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Doencas fungicas podem causar uma perda considerdvel de rendimento em lavouras. A
producdo de enzimas capazes de degradar e invadir as paredes celulares de fungos
fitopatogénicos € um componente importante da resposta de defesa em plantas. A quitina é um
formada por um polimero de cadeia longa de N-acetilglicosamina (GIcNACc), insoltvel em agua e
amplamente distribuida em organismos como fungos, artropodes e nematdides. Quando plantas
sdo infectadas por fungos, os componentes derivados da quitina da parede celular destes
organismos sdo enzimaticamente degradados resultando na inibig¢do do crescimento fungico.

A ferrugem asiatica é causada pelo fungo Phakopsora pachyrhizi. Este é bastante
agressivo e adaptado a uma ampla faixa de temperatura, o que facilitou a sua disperséo por quase
toda a area produtora de soja no pais. Os principais sintomas sao pequenos pontos de coloracéo
castanha a marrom que evoluem para pustulas, e que coalescem causando o amarelecimento,
desfolha prematura e impedindo a plena formacdo dos grdos. Quanto mais cedo ocorre a
infecgdo, menor é o tamanho dos gréos e menor o rendimento.

Com base em bancos de dados publicos de expressdo génica, foram selecionados 8 genes
codificadores de quitinases em soja com expressao diferencial em ensaios de SuperSAGE. Estes
genes estdo distribuidos em 7 cromossomos diferentes (1, 9, 11, 15, 16, 18 e 19), sendo que no
cromossomo 15 foram selecionados dois genes. Para cada um dos genes foram projetados
oligonucleotideos iniciadores para o experimento de PCR quantitativa em tempo real.

Plantas de dois genotipos de soja (Embrapa 48 e PI561356) foram submetidas ao
tratamento com o fungo P. pachyrhizi por 12, 24, 48, 72, 96 e 192 horas. A fim de obtermos
amostras controle para cada genotipo e tempo, as plantas foram divididas em dois grupos:
inoculadas e ndo incoculadas (mock). Apds esses tempos, as amostras foram coletadas e
armazenadas a -80°C para posterior analise. O RNA das amostras foi extraido com o reagente
Trizol (Invitrogen) e estocado a -20°C. No total serdo analisadas 72 amostras pertencentes a 24
tratamentos diferentes realizados em triplicatas bioldgicas. A sintese de cDNA foi realizada com
a enzima M-MLV (Invitrogen) a partir de 1ug de RNA. As reacdes de qPCR estdo sendo feitas
no equipamento StepOnePlus™ Real-Time PCR Systems (Life Technologies), em
quadruplicatas técnicas e a detec¢do foi feita com o corante intercalante SYBR Green. Os valores
de expressdo génica relativa estdo sendo calculados com base no método 2*“T descrito por
Livak & Schmittgen.

Os genes Chil6 e Chil9 foram selecionados para a clonagem e construcdo de vetores
binérios para transformacdo de embrides de soja. Para tanto, as regides codificadoras (CDSs)
foram amplificadas a partir de cDNA, clonadas nos vetores pGEM T-Easy e pENTR. A
identidade das sequéncias foi confirmada por sequenciamento. Como perspectivas, pretendemos
realizar a recombinagdo com o vetor bindrio pH7WG2D (resistente a higromicina) e a
transformacéo dos embrides mantidos em cultura in vitro.



