaciens), resultou em niveis baixos de expressao GUS, em relacdo aos outros
promotores testados: 35S de CaMV, duplo 35S (2x35S) e ubiquitina de A. thaliana
(UBQ3). Além disso, os autores demonstraram ainda, que a expressao governada por rolD
apresentou variacoes, tanto de forma espacial (os niveis obtidos em raizes foram muito
mais altos que em folhas, onde a expressdo pOde ser apenas observada nos feixes
vasculares) quanto temporal (raizes de plantas maduras também apresentaram niveis muito
baixos de expressdo, se comparados ao tecido jovem). Este ultimo padrdo de expressao
também parece ter ocorrido em nossas analises, uma vez que a expressdo GFP fortemente
observada em raizes de plantas transformadas também foi reduzida, a medida que estas

plantas tornaram-se maduras.

Além disso, com relacdo a expressdo GFP visualizada nos tricomas foliares, esta é
provavelmente decorrente da falta de pigmentos apresentada por esses 6rgédos (fator ja
discutido anteriormente), uma vez que um padrdo de expressdo “tricoma-especifico” nao
parece ser caracteristico do promotor rolD; apesar de ja ter sido relatado em alguns
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trabalhos que utilizaram a sequéncia codificante de gfp fusionada a sequiéncias diversas,
como ferramenta na busca por ESTs ou cis-elementos envolvidos especificamente no
desenvolvimento de tricomas e na resposta contra patdégenos (Wu & Liu, 2005; Souza,
2006).

Por fim, vale lembrar que a superexpressao do gene de interesse (GmWRKY20) nas
plantas transformadas obtidas neste trabalho é governada pelo promotor 35S, ndo possuindo
desta forma, nenhuma relacdo com o padrdo de expressdo obtido para 0 gene-repOrter

analisado, sob regulacdo do promotor rolD.
5.3.2. Estimativa do numero de cdpias do transgene

Por muitos anos, a detec¢do do numero de copias do transgene inseridas no genoma
de um organismo geneticamente modificado era realizada exclusivamente atraves de
técnicas baseadas em hibridizacdo, como o “Southern blot”. A demanda por grandes
quantidades de DNA para que a analise de uma Unica planta pudesse ser processada, aliada
a demora (em média trés dias) na obtencéo do resultado e a falta de sensibilidade resultante
de eventuais hibridizagdes inespecificas estdo entre os fatores responsaveis pela busca de
técnicas novas e aprimoradas para a quantificagdo do DNA-alvo. Técnicas baseadas em
PCR tém sido utilizadas; dentre elas, métodos de andlise desenvolvidos a partir de PCR em
tempo real gquantitativo (RT-gPCR) estdo entre 0s mais promissores. Entre as principais
vantagens destes, citam-se fatores como a rapidez da técnica, as facilidades de automacéo e
de escalonamento das analises (diversas amostras podem ser processadas em apenas uma
placa); sem contar a alta sensibilidade e especificidade alcancadas pelo RT-gPCR — poucos
nanogramas de DNA s8o necessarios para 0 processamento de uma amostra, a detec¢do do
gene-alvo € acurada mesmo na analise de genes pertencentes a grandes familias homélogas
e é possivel distinguir diferencas pequenas na quantidade do gene-alvo (como uma “cépia”
do transgene ou diferencas entre homo- e heterozigotos, por exemplo) (Schmidt & Parrott,
2001; Bubner & Baldwin, 2004; Koyama, et al., 2008).
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O meétodo utilizado em nossas analises se baseia na “Quantificacdo relativa pela
anélise da curva padrdo” (Shou et al., 2004). Este foi escolhido por sua praticidade, ja que a
simples comparacdo entre as curvas padrdo relativas obtidas para o gene-alvo e para o
controle enddgeno (cujo nimero de copias € conhecido) sdo suficientes para se determinar
quantas copias do gene-alvo sdo detectadas na amostra utilizada (Bubner et al. 2004). Se
por um lado ndo é necessaria a quantificacdo absoluta da quantidade “fisica” do transgene
(através de diluices seriadas do plasmideo e quantificacdo exata da concentracéo e do peso
molecular referentes a cada copia); a escolha do calibrador (ou a0 menos a determinagéo
precisa do numero de coOpias do gene-alvo presentes neste) é fator crucial, especialmente
quando a quantificacdo é feita levando-se em conta o0 nimero de cépias endégenas do gene
em estudo, como € 0 nosso caso: a simples presungdo do numero de cépias apresentados
pela planta utilizada como calibrador, sem que este valor seja de fato comprovado, pode
resultar na inconsisténcia dos dados obtidos. Além do mais, os dados obtidos até o
momento para 0 nimero de inser¢cbes de GmWRKY20 sdo apenas uma estimativa, pois
partem do pressuposto de que cada linhagem é homozigota (possui dois alelos) para o gene
enddgeno e cada coOpia extra detectada é tratada como uma inser¢do do transgene. Uma
idéia interessante talvez seja a deteccdo do numero de inser¢des através da amplificagdo de
um fragmento do cassete que ndo faca parte da regido codificante de GmWRKY20, ou seja,
que ndo esteja presente de forma enddgena no genoma da soja. Esta idéia certamente sera
adotada como um complemento para a deteccdo do nimero de inser¢bes do transgene nas

plantas obtidas.

Sob essa perspectiva, pode-se concluir que a quantificacdo através de RT-gPCR é
muito util como estimativa do nimero de cdpias do transgene, ainda mais quando diferentes
genes enddgenos e diferentes fragmentos do cassete de expressao sdo utilizados, garantindo
alto grau de precisdo dos resultados obtidos. Ainda assim, os resultados obtidos podem ser

complementados através da realizacdo de “Southern blot” e anélises de segregacao.
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5.3.3. Revelagéo do fenttipo

Quando se tém por objetivo elucidar a funcdo de fatores de transcricio WRKY em
determinada via regulatdria, através da utilizacdo de técnicas que envolvam sua
superexpressao e seu silenciamento génico, ou ainda pela utilizagdo de mutantes que
apresentem perda de funcdo, duas caracteristicas inerentes aos membros desta superfamilia
devem ser levadas em consideracdo na hora de se avaliar o fenétipo obtido: a interacdo
estrutural (formacdo de homo- ou heterocomplexos) e funcional (papéis redundantes ou

antagobnicos) entre os fatores de transcricdo WRKY.

Um estudo bem sucedido demonstrando esta interacdo foi realizado por Xu et al.,
em 2006: AtWRKY18, 40 e 60 sdo induzidos por patdgenos e codificam trés proteinas
estruturalmente similares. A interagdo fisica (estrutural) entre AtWRKY18, 40 e 60 foi
demonstrada através de ensaios de duplo hibrido (“two-hybrid system”) e de co-
imunoprecipitacdo e provavelmente estd relacionada a obtencdo de especificidade e
seletividade necessarias para a ligacdo in vivo destes fatores de transcricdo a seqiéncias-
alvo envolvidas em vias distintas. Linhagens de A. thaliana apresentando expressédo
constitutiva, silenciamento ou perda de funcdo de um destes genes (ou de combinacfes
entre eles), foram avaliadas em resposta aos patdgenos P. syringae e Botrytis cinerea,
responsaveis pela ativacdo de vias distintas de sinalizacdo na célula vegetal, sendo o
primeiro considerado hemibiotrofico (envolvido na via mediada por SA) e o ultimo
necrotrofico (envolvido na via mediada por JA e ET). Nos ensaios com P. syringae, apesar
de mutantes simples ndo terem apresentado diferenca significativa de fen6tipo, o nocaute
dos trés genes de forma combinada resultou em reduzido crescimento bacteriano
(comparando-se a plantas WT), revelando assim sua redundancia funcional nesta via. De
forma intrigante, a superexpressdo de AtWRKY18 também resultou em maior resisténcia ao
patdgeno; ao contrério, a co-expressdo deste com AtWRKY40 ou AtWRKY60 levou a maior
suscetibilidade a P. syringae. Este resultado foi obtido possivelmente em decorréncia de
efeitos pleiotropicos gerados pela superexpressdao de AtWRKY18 levando a ativagdo ou

repressao de genes que ndo sdo geralmente regulados por este. A expressao combinada com
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AtWRKY40 ou AtWRKY60 pode ter aumentado a especificidade de ligacdo de AtWRKY18 a
DNAs-alvos e consequentemente reduzido seus efeitos inespecificos na expresséo génica;
desta forma foi possivel desvendar a real fungédo destes como reguladores negativos da via

mediada por SA.

Os resultados obtidos pelos autores nos ensaios com B. cinerea foram ainda mais
intrigantes: tanto mutantes quanto linhagens superexpressando estes genes (de forma
combinada) resultaram em maior suscetibilidade ao patogeno necrotrofico, indicando que o
papel de genes WRKY nas vias de sinalizacdo contra este tipo de patégeno seja mais
complexo. Aparentemente, a resisténcia a B. cinerea é associada a determinados niveis de
expressdo dos trés genes; dessa maneira, apesar de 0os mecanismos de sinalizagédo ativados
na perda de funcdo de AtWRKY18, 40 e 60 e na sua superexpressdo serem distintos, estes
convergiram para 0 aumento da morte celular e conseqliente promocao da viruléncia do

patdgeno necrotrdéfico.

A partir deste e de outros exemplos encontrados na literatura, e levando-se em
consideracdo o0s resultados obtidos nas analises de expressdéo de GmWRKY20 e
GmWRKY46; é possivel que a superexpressao de GmWRKY20 apenas, apesar de util para a
indicacdo de seu modo de acdo na infeccdo com P. pachyrhizi, ndo seja suficiente no
sentido de revelar sua real fungdo nesta situacdo, sendo provavelmente necessaria a anélise
conjunta com genes que apresentem potencial redundancia funcional a este (como pode ser
0 caso de GmMWRKY46). Se bem sucedidas, as linhagens obtidas com as constru¢cbes RNAI
podem ser Uteis para este fim, uma vez que devem possibilitar o estudo dos efeitos gerados
pelo silenciamento de ambos (e possivelmente de um terceiro gene WRKY, como ja
mencionado) em diversas situacdes, nas quais provavelmente a falta de um deles apenas

ndo resultaria em alteracGes observaveis de fenotipo.

Com relacdo a alteracbes morfoldgicas apresentadas por plantas apresentando niveis
alterados de expressdo de genes WRKY, estas ndo sdo de ocorréncia comum, salvo
excegbes (Wang, Amornsiripanitch & Dong, 2006), apesar desses genes estarem

envolvidos em diversos processos bioldgicos, além das respostas a estresses. Algumas
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variagcBes morfologicas foram encontradas entre as linhagens de superexpressdo obtidas
neste trabalho (dados ndo mostrados); contudo, uma vez que as alteracbes ndo sdo
recorrentes entre as diferentes linhagens, essas parecem ser decorrentes ou da variacdo
somaclonal — frequentemente observada em plantulas regeneradas a partir da cultura de
tecidos (Kaeppler et al. 2000) — ou de efeito posicional (Matzke et al. 1998), uma vez que o
local de inser¢do do transgene no genoma pode afetar a expressédo de algum outro gene
responsavel por alguma alteracdo morfologica. Ressalta-se ainda, que superexpressdo e o
silenciamento dos genes em estudo nas plantas obtidas ainda ndo foram confirmados, sendo
este mais um motivo pelo qual ndo é possivel inferir que alguma variacdo morfoldgica
obtida seja decorrente da alteracdo nos niveis de expressao de GmWRKY20 e GmWRKY46.
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6. CONCLUSOES

1°.

2°,

3°.

40,

Os dados obtidos neste trabalho nos permitiram chegar as seguintes conclusoes:

Os genes GmMWRKY20 e GmWRKY46 codificam duas proteinas distintas, mas
com alta similaridade estrutural, sendo provavelmente decorrentes de um evento
recente de duplicagdo génica;

Devido a suas caracteristicas estruturais, ambos pertencem ao grupo Il da
superfamilia de fatores de transcricdo WRKY;

O perfil de expressdo desses dois genes da indicios de que eles estejam
envolvidos na complexa rede de sinalizagdo da soja em resposta ao ataque por
patogenos, inclusive durante a infeccdo pela ferrugem asiatica, além de
participarem em outras vias de sinalizagdo na resposta desta espécie contra
estresses abidticos;

A similaridade estrutural, aliada ao perfil de expressdo obtido nas situacdes
avaliadas, indicam que GmWRKY20 e GmWRKY46 possuam redundancia

funcional.
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7. PERSPECTIVAS

1°.

2°.

3°.

40,

5°.

Repeticbes dos experimentos utilizados nas analises de expressdo devem ser
realizadas, com a adi¢do de um maior nimero de individuos nestas analises;
Novas analises de expressdo devem ser realizadas, tanto de forma especifica,
nos processos de resposta a patdgenos; quanto de forma mais ampla, nas vias de
sinalizacdo contra estresses abidticos e em outros processos fisiologicos da
planta (como a senescéncia), para que um padrdo de expressdo mais amplo de
GmWRKY20 e GmWRKY46 seja obtido;

Anélises moleculares que possibilitem a confirmacdo das plantas transgénicas
obtidas devem ser feitas, assim como analises que confirmem que 0s genes em
estudo possuam expressao modificada (superexpressdo ou silenciamento) nestas;
Plantas de soja superexpressando GmWRKY20 e silenciadas para GmWRKY20 e
GmWRKY46 poderdo ser utilizadas em estudos funcionais e submetidas a
ensaios biolégicos com patdgenos;

Analise minuciosa da regido regulatoria de ambos os genes deve ser feita, além
da realizacdo de experimentos que permitam a identificacdo dos possiveis alvos
dos fatores de transcricdo em estudo, como ensaios de “pull-down” ou
experimentos de microarranjo envolvendo plantas que estejam superexpressando
GmWRKY20, por exemplo.

Combinadas, estas andlises certamente serdo Uteis para se desvendar os papéis

destes dois fatores de transcricdo nas complexas vias de sinalizagéo celular, especialmente

nos mecanismos moleculares de defesa da soja contra patdgenos. Além disso, a

caracterizacdo funcional destes genes na infeccdo por P. pachyrhizi podera servir para o

incremento dos programas de melhoramento genético de leguminosas, podendo

eventualmente contribuir para a construcdo de um “arsenal” de fontes de resisténcia contra

a ferrugem asiatica no germoplasma comercial da soja.
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ANEXO 1:

Sequiéncias gendmicas e codificantes de GmWRKY20 e GmWRKY46 e alinhamento
dos “primers” utilizados nas construgdes RNAI e para as analises de expressdo por
RT-gPCR.
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GmWRKY20
GmWRKY46

GmWRKY20
GmWRKY46

GmWRKY20
GmWRKY46

GmWRKY20
GmWRKY46

GmWRKY20
GmWRKY46

GmWRKY20
GmWRKY46

GmWRKY20
GmWRKY46

GmWRKY20
GmWRKY46

GmWRKY20
GmWRKY46

GmWRKY20
GmWRKY46

GmWRKY20
GmWRKY46

GmWRKY20
GmWRKY46

GmWRKY20
GmWRKY46

GmWRKY20
GmWRKY46

Alinhamento das seqtiéncias genémicas:

ATGGAGAGTGACTTGAGCTGGGAGCGGAACACACTCATCAATGAGCTAATTCAGGGGATG
ATGGAGAGTGACTTGAGCTGGGAGCAGAACACGCTCATAAATGAGCTAATTCAGGGGATG

** *kkxk

GAGGTAGCAAGGAAGTTGAAGGCTGACTTGAAGTTGCCGTATTCAGTTGACACAAGAGAT
GAGGTAGCAAGGAAGTTGAAGGCAGACTTGAGGATGCCGTATTCAGTTGACTCAAGAGAT
*

** * % **

CTGCTTCTGCAGAGGATATTATCTTCTTACGAAAAGGCTCTACTGATTCTAAGATGCAGC
TTGCTTGTGCAGAGGATATTATCTTCTTATGAAAAGGCTCTACTGATTCTAAGATGCAAT

AATGCATCAACTTCCGAGTTGCAGGGCATGAATCAAGCAACACCAACTTTGCTACCCGAG
GCATCATCAACTTCCGAGTTGCAGGCCATGAGTCAAGCAACACCAACTTTGCTACCCGAG

TCCCCATTATCTGTCCATGGAAGTCCTCTGCGCGAGGACGTTCATGGGGCCATCAAGGAT
TCCCCATTATCTGTCCATGGAAGTCCTCTGCGCGAGGACGTTGATGGGACCATCAAGGAT

CACCA--—————————- TAATTCAAAGAAAAGGTGAATATTACTGAACAGACTTGGTAGC
CACCAAGAAGTTAAACATGATTCAAAGAAAAGGTGAATTTTACTATACAGACTTGGTAGC

*hkkkx * KEAEIAIAIAAAAAAAAAAAALAXAX dhhihk ECE R R S kS e S

TGTTTCCTGGCACATAAACATCAGCTATGTCTGGTAACTGGTTATACTATAGCTCCTAAC
AGTTTTCTGCCACATAAAGATCAGCTATGTTTGGT T--—--~--~-~ CTACGGCTCCTAAC

*khkhkkh Khkk E k. E LR

TTGTATTTGTGTTTCTTTTTTAATTGCTTTCAGAAAGATAACGCCCAAATGGATGGATCG
T-—-ATTTGTGTTTCTTTTT-AATTGCTTTCAGAAAGGCAACGCCCAAATGGATGGATCA

TGTAAGAGTGAGCTGTGAGAGTGGTCTTGAAGGACCACATGAAGATGGTTACAACTGGAG
TGTAAGAGTGAGCTGTGAAAGTGGTCTTGAAGGACCACATGAAGATAGCTACAACTGGAG
* *

R

AAAATATGGTCAG TATCCCAGGTGAGAGAACTTCCCTCG
AAAATATGGTCAG TATCCCAGGTGAGAGAACTTTCCTCT

FTEEAXAXXEAKXAEAAAXAAXLAEAXAAAAAAAXAAXAXAAXAXAAAAAXAXAALAAAAAAAAAAAXdd Khkk

GTCCTGCTTTA-AAAAGAATTACAAGTTTT-CTTAAGGATAAAATTGCCTTCACCTTGGC
ATCCTGCTTTAGAAAAGAATCACAAGTTTTTCTTAAGGATAAAATTGCCTTCACCTTGGC

FTEEAAAXIAKAEAKE AEAAAIAAXAE AEXAAAAAAX AXXAAAAXAAXAALAXAXAAAAAAALALAXAAXXhhhx

CAGCTTCTAATTAACGACTCATTGTGACAATTTGCAGAAGTTACTATAGGTGCACCTTCC
CAGCTTCTAATAAACAACTCATTGTGACAATT-GCAGAAGTTACTATAGGTGCACCTTCC

E = e *x

GCAGCACTCAGGGCTGTTGGGCAACAAAGCAAGTGCAGAGATCAGATGAAGATCCCACAA
GCAACACTCAGGGCTGTTGGGCAACAAAGCAAGTGCAGAGATCAGATGAAGATCCCACAG

**k*k * **x ** *kk*k *

—
TGTTTGACATAACTT TCAGGGAAACAATGCCGTTCTGC
TATTTGACATAACTTA TCAGGGAAACAATGCCGTTCTGC
* Kkxk **k ** *Kk*x
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GmWRKY20 CACCCAAGTCACCAGAAAAACATGAGAAACCAGCACACAGTCATAACATTGACATTCACC

GmWRKY46 CACCTAAGTCACCAGAAAAACAAGAAAAACCAACACACAGTCATAACATTGATATTCACC
GmWRKY20 ATGCACAGGCATCACAAGAAAGCCTTGCAAAGTTCAGAAGTATCTTGTCTGTCAACACAG
GmWRKY46 GTGCACAGGCATCTCAAGAAAGCCTTACAAAGTTCAGAAACATCTTGTCTGTCAACACAG
GmWRKY20 ATAATCTGGACAATGGAGATATGGCATATGCTTTCACTTTCCCTTCCACTTCATTTGGAT
GmWRKY46 ATAATCTGAACAATGGAGATATGGCATATCCTTTCACTTTCCCTTCAACTTCATTTGGAT
‘_
GmWRKY20 GCATGAAACAAGACAACCACAGCTTGATTCCTTTGGCCCTGGAGAATGACTCCTTCTTAA
GmWRKY46 GCATGAAACAAGACAACCACAGCTTGATTCCTTGGGCCCTGGAGAACGAGTCCTTCTTAA
FTEEAXKXEXEXEAXEAAAAXAAXLAEAXAAAAAAALALAXAXAXAAA AAAXAXAAXAAAAhAhAh *kx dhkhihihiikikx
GmWRKY20 GCGACCTATACCAAACACACCTGTTATCCCCAACAACACCAGAATCAAATTATTTCCCAT
GmWRKY46 GCGACCTATACCAAACACACCTTTTATCCACAACAATACCAGAATCAAACTATTTCCCAT
FTEEAXAXXEAEAXAEAAAAXAAXALALAXAXAX AAXAAEAX KAhAEAAErA AXxAXAXAAAAAAAXAXx dhhihiihiiix
GmWRKY20 CTCCAACTTTCCAGATGAATGAGTTTGATGGGATCTACAACAGGTCACATTCGAAATCCG
GmWRKY46 CTCCAACTTTCCAGATGAATGTGTTTGATGGGATCTACAGCAAGCCACATTCGGAATCCG
GmWRKY20 ATATCAATGAGATCATTTCCACCAACACATCAGCAACCAATTCTCCAATTCCTGATTTCA
GmWRKY46 ATATCAATGAGATCATTTCCACCAACACATCAGCAACCAATTCTCCAATTCCTGATTTCA
GmWRKY20 ATTTCTCACTTGATCCGGTGGAAATTGATCCAAATTTCCCTTTCAATACCCCAGGATTTT
GmWRKY46 ATTTCTCACTTGATCCAGTGGAAATTGACCCAAATTTCCCTTTCAATACCCCAGGACTTT
** *k*k
GmWRKY20 TGTGCTGA
GmWRKY46 TCTCCTGA

* K Kxkk

Obs.: Os “primers” utilizados nas construcGes de silenciamento estdo marcados em cores, segundo a
legenda abaixo. As seqliéncias homologas entre os dois genes, alvos das construgcbes RNAI
utilizadas estdo sublinhadas.

Legenda:
RNAIL For
RNAi2 For

RNAIi1/2 Rev

104



GmWRKY20
GmMWRKY46

GmWRKY20
GmWRKY46

GmWRKY20
GmWRKY46

GmWRKY20
GmWRKY46

GmWRKY20
GmWRKY46

GmWRKY20
GmWRKY46

GmWRKY20
GmWRKY46

GmWRKY20
GmWRKY46

GmWRKY20
GmWRKY46

GmWRKY20
GmWRKY46

GmWRKY20
GmWRKY46

GmWRKY20
GmWRKY46

GmMWRKY20
GmWRKY46

Alinhamento das sequéncias codificantes:

ATGGAGAGTGACTTGAGCTGGGAGCGGAACACACTCATCAATGAGCTAATTCAGGGGATG
ATGGAGAGTGACTTGAGCTGGGAGCAGAACACGCTCATAAATGAGCTAATTCAGGGGATG

** Kk kk

GAGGTAGCAAGGAAGTTGAAGGCTGACTTGAAGTTGCCGTATTCAGTTGACACAAGAGAT
GAGGTAGCAAGGAAGTTGAAGGCAGACTTGAGGATGCCGTATTCAGTTGACTCAAGAGAT
*

* % * % **

CTGCTTCTGCAGAGGATATTATCTTCTTACGAAAAGGCTCTACTGATTCTAAGATGCAGC
TTGCTTGTGCAGAGGATATTATCTTCTTATGAAAAGGCTCTACTGATTCTAAGATGIE

AATGCATCAACTTCCGAGTTGCAGGGCATGAATCAAGCAACACCAACTTTGCTACCCGAG
GTTGCAGGCCATGAGTCAAGCAACACCAACTTTGCTACCCGAG

—

TCCCCATTATCTGTCCATGGAAGTCCTCTGCGCGAGGACGTTCATGGGGCCATCAAGGAT
TCCCCATTATCTGTCCATGGAAGTCCTCTGCGCGAGGACGTTGATGGGACCATCAAGGAT

CACCA--—————————— TAATTCAAAGAAAAGAGAGATAACGCCCAAATGGATGGATCGT
CACCAAGAAGTTAAACATGATTCAAAGAAAAGAAAGGCAACGCCCAAATGGATGGATCAT
**x

*hkkkk * * *

GTAAGAGTGAGCTGTGAGAGTGGTCTTGAAGGACCACATGAAGATGGTTACAACTGGAGA
GTAAG AGGACCACATGAAGATAGCTACAACTGGAGA

4—

AAATATGGTCAGAAAGACATCCTTGGAGCCAAATATCCCAGAAGTTACTATAGGTGCACC
AAATATGGTCAGAAAGACATCCTTGGAGCCAAATATCCCAGAAGTTACTATAGGTGCACC

TTCCGCAGCACTCAGGGCTGTTGGGCAACAAAGCAAGTGCAGAGATCAGATGAAGATCCC
TTCCGCAACACTCAGGGCTGTTGGGCAACAAAGCAAGTGCAGAGATCAGATGAAGATCCC

ACAATGTTTGACATAACTTACAGAGGAAATCATACCTGTTCTCAGGGAAACAATGCCGTT
ACAGTATTTGACATAACTTACAGAGGCAAGCATACCTGTTCTCAGGGAAACAATGCCGTT

KEhAh K ATEXEXEAEAAAAAXALAXAXAAXAAAAKX *hx AAAAAXAXAXAXAXAXAXAAAAAAXAALAXAAAAAAAALx

CTGCCACCCAAGTCACCAGAAAAACATGAGAAACCAGCACACAGTCATAACATTGACATT
CTGCCACCTAAGTCACCAGAAAAACAAGAAAAACCAACACACAGTCATAACATTGATATT
—
CACCATGCACAGGCATCACAAGAAAGCCTTGCAAAGT TCAGAAGTATCTTGTCTGTCAAC
CACCGTGCACAGGCATCTCAAGAAAGCCTTACAAAGT TCAGAAACATCTTGTCTGTCAAC

ACAGATAATCTGGACAATGGAGATATGGCATATGCTTTCACTTTCCCTTCCACTTCATTT
ACAGATAATCTGAACAATGGAGATATGGCATATCCTTTCACTTTCCCTTCAACTTCATTT

** **

105



GmWRKY20 GGATGCATGAAACAAGACAACCACAGCTTGATTCCTTTGGCCCTGGAGAATGACTCCTTC

GmWRKY46 GGATGCATGAAACAAGACAACCACAGCTTGATTCCTTGGGCCCTGGAGAACGAGTCCTTC
GmWRKY20 TTAAGCGACCTATACCAAACACACCTGTTATCCCCAACAACACCAGAATCAAATTATTTC
GmWRKY46 TTAAGCGACCTATACCAAACACACCTTTTATCCACAACAATACCAGAATCAAACTATTTC
4—
GmWRKY20 CCATCTCCAACTTTCCAGATGAATGAGTTTGATGGGATCTACAACAGGTCACATTCGAAA
GmWRKY46 CCATCTCCAACTTTCCAGATGAATGTGTTTGATGGGATCTACAGCAAGCCACATTCGGAA
**x * ks
GmWRKY20 TCCGATATCAATGAGATCATTTCCACCAACACATCAGCAACCAATTCTCCAATTCCTGAT
GmWRKY46 TCCGATATCAATGAGATCATTTCCACCAACACATCAGCAACCAATTCTCCAATTCCTGAT
R R T S ok S SR S S R S R Rk R SR S R R R R R R R R S S Sk Sk kR o S S S S S R R R R S S S S S R SR R R R R
GmWRKY20 TTCAATTTCTCACTTGATCCGGTGGAAATTGATCCAAATTTCCCTTTCAATACCCCAGGA
GmWRKY46 TTCAATTTCTCACTTGATCCAGTGGAAATTGACCCAAATTTCCCTTTCAATACCCCAGGA
FKEEAXAXEAEAKXEAEAAAXAAXALAEAX AAAXAXALAXAXAXAA AAXXAXAXAXAXAXAAAAAAXAXAAXAAAAAAAALx
GmWRKY20 TTTTTGTGCTGA
GmWRKY46 CTTTTCTCCTGA

*khkhkAhk K* Khkkk

Obs.: Os “primers” utilizados nas reacbes de RT-gPCR estdo marcados em cores, segundo a
legenda abaixo. Os fragmentos amplificados para cada gene estéo sublinhados.

Legenda:

GMWRKYA46 RT For
GMWRKY46 RT Rev
GMWRKY20 RT For

GmWRKY20 RT Rev
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ANEXO 2:

Calculo do numero de copias do transgene através da quantificagcdo relativa pela

analise da curva padréo.
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transgene:

1°.

2°.

3°.

40,

5e.

A seguir sdo descritos os passos realizados para o calculo do niumero de copias do

As amostras de DNA de plantas transgénicas, assim como de plantas WT, foram
diluidas 100, 1.000 e 10.000 vezes e submetidas a RT-gPCR para a
quantificacdo, tanto do gene endogeno (Lel) quanto do gene-alvo GmWRKY20;
Os valores de Ct obtidos para ambos os genes foram comparados e, a partir
destes, uma curva padrédo relativa para cada amostra de DNA foi obtida (Figura
25);

Foi feita uma média dos valores plotados na curva padrdo para GmWRKY20 (em
azul), ap0s estes serem multiplicados pelos respectivos valores de diluicdo. Esta
foi utilizada para o célculo do numero de cdpias: primeiramente, as diferencas
de quantidade de “input” entre as amostras (WT e transgénica) foram
normalizadas pela multiplicagdo do valor obtido na planta transgénica pelo
“fator de corre¢do”, o qual foi obtido pela relacdo entre o nimero de copias de
Lel inferidos na planta transgénica e na planta WT (Tabela 9);

Uma segunda correcdo (regra de trés simples) foi feita para minimizar as
diferencas de eficiéncia apresentadas entre os “primers” utilizados (Tabela 9);
Os dados corrigidos obtidos foram entdo comparados (Tabela 9): a amostra de
uma planta WT foi utilizada para a calibracdo; o numero de copias foi
determinado dividindo-se o valor obtido para a planta transgénica pelo valor
obtido para o calibrador, sendo o resultado multiplicado por dois (presumindo-se
que duas cdpias do gene enddgeno sao esperadas no genoma dipléide; Tabela 8
— Resultados).

2 Os dados aqui apresentados servem apenas para a exemplificacdo da técnica utilizada, sendo

referentes a uma linhagem WT e uma linhagem transgénica (IAS5 GmWRKY20 4.15) apenas.
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Figura 25. Curvas padréo relativas, geradas a partir dos valores de Ct e das quantidades de
DNA obtidas para o gene endogeno Lel (em vermelho) e para o gene-alvo GmWRKY20 (em azul).
(A) planta WT; (B) planta transgénica. O software StepOne Plus™ Real Time PCR System (Applied
Biosystems™) foi utilizado.
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Tabela 9. Calculos realizados para a determinacao do nimero de copias do transgene.

Quantidade Lef 4.15 Quantidade de GmWREKY20WT Quantidade de GmWRKY204.15

251 114 145

339 134 183

303 122 175

389 126 164

318 152 186

356 162 194

413 125 187

403 142 132

274 128 179

216 118 187

247 111 141
Meédia 319 Media 131.82 170,27

Quantidade Lel WT 400

Q"""“"ad:;':"__‘:‘r'a Lel 4.15/ 0,7975 Gorrecio (quantidade) 131,82 258,34
Fator de correcio (quantidade) 1,2539 Correcio (eficiéncia do primer) 200 323,94
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