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RESUMO

Eventos de seca tém aumentado nas ultimas décadas, provavelmente associados as
mudancas climéaticas decorrentes do aquecimento do planeta. Atualmente as perdas
provocadas pelo déficit hidrico constituem um problema grave na producédo de gréos.
Centenas de genes estdo envolvidos na resposta a estresses abioticos e a analise da
expressdo destes genes demonstra a existéncia de diversos sistemas regulatérios
estresses-responsivos. Os fatores de transcricdo interagindo nas complexas rotas
metabdlicas de resposta aos estresses ambientais induzem altera¢cdes nos niveis de
expressdo de alguns genes, que, em muitos casos, proporcionam 0 aumento da
tolerancia a esses estresses. Em trabalho anterior utilizando a técnica de microarranjos
de cDNA, foram encontrados 145 genes diferencialmente expressos em condi¢cdo de
seca, os quais foram identificados e categorizados de acordo com suas funcdes
biolégicas. Dentre as categorias, os fatores de transcricdo, normalmente envolvidos na
regulacdo das respostas génicas, foram escolhidos para terem seus niveis de
expressao quantificados pela técnica de PCR em Tempo Real. Foram selecionados os
fatores de transcricao bZIP50, C2H2, MYBJ7 e NAC2, que quando tem suas
sequéncias de aminoécidos alinhadas com as de outros vegetais, utilizando o programa
Clustalx, apresentaram os dominios e/ou regides conservadas que 0s caracterizam
como pertencentes as familias bzZIP, C2H2, MYB e NAC respectivamente. Assim, 0
objetivo deste trabalho foi quantificar a expressdo génica dos fatores de transcricao,
bZIP50, C2H2, MYBJ7 e NAC2, identificados como diferencialmente expressos no
estudo com microarranjos de cDNA, através da técnica de PCR em tempo real. Deste
modo, um experimento foi realizado em hidroponia com as cultivares de soja MG/BR46
(cultivar Conquista) -tolerante a periodos de seca, e BR16 - padrao de sensibilidade a
seca. Quando atingiram o estagio V3 de desenvolvimento, as plantas foram submetidas
a estresses de déficit hidrico, sendo aplicados os tratamentos: tempo O (controle), 25
mim, 50 mim, 75 mim e 100 min. Para a extracdo de RNA total e sintese de cDNA
foram coletadas raizes de cada tratamento. Os resultados da quantificacdo relativa
mostraram que todos os fatores de transcricdo avaliados tiveram sua expressao
aumentada quando amostras de plantas submetidas ao estresse hidrico foram
comparadas com plantas utilizadas como controle. Estes dados confirmam que tais
fatores de transcricao participam de rotas metabolicas importantes de resposta a seca,
como ja relatado em trabalhos anteriores e na literatura. Deste modo, passos futuros
para este estudo serdo a construcdo de cassetes de superexpressao ou silenciamento
visando a obtencao de cultives de soja mais tolerantes a seca.

Palavras-chave: Soja. Déficit hidrico. Fatores de transcrigcdo. Expressao génica. PCR
em tempo real.
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ABSTRACT

Drought events have been increasing in the last decades, probably associated with the
climatic changes due to global heating. Actually, losses associated with water deficit are
a serious problem in grains production. Hundreds of genes are evolved with response to
abiotic stresses and the analysis of these genes expression shows the existence of
diverse regulatory system stress-responsive. Transcription factors interacting in complex
metabolic pathways of response to ambient stresses induct alterations on level
expression of some genes, which in many cases; promote higher levels of tolerance to
these stresses. In a previous work using cDNA microarray technique, 145 genes were
identified as differentially expressed, drought conditions, which were categorized
following its biological functions. Inside the categories, the transcription factors, normally
evolved in the genetic response, were chosen to have their gene expression level
quantified using by Real time PCR. Were chosen bZIP50, C2H2, MYBJ7 and NAC2
which after had their amino acid sequence aligned with other plants, using Clustalx
software presented domain and/or conserved regions that characterized them as
belonging to families bZIP50, C2H2, MYBJ7 and NAC respectively. Thus the objective of
this work quantify the gene expression of transcription factors bZIP50, C2H2, MYBJ7
and NAC2, identified as differentially expressed in the cDNA microarray study, thought
Real time PCR. So, an experiment was conducted in hydroponic conditions, with two
soybean cultivars, MG/BR46 (Cultivar Conquista) tolerant to drought periods and BR16
standard drought sensible. When plants reached V3 development stadium they were
submitted to water deficit stress treatments following the treatments: time 0 (control), 25
mim, 50 mim, 75 mim and 100 min. for RNA extraction and cDNA synthesis, roots were
collected from each treatment. Results from relative quantification showed that all
transcription factors indicated higher expression levels in plants submitted to water
deficit when compared to control plants. These data confirmed that these transcription
factors participated in important metabolic pathways of drought responses, as already
described in previous works and in the literature. Thus, future steps in this study would
be the construction of super expression or silencing cassettes, aiming to obtain soybean
cultivars more tolerant to drought.

Keywords: Soybean. Deficit water. Ttranscription factors. Gene expression. Real time
PCR.
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1 INTRODUCAO

Em nivel mundial, a soja € o principal gréo cultivado e, na dltima safra
(2006/2007), participou com cerca de 60% do total de 385 milhdes de toneladas de
graos produzidos globalmente (DALL'AGNOL et al., 2007). Por ser o mais importante
produto nacional de exportacdo, a soja sustenta o agronegdcio brasileiro, respondendo
por 8,97 bilhdes de ddlares ou 21,8% do total de exportagcbes de produtos
agropecuarios nacionais. O Brasil também exporta o farelo e o 6leo de soja, porém, em
quantidades menores que o grao (CONAB, 2007).

O Brasil € o segundo maior produtor mundial de soja, com claras
indicacbes que serd o primeiro ainda no decorrer dessa década, em razdo das
limitacbes de area para expansao da cultura nos demais paises produtores e do
dominio tecnoldgico que o Brasil possui para produzir em regides tropicais com baixas
latitudes. (DALL'AGNOL et al., 2007). Na safra 2006/07, a sojicultura ocupou uma area
de 20,687 milhdes de hectares, totalizando uma producdo de 58,4 milhdes de
toneladas. Os Estados Unidos, maior produtor mundial do grdo, somaram uma
producéo de 86,77 milhdes de toneladas. A produtividade média da soja brasileira é de
2.823 kg/ha, porém, no estado do Mato Grosso, maior produtor nacional, esses
nameros podem alcancar cerca de 3.000 kg/ha. No Parana, segundo estado produtor, a
produtividade alcancou 2.995 kg/ha (EMBRAPA, 2008).

Dentre todos os fatores inerentes a producgéo agricola, o clima aparece
como aquele de mais dificil controle e com maior agdo limitadora as maximas
produtividades. Aliado a isto, a imprevisibilidade das variagcbes do clima confere a
ocorréncia de adversidades climaticas o principal fator de risco e de insucesso na
exploracdo das principais culturas (FARIAS et al.,, 2007). Estresses abidticos, como
salinidade, seca, baixas temperaturas e metais pesados afetam severamente a
produtividade das plantas (GORANTLA et al.,, 2007), e dentre esses fatores, a seca
destaca-se como um limitante na producdo das culturas e na distribuicdo das plantas
por todo o0 mundo (XU et al., 2007).
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O déficit hidrico provoca respostas fisiolégicas e bioquimicas nas
plantas, incluindo o fechamento estomatico, a reducéo do crescimento e da fotossintese
e a ativacdo da respiracdo, que afetam consideravelmente o crescimento e o
desenvolvimento vegetal (DA et al., 2007). Na soja, secas severas durante a floragéo e
o enchimento de graos induzem alterag@es fisiolégicas como o fechamento estomatico
e o0 enrolamento de folhas e, como conseqiiéncia, causam a queda prematura de folhas
e flores e o abortamento de vagens, resultando na reducgao do rendimento final de graos
(EMBRAPA, 2006).

Atualmente, as perdas relacionadas a seca constituem-se no principal
problema para a producdo de grdos e, nas Ultimas décadas, esses eventos tém
aumentado, provavelmente associados as mudancas climaticas decorrentes do
aquecimento do planeta (STOKSTAD, 2004). Previsdes indicam que fatores climaticos
extremos tenderdo a aumentar, incluindo secas mais freqlentes e prolongadas
(SCHIERMEIER, 2006). Segundo estimativas, nos ultimos anos, os estresses abidticos
causaram perdas de mais de 50% na producao (BRAY et al., 2004), sendo que a seca,
especificamente, pode provocar perdas de mais de 15% no campo (POROYKO et al.,
2007). Para a sojicultura, os dados mostram que as perdas resultantes do déficit hidrico
sdo constantes. Somente na safra brasileira de 2005/2006, esses nameros atingiram
3,8 milhdes de toneladas, correspondendo a 17,7% do potencial produtivo (AEN - PR,
2007). As consequéncias das perdas relacionadas a seca sdo enormes, uma vez que
nao somente produtores, mas toda a sociedade é afetada. Desemprego, aumento no
preco de alimentos e instabilidade no mercado financeiro sdo somente algumas das
consequéncias (NEPOMUCENO et al., 2001).

Entre as alternativas para amenizar os problemas da insuficiéncia de
chuvas estd o0 uso da irrigacdo. Entretanto, fatores econbmicos e, principalmente,
disponibilidade de recursos hidricos aparecem como sérios obstaculos para a utilizacdo
desta estratégia. Outra possibilidade é o desenvolvimento de cultivares mais adaptadas
as condicbes de déficit hidrico. No entanto, algumas dificuldades surgem para o
melhorista na selecdo de linhagens mais tolerantes, como quantificar o efeito do
estresse, seja pela falta de metodologia de avaliagdo, em razdo da complexidade dos

mecanismos envolvidos, ou pela instabilidade e intensidade da ocorréncia do fator de
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estresse. Além disso, a tolerancia a seca é considerada uma caracteristica poligénica e
dificil de ser trabalhada somente pelo melhoramento genético convencional (BEEVER,
2000).

Assim, visando o desenvolvimento de plantas que possam suportar
periodos mais longos de estiagem e/ou que possam tolerar estresses abioticos,
pesquisas em biotecnologia, especialmente na area de biologia molecular, tém papel
fundamental. Varias técnicas desenvolvidas nos ultimos anos, tém permitido a analise
da expressao génica de varias espécies em nivel global e/ou pontual.

Trabalhos com técnicas moleculares como Microarranjos de DNA, que
possibilita a anélise simultanea de milhares de genes (TALAME et al., 2007; JUNG et
al., 2008), e PCR quantitativo em tempo real (RT - gPCR), que permite a quantificagdo
dos niveis de RNAm de genes de interesse em diferentes condi¢cdes (KAVAR et al.,
2008; BIES-ETHEVE et al., 2008), tém acelerado consideravelmente a compreensio
dos mecanismos envolvidos e o desenvolvimento de estratégias moleculares para o
aumento da tolerdncia a estresses (KASUGA et al., 2004). Estas técnicas séao
importantes, considerando-se que estresses abidticos como a seca desencadeiam na
planta a expressdo de varios genes e que 0s produtos desses genes agem em
mecanismos de tolerancia e/ou resposta ao estresse (YAMAGUCHI — SHINOZAKI;
SHINOZAKI, 2006).

Em trabalho recente, realizado por STOLF (2007) com microarranjos de
cDNA, 145 genes foram identificados com sendo diferencialmente expressos em
resposta a seca. Estes genes codificam proteinas envolvidas direta e/ou indiretamente
em rotas metabdlicas de resposta a estresses bibticos e abiodticos e foram classificados
em categorias funcionais, entre elas genes envolvidos na producdo de energia, fatores
de transcricdo, genes envolvidos em diferentes vias anabdlicas e/ou catabdlicas como
aminoacidos, lipideos, carboidratos e no metabolismo fotossintético, genes de
respostas a estresses, genes que participam da sintese de proteinas, de vias de
comunicagdo celular, do ciclo celular, do transporte celular e genes com funcéo
desconhecida.

A técnica de microarranjos de DNA apresenta a mesma limitacdo de

outras técnicas de andlise de expressao génica em larga escala, ou seja, a baixa.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 MECANISMOS MOLECULARES DE RESPOSTA DA PLANTA A SECA

A 4gua é um dos mais importantes fatores ambientais que regulam o
crescimento e desenvolvimento vegetal, e sua falta afeta seriamente o crescimento e a
produtividade. O déficit hidrico (também conhecido como seca) pode ser definido como
a auséncia da hidratacdo necessaria para que a planta cres¢a normalmente e complete
seu ciclo de vida (MANIVANNAN et al., 2008; SURALTA; YAMAUCHI, 2008).

As plantas, quando submetidas a seca, apresentam acentuada reducéo
da biomassa de raizes, caules, folhas, flores e frutos. (MAJAN; TUJETA, 2005;
KALEFETOGLU; EKMEKCY, 2005). Os primeiros sinais visiveis e evidentes da
deficiéncia hidrica ocorrem nas folhas, que apresentam senescéncia prematura, no
entanto as mudancgas iniciais morfolégicas e metabdlicas acontecem nas raizes. Essas
mudancas nado refletem meramente na reducdo progressiva do conteldo de agua na
planta, mas também em mudancas qualitativas e quantitativas em seu metabolismo,
sugerindo que através de um grande niumero de mecanismos, o vegetal pode, dentro de
diferentes limites, tolerar a seca e se recuperar de seus efeitos (KAVAR et al., 2008).

Neste enfoque, as raizes desempenham um papel importante na
adaptacdo das plantas ao estresse hidrico, participando de sua percepcdo e enviando
esses sinais a parte aérea (KAM et al.,, 2008). O crescimento, a morfologia e a
arquitetura das raizes sédo extensivamente modulados pela disponibilidade de agua no
solo (HUANG; GAO 2000; WU; COSGROVE 2000; MALAMY 2005), sendo que, em
condicbes de déficit hidrico, seu crescimento relativo pode sofrer um aumento,
facilitando a capacidade do sistema radicular em extrair 4gua de camadas mais
profundas do solo, pois para a planta, nestas condicbes, é importante o
desenvolvimento de um sistema radicial mais profundo, melhor adaptado para a

captacdo constante de agua (MAHAJAN; TUJETA, 2005). A garantia de um sistema
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radicular com uma capacidade de extracdo eficiente de &agua é caracteristica
fundamental no processo de adaptacdo a seca (KAM et al., 2008).

Em razdo das caracteristicas funcionais que a agua desempenha na
planta, como turgor celular, meio de transporte, solvente em reacdes e processos
celulares, quando esta falta na célula a regulacdo ndo permanece por muito tempo e,
normalmente, o0 metabolismo é interrompido. O acimulo de ions, como resposta a falta
de agua, pode danificar a célula vegetal, provocando o rompimento de membranas e
causando a desnaturacdo de proteinas. Como resultado desta limitacdo hidrica,
aminoacidos hidrofébicos e hidrofilicos e proteinas ndo interagem mais com esta e, sem
essas interacoes, proteinas sdo desnaturadas e enzimas inibidas. Outro fato importante
gue ocorre no metabolismo celular durante a falta de agua é a degradacdo de acidos
nucléicos (KAEFETOLGLU; EKMEKCI, 2005).

De modo geral, as respostas moleculares comuns aos estresses
ambientais tém sido intensivamente estudadas ja ha alguns anos e varios trabalhos
mostram que estes mecanismos envolvem uma complicada rede de sinalizacdo
metabdlica que controla a percep¢do desses sinais de estresses ambientais, a geracao
de mensageiros secundarios e de sinais de traduc&o. Assim, o entendimento profundo
desses processos moleculares € vital para a agricultura desenvolvida em areas aridas e
semi-aridas do mundo (SHAO et al.,, 2007). A resposta das plantas a estresses
abidticos € complexa, envolve muitos genes e mecanismos bioquimicos e moleculares.
A elucidag@o do controle molecular dos mecanismos de tolerancia a estresses abiéticos
como a seca, ainda esta em andamento; no entanto, futuramente, aliando a estes
conhecimentos ferramentas moleculares, serd possivel o desenvolvimento de plantas
mais tolerantes, baseado na expressao de genes de resposta a estresses especificos
(WANG et al., 2003).

Uma importante resposta das plantas a desidratacdo € a
osmorregulacdo. Acucares como rafinose (RFO), sacarose, trehalose e sorbitol,
acucares acidos como manitol, aminoacidos como a prolina, aminas como a glicina
betaina e as poliaminas se acumulam sob estresses de seca, funcionando como
osmolitos, mantendo o turgor e estabilizando proteinas e estruturas celulares durante o

estresse. Diversos genes envolvidos na producédo desses osmolitos tém sido estudados
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buscando-se 0 aumento da tolerancia a estresses abidticos em plantas (SEKI et al.,
2007). Dentre os acucares citados, a trehalose destaca-se por ser um dos mais efetivos
osmoprotetores, no que se refere a concentragbes minimas exigidas (INGRAN;
BARTLES, 1996). Em trabalho recente, com Arabidopsis thaliana e tabaco, Karim et al.,
(2007) conseguiram desenvolver plantas transgénicas contendo os genes TPS1 e/ou
TPS2, que participam da via que resulta na sintese da trehalose, resultando em plantas
com maior concentracdo de trehalose e tolerantes a seca, sem efeitos indesejados.

Ainda, devido a sua importancia na tolerancia das plantas a estresses
abidticos, a galactinol sintase (GolS), enzima chave na producéo de rafinose (RFOSs),
tem sido muito estudada. A GolS sintetiza galactinol a partir de UDP-Galactose e
mioinositol, que atua como um doador de galactosil na sintese de rafinose, estaquiose e
verbascose (PETERS et al., 2007; PANIKULANGARA et al., 2004). Utilizando a técnica
de RT - qPCR, foram encontrados altos niveis de expressdo do gene GmGOLS em
folhas de soja das cultivares Conquista e BR16, submetidas a condi¢cdes de déficit
hidrico, comprovando que este gene provavelmente estd envolvido em respostas a
seca (STOLF, 2005).

A prolina, outro osmoprotetor, possui em seu processo de sintese uma
importante enzima, a P5CS. Yamada et al., (2005), trabalhando com petlnias
transgénicas superexpressando os genes AtP5CS e OsP5CS, verificaram que as
mesmas mostraram um aumento na sintese de prolina, e, consequentemente, um
aumento na tolerancia a seca.

Também sob condicbes de estresse, as proteinas LEA (Late
Embryogenesis abundant), que estdo presentes durante estagios avancados da
embriogénese (HONG-BO et al., 2005) e sédo produzidas em muitos érgaos da planta
durante seu desenvolvimento, sdo acumuladas (KALEMBA; PUKACKA, 2008). A
superexpressao de alguns genes LEA e LEA-LIKE tem sido relatada como promovendo,
em plantas, um aumento de tolerancia a desidratacdo (HUANG et al., 2008). Sugere-se
gue seu papel na resposta a estresses seja de chaperonas moleculares, promovendo a
estabilizacdo de proteinas ou membranas (CHAVES; OLIVEIRA, 2004). Em recente
trabalho de POLIZEL (2007) com soja transformada com a construcdo rd29/DREB1A,

foram constatados altos niveis de expressao desta classe de proteinas, indicando que
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esse gene faz parte da cascata de genes regulados por DREB1A, um importante fator
de transcricdo, que comprovadamente regula resposta vegetais ao déficit hidrico.

Ainda, uma das mais importantes respostas das plantas a seca € a
producao do fitohorménio acido abscisico (ABA) (SEKI et al., 2007). Esse fitohorménio
desempenha um importante papel na adaptacdo de tecidos vegetais a estresses
abidticos como a seca e a alta salinidade, assim como ha maturacdo e na dorméncia de
sementes (SHINOZAKI et al., 2003). O ABA promove o fechamento estoméatico em
células guarda, mediando o efluxo de solutos e regulando a expressdo de muitos
genes, que podem agir na tolerancia a desidratacdo em tecidos vegetativos e sementes
(YAMAGUCHI-SHINOZAKI; SHINOZAKI, 2006). Muitos genes induzidos por seca séo
também induzidos por tratamento de ABA exdgeno, enquanto outros ndo o sao.
Andlises moleculares tém demonstrado a existéncia de sistemas regulatérios
dependentes e nado dependentes de ABA na rede regulatéria transcricional sob
condicOes de seca (SEKI et al., 2007). Diversos genes induzidos por ABA possuem em
suas regidbes promotoras a sequéncia conservada, ACGTGGC, denominada ABRE
(ABA responsive element). O ABRE funciona como um elemento que atua de maneira
cis ao DNA, participando da regulacéo via ABA, da expressao de genes relacionados a
estresses abibticos (YAMAGUCHI-SHINOZAKI; SHINOZAKI, 2006).

Alguns fatores de transcricdo tém sido sugeridos como reguladores de
respostas a estresses. Estes fatores sdo classificados dentro de diversas familias,
baseado principalmente na estrutura de seus dominios de ligagdo ao DNA (DNA-
binding domain). Assim, membros das familias MYB, ERF, bZIP e WRKY (SINGH et al.,
2002; JUNG et al., 2008) sdo apontados como relacionados a estresses abidticos. Além
destes citados anteriormente, outros fatores de transcricdo estdo envolvidos na
resposta a estresses e tém sido alvos de muitos estudos e trabalhos. A familia de
fatores de transcricio MYC esta envolvida na resposta das plantas a estresses
abidticos como a seca, tendo sua expressao induzida por tratamento com ABA, seca e
alta salinidade (KIM, 2006). O aumento da expressdo de genes AtMYC2, membro da
familia MYC em A. thaliana, resultou em plantas com alta sensibilidade ao ABA, uma
vez que esses fatores de transcricAo atuam em genes que possuem a seqUéncia

conservada ABRE, conferindo toleréncia ao estresse osmotico (ABE et al., 2003).
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A superfamilia de AP2/ERF (APETALA2/Fator de Resposta ao Etileno -
inicialmente denominada EREB), é a segunda maior familia de fatores de transcricdo
em plantas e esta presente em todo o reino vegetal, sendo caracterizada em diversas
espécies vegetais (TANG et al., 2007). Atuam em diversas vias regulatérias de resposta
a estresses bidticos e abidticos e atuam em resposta ao etileno (MANTIRI et al, 2008).
Esta familia esta subdividida em quatro subfamilias: AP2, ERF, RAV e DREB (ZHUANG
et al, 2008), sendo que essa Ultima vem sendo muito estudada devido ao papel que
desempenha em respostas a estresses abidticos como seca, frio e salinidade.

HIROTA et al. (2007), trabalhando com A. thaliana superexpressando o
gene PUCHI, pertencente a subfamilia AP2, verificaram que este gene esta relacionado
complexo inicial de desenvolvimento de raizes laterais. Com a superexpressao do gene
HARDY (HRD), membro da subfamilia ERF em arroz, KARABA et al., (2007) obtiveram
plantas transformadas mais tolerantes a seca e a alta salinidade, que apresentaram
aumento na eficiéncia do uso da agua, na razdo producdo de biomassa por uso da
agua, aumento na assimilacdo da taxa fotossintética e reducéo da transpiracao.

Plantas de A. thaliana superexpressando o fator de transcricdo
ZmNFYB2, pertencente a familia de fatores de transcricdo NF-Y, também conhecida
como familia HAP ou CAAT, oriundo de milho, também mostraram aumento das
respostas fisiologicas de tolerdncia a seca, tais como condutancia estomaética,
temperatura da folha, reducdo da murcha e manutengédo da fotossintese (NELSON et
al., 2007).

Os genes que codificam fatores de transcricdo denominados DREB
(Dehydration Responsive Element Binding), pertencentes a subfamilia DREB tem sido
alvo de muitos estudos. Estes fatores estdo envolvidos na ativacado de varios outros
genes, responsaveis por mecanismos de protecdo das estruturas celulares durante a
desidratacéo celular (SHINOZAKI; YAMAGUCHI - SHINOZAKI, 2000).

Em trabalhos utilizando a construcdo rd29/AtDREB1A foi constatado
gue as plantas de soja transgénicas tiveram a ativacdo desses genes de resposta a
seca, durante a desidratacado, resultando em plantas mais tolerantes (POLIZEL, 2007;
BENEVENTI, 2006). Plantas de A. thaliana, contendo o0 gene GmDREB2, mostraram-se

mais tolerantes a seca e a alta salinidade, sendo que a expresséao deste gene pode ser
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dependente ou ndo de ABA (CHEN et al., 2007). O fator de transcricio DREB2A
também foi ativado em resposta a desidratacdo em plantas transgénicas, conferindo
maior tolerancia a desidratacdo e também ao calor (SAKUMA et al.,, 2006; QIN et
al.,2007).

2.2 REGULACAO DA EXPRESSAO GENICA

A eficiéncia dos mecanismos moleculares e bioquimicos que controlam
fendbmenos biologicos tais como diferenciacdo, controle celular, desenvolvimento e
resposta a estimulos ambientais esta estritamente relacionada com a fina regulagéo da
expressao génica. Esta regulacdo assegura que uma determinada proteina seja
produzida em sua exata quantidade, no exato momento e no local apropriado para que
sua funcdo biologica no desenvolvimento do organismo seja cumprida (NAAR et al,
2001).

Deste modo, a regulacdo da expressdo génica personifica 0
sustentaculo principal para o desenvolvimento das plantas em respostas aos estimulos
ambientais (ROOK et al., 2006). Em células eucaribticas, a inducdo da expressdo
génica e da atividade de proteinas biologicamente ativas pode ser regulada em diversos
niveis (FERREIRA, 2006), que serao descritos a seguir.

O primeiro nivel de regulacdo da expressdo génica ocorre por
alteracbes na estrutura da cromatina. As proteinas regulatérias ou fatores de
transcricdo (TFs) interagem com a cromatina de acordo com o grau de compactagéo do
DNA e a presenca de histonas e ilhas de metilacdo (Figura 1), permitindo que a RNA

polimerase acesse genes especificos e inicie a sua transcricao (LI et al, 2007).
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Figura 1 — Interacdo entre a estrutura da cromatina com os fatores de transcricdo na regulacao

da expresséo génica.
Fonte: Komili e Silver (2008).
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O segundo e principal nivel de regulacdo da expressdo génica € a
iniciagcdo da transcricdo, que pode ser afetada pela ligacdo de diferentes reguladores
(fatores de transcrigdo), ao promotor do gene, agindo como ativadores ou repressores e
das interacdes entre eles e o complexo basal de transcricdo (FERREIRA, 2006).

A ocorréncia de splicings alternativos dos RNAs mensageiros
eucarioticos geram multiplos mRNAs diferentes do mRNA precursor, representando um
mecanismo de regulacdo da expressao génica em eucariotos, tendo papéis importantes
em diversas situacfes. Entre os diferentes tipos de splicing sdo variaveis a inclusdo de
éxons, selecado de sitios 5' e 3' alternativos, inclusdo mutuamente de éxons exclusivos e
retencdo de introns (GABUT et al, 2008). Assim, o processamento e modificacdo pos
transcricionais, evidenciam o terceiro nivel regulatorio.

O transporte do mRNA ja processado do ndcleo para o citoplasma,
onde sera traduzido, consiste no quarto nivel de controle da expressao génica. Trata-se
de um processo complexo, conservado ao longo do processo evolutivo, essencial para
a expressao génica em todas as células eucaridticas (HAUTBERGUE et al, 2008;
FARNY et al., 2008). Ao contrario dos mRNAs procariéticos, que possuem uma meia-
vida de 1 a 5 minutos, a estabilidade dos mMRNAs eucariéticos pode variar bastante
(FERREIRA, 2006). De acordo com a ocorréncia de degradacdo do mRNA seréo
determinados os niveis de expressédo génica (ISKEN; MAQUAT, 2007), desta forma, a
estabilidade do mRNA constitui o quinto nivel de regulacdo da expressao génica.

Na iniciacdo da tradugdo encontra-se o sexto nivel de regulacdo, e
ocorre devido muitos mRNAs possuirem mdultiplos cédons de iniciacdo (ATG). A
habilidade dos ribossomos em reconhecer o sitio correto pode afetar a producéo da
proteina (FERREIRA, 2006). Dentre as modificacdes pds-traducionais, sétimo nivel de
regulacdo da expressao génica, encontram-se a sumorilacdo (MIURA et al, 2007),
glicosilacdo, fosforilacdo (REINDERS; SICKMANN, 2007), acetilacdo e metilacéo,
(MAZZUCOTELLI et al.,, 2008), sendo que estes mecanismos regulatorios s&o
essenciais em diversos processos biologicos.

O transporte de proteinas para o seu sitio de acao € essencial para que
possam tornar-se biologicamente ativas apos a traducdo (CLAYTON; SHAPIRA, 2007),

sendo, portanto, este o oitavo nivel regulatério. Muitas proteinas sao rapidamente



29

degradadas, enquanto outras permanecem estaveis, fato relacionado a sequéncias
especificas de aminoacidos que levam a rapida degradacdo, o que faz com que o
controle da estabilidade da proteina seja 0 nono nivel de regulacdo da expresséo
génica (FERREIRA, 2006).

Assim, verifica-se que existem niveis regulatérios transcricionais,
traducionais e poés-traducionais, sendo que estes podem agir em separado ou

interagirem no aumento ou inibicdo da expressao génica (Figura 2).

f Proteasome

Figura 2 — Interacao entre os niveis de regulacdo da expressdo génica em eucariotos.
Fonte: Komili e Silver (2008).

Em plantas submetidas a estresses abidticos, verifica-se que as
alteracdes acontecem tanto em nivel pés-transcricional (MRNA) quanto em nivel pos-
traducionais (proteinas), nas vias de regulacdo da expressado de genes de resposta ao
estresse aplicado (MAZZUCOTELLI et al., 2008). Entretanto, apesar de serem
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conhecidos todos estes niveis de regulacdo da expressdo génica, para a maioria dos
genes a regulacdo que acontece durante a transcricdo € sem duavidas a principal via, e
esta ocorre atraves da atuacao dos fatores de transcricdo (ROOK et al., 2006)

Os fatores de transcri¢cdo (FT) sao proteinas regulatorias que modulam
a expressao de grupos especificos de genes, através de sequUéncias especificas de
ligacdo ao DNA e interacdes proteina - proteina. Eles interagem com a maquinaria geral
de transcrigdo, agindo na cromatina, remodelando proteinas e/ou outros fatores de
transcricdo. Podem atuar como ativadores ou repressores da expressao génica,
mediando aumentos ou decréscimos no acumulo de RNA mensageiro (RIECHMANN et
al., 2000; BROUN, 2004).

Existem duas categorias de fatores de transcrigdo. A primeira é formada
pelos fatores basais, necessarios para a formacdo do complexo de pré-iniciacdo da
transcricdo, presentes em todas as células e ativos nas mais diversas condigfes. Na
segunda categoria estdo os fatores de transcricdo sitio-especificos, presentes apenas
nos tipos celulares onde atuam e/ou em determinado momento do ciclo de vida do
organismo. Fatores sitio-especificos reconhecem e se ligam a sequéncias especificas
localizadas nos promotores dos genes (elementos cis), e, associados a outros
componentes da maquinaria de transcricdo, como fatores basais, cofatores,
remodeladores de cromatina e a propria RNA polimerase II, ativam ou reprimem a
sintese do mRNA (LEE; YOUNG, 2000; LIN; BARBOSA, 2002).

Os fatores de transcricdo sdo reguladores criticos nas mudancgas da
expressao génica, conduzindo processos de desenvolvimento e respostas a estresses
ambientais. Mais de 1600 fatores de transcricao, representando aproximadamente 6%
do numero total de genes ja foram identificados no genoma da A. thaliana
(RIECHMANN et al.,, 2000, GONG et al.,, 2004, JUNG et al., 2008). A regulacéo
transcricional é essencial para adaptacdo da planta a estresses abibticos. Multiplos
fatores de transcricdo requeridos para a regulagdo transcricional, sob estresses
abidticos, tém sido identificados e analisados funcionalmente (GAO et al., 2007).

Esses FTs regulam cascatas de genes que podem induzir importantes
mudancas morfoldgicas, fisioldgicas e/ou metabdlicas. Muitos dos fatores de transcri¢cao

presentes nas plantas foram previamente identificados em animais e classificados de
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acordo com seus dominios de ligagdo ao DNA (DNA-binding): MADS-box,
homeodominio, dedos de zinco, bZip, (ziper basico de leucina) também denominado
basic hélice-giro-hélice, (bHLH), MYB etc. Outras familias de fatores de transcricdo
ocorrem somente nos vegetais, tais como, AP2/ERF (proteinas ligadas a respostas ao
etileno), WRKY (proteinas caracterizadas pela sequéncia de aminoacidos WRKYCQK
altamente conservada), NAC (meristema nao apical do cotilédone), DOF (DNA ligado
com um dedo), ARF (fator de resposta a auxina) e as proteinas AUX/IAA (auxina/indole-
3-acido acético) (MONTIEL et al., 2004).

O estudo de fatores de transcricdo tem contribuido muito no
entendimento das vias metabdlicas de resposta das plantas a estresses abioticos, uma
vez que eles tém papel fundamental em quase todos os processos bioldgicos (JAKOBY
et al., 2002). Sendo assim, tais fatores sdo considerados importantes alvos tanto para a
descoberta de rotas metabdlicas como para a manipulacdo das mesmas (BROUN,
2004), visto que além de agir como moduladores das cascatas génicas, estes ainda
atuam ampliando ou inibindo a resposta de genes alvos (YANHUI et al., 2006).

Na agricultura, através de técnicas de engenharia genética, ha um
interesse consideravel em identificar e utilizar fatores de transcricdo chaves na defesa
de plantas, objetivando-se, principalmente, a obtencdo de cultivares com tolerancia
aumentada a estresses abiodticos e agrotoxicos, e com maior resisténcia a patdogenos
(STOLF, 2007). Por isso, no presente estudo, os fatores de transcricdo MYBJ7, bZIP50,
C2H2 e NAC2, descritos a seguir, foram selecionados para analises moleculares mais
detalhadas, uma vez que estes apresentam caracteristicas de respostas a estresses e
sao ativados em condi¢des de seca.

As proteinas MYB (Myeloblastosis) constituem uma classe de fatores
de transcricdo presentes em todos os eucariotos. Foram identificados como envolvidos
na regulacdo de processos planta-especificos, tais como a regulacdo do metabolismo
de fenilpropandides, o controle da especializacdo da morfologia das células e a
regulacdo das respostas vegetais a estresses bioticos e abidticos (COMINELLI et al.,
2008). Genes desta familia tém sua expressao ativada por ABA (ABE et al., 2003). DAI
et al., (2007), trabalhando com A. thaliana, demonstraram que plantas transgénicas

superexpressando o fator OsMYB3R-2, apresentaram maior tolerancia a seca, ao frio e
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a salinidade. Também, em A. thaliana, o gene AtMYB44 foi superexpresso resultando
em plantas mais tolerantes a seca e a salinidade, através, principalmente, do
mecanismo de resposta dos estbmatos (JUNG et al., 2008).

Em plantas, os fatores de transcricdo ziper basico de leucina (bZIP)
constituem uma grande familia, com 75 membros presentes em A. thaliana (SINGH et
al., 2002). Participam de processos de regulacao que incluem defesa contra patdgenos,
sinalizagéo, maturacdo de sementes e desenvolvimento floral (JAKOBY et al., 2002).
Rodriguez - Uribe e O'conell (2006) descreveram que o fator de transcricdo bZIP esta
envolvido na resposta adaptativa de elongacdo de raizes em dois tipos de feijao,
submetidos a seca. Existe muita similaridade entre membros da familia bZIP com os da
familia ABF/AREB/AB15, indicando que nestes fatores existem regidbes dominio de
resposta ao ABA (KIM, 2006). Genes desta familia provavelmente participam ainda de
processos de ajuste osmaético, uma importante resposta adaptativa das plantas a seca e
outros estresses abioticos (CHAVES et al., 2003).

O dominio NAC (NAM, ATAF1, CUC2) foi originalmente definido como
um dominio N-terminal altamente conservado. Seu nome deriva dos genes NAM (No
Apical Meristem - meristema ndo apical), de petunias, ATAF1 e CUC (Cup Shaped
Cottyledon2 - cotilédone em forma de taca), de A. thaliana. Genes pertencentes a esta
familia estdo amplamente presentes em plantas, mas ndo em outros eucariotos (GUO &
GAN, 2006). Dentre suas fungbes biolégicas estdo o desenvolvimento embrionario,
floral e vegetativo, a formacdo de raizes laterais, a sinalizacdo de auxina e a defesa
contra estresses abidticos (HE et al., 2005; OLSEN, 2005). Diversos trabalhos com
genes da familia NAC tém apontado que estes atuam nos processos de defesa da
planta & seca e a alta salinidade, por exemplo. Em trabalho com o gene SNAC1 em
arroz, este apresentou aumento da expressao em situacdo de seca e alta salinidade,
sendo que sua expressao predominante foi detectada em células guarda, resultando em
plantas mais tolerantes a estes estresses (HU et al., 2006). Também em arroz, o gene
SNAC2 (Stress-responsive NAC2) quando superexpresso, levou a obtengéo de plantas
mais tolerantes ao frio e a salinidade (HU et al., 2008).

As proteinas dedo de zinco (ZFP) do tipo C2H2 (Cysteine2/ histidine2)

constituem uma das maiores familias de fatores de transcricdo em eucariotos
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(AGARWAL et al., 2007). Participam de diversos processos, sendo importantes no
desenvolvimento e nas rotas metabodlicas de muitas plantas (CHRISPEELS et al.,
2000). Desempenham ainda func¢des na defesa das plantas a estresses abidticos como
alta salinidade, frio, seca e danos mecanicos (MITSUYA et al., 2007). XU et al.,(2007),
trabalhando com o gene THZF1, pertencente a familia C2H2 em A. thaliana, constatou
gue este gene esta envolvido na resposta ao estresse salino e a seca. CIFTCI-YILMAZ
et al.,, (2007) também mostraram o envolvimento do dominio EAR na defesa de A.
thaliana a estresse salino. A superexpressao de OsISAP1 , um tipo de C2H2, conferiu
tolerancia aos estresses de frio, desidratacdo e salinidade em tabaco transgénico, no
estagio de germinacdo de sementes (MUKHOPADHYAY et al., 2004).

Andlise da expressdo génica

Nas Ultimas duas décadas, ocorreram importantes avancos no
entendimento das mudancas transcricionais induzidas por estresses ambientais e ainda
na identificacdo de proteinas de sinalizagdo e de fatores de transcricdo que regulam a
expressao de genes estresse - induzidos. Os resultados indicam um complexo processo
constituido por diversas rotas metabdlicas e iniciado pela percepcdo do estresse, que
culmina com mudancas transcricionais especificas (MAZZUCOTELLI et al., 2008).
Estes dados de pesquisa cientifica sé foram alcancados gracas ao uso de tecnologias
avancadas no estudo da expressao génica, fato decisivo, uma vez que o entendimento
das respostas das plantas a estresses abioticos em nivel molecular fornece

embasamento para os futuros avancos da engenharia genética (ZHOU et al., 2007).

Durante os dltimos anos, varias técnicas foram e estdo sendo
desenvolvidas com o objetivo de analisar global e/ou pontualmente a expressao génica
das espécies. Assim, a capacidade de medicdo simultdnea da expressao de milhares
de genes tornou-se um poderoso sistema analitico. A disponibilidade de novas
tecnologias para este fim resulta em muitas estratégias para o estudo da resposta
génica (MITRA et al., 2003).

Técnicas para a analise diferencial da expressdao de genes utilizam
como alvo de estudo, principalmente os transcritos (moléculas de mRNA), que sao

sintetizados pelo individuo durante determinado tratamento, em comparacdo com
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aqueles produzidos na auséncia do mesmo. A analise global dos transcritos de um
organismo expressos em situacdes especificas constitui uma das areas da era

Genbmica, também conhecida como Transcriptdmica. (MARCELINO et al., 2007).

Recentes progressos na biologia molecular, na genémica (estudo do
genoma), na protebmica (estudos das proteinas sintetizadas) e na metabolémica
(estudo do metabolismo) tém fornecido importantes informacdes sobre as relacdes
existentes dentro do complexo sistema da rede regulatoria dos genes vegetais, que sdo
principalmente compostas por genes induzidos (fatores ambientais e sinais de
desenvolvimento), expressdo programada e elementos regulatérios (elementos - cis e
elementos - trans), correspondendo as diferentes rotas metabdlicas bioquimicas e a
diversos fatores sinais (SHAO et al., 2007).

Tecnologias como ESTs (Expression Sequence Tags - Etiquetas de
sequéncias expressas), SAGE (Serial Analysis for Gene Expression - Analise serial da
expressao génica) ou MPSS (Massively Parallel Signature Sequencing) ndo requerem
conhecimento prévio das seqUéncias dos transcritos, possibilitando, desta forma, a
identificacdo de transcritos ainda desconhecidos ou néo identificados (NIELSEN et al.,
2003). Em diversos sistemas de plantas, as ESTs tém estabelecido uma direcéo
aproximada para a descoberta de genes associados as respostas aos estresses, sejam
abioticos ou bidticos (GORANTLA et al., 2007).

Por outro lado, a técnica de microarranjos auxilia a elucidar as bases
moleculares de como diferentes plantas respondem a um estimulo em particular.
Diferente das técnicas tradicionais, os microarranjos permitem analises simultaneas de
um grande numero de genes, de maneira imparcial. Portanto, esta metodologia € uma
poderosa ferramenta nos esforgos para o rapido desenvolvimento de plantas agricolas,
com tolerancia a seca e a outras condi¢cdes ambientais adversas (KATHIRESAN et al.,
2006). No entanto, ao contrario das ESTs, sua eficiéncia € baseada no conhecimento
prévio dos genes, utilizando-se de sondas que sdo desenhadas para se hibridarem a
transcritos conhecidos (KUO et al., 2002).

Apesar de analisar a expressdo de centenas de genes
simultaneamente, técnicas de andalise da expressdo génica em larga escala como os

microarranjos de DNA, apresentam baixa sensibilidade comparativa. Atualmente a
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técnica de PCR em tempo real ou PCR gquantitativo (RT - gPCR) apresenta-se como a
metodologia mais precisa para quantificar niveis de expressdo de um determinado

gene, oferecendo ainda dados rapidos e reprodutiveis (GINZINGER, 2002).

A revolucdo da técnica de RT - qPCR consiste na possibilidade de
monitorar, ciclo a ciclo, a amplificacdo dos fragmentos de DNA ou RNA, proporcionando
uma quantificacdo precisa dos &cidos nucleicos e com maior reprodutibilidade dos
resultados, uma vez que os valores sdo determinados durante a fase exponencial da
reacdo de PCR. O ponto que o equipamento detecta o ciclo no qual a reacdo atinge o
limiar da fase exponencial € denominado de Cycle Threshold. Este ponto permite a
quantificacdo exata e reprodutivel dos produtos amplificados, baseando-se na
fluorescéncia emitida (NOVAIS et al., 2004). Existe uma relacdo direta entre a
quantidade inicial de sequéncias alvo e a quantidade final de produtos amplificados e
acumulados a cada ciclo. Outro diferencial da técnica esta na eliminacdo de processos
pés-ciclagem, como a eletroforese, diminuindo assim erros e contaminacfes (BUSTIN,
2000; KUBISTA et al., 2006).

Em todas as reacdes de RT - qPCR deve se utilizar um normalizador,
gue funciona como uma referéncia ativa que normaliza a quantificagdo de um mRNA
alvo, eliminando diferencas na quantidade de RNA total adicionada a cada reagéo. Os
genes utilizados como normalizadores sdo normalmente genes constitutivos, que néo
alteram seu padrdo de expressdo em funcdo de tratamentos utilizados, fase de
desenvolvimento, tecido, etc (WALL; EDWARDS, 2002; BRUNNER et al., 2004). Alguns
exemplos de normalizadores sdo 0s genes que codificam para o RNAR18S, o gene
GLICERALDEIDO-3-FOSFA TO-DESIDROGENASE (GAPDH), p-ACTINA e LECTINA,
sendo que em soja, em experimentos com seca, 0os dados mostraram que o
normalizador mais apropriado é a p-ACTINA (STOLF, 2007).

A principio utilizava-se a substancia carcinogénica brometo de etidio
nas reacbes de PCR em tempo real. Com o aprimoramento da metodologia, foram
desenvolvidas outras técnicas, utilizando fluoréforos, que sdo moléculas que absorvem
e emitem luz em um comprimento de onda especifico para acompanhar cada ciclo de

reacdo que o substituiram, sendo que dentre as técnicas desenvolvidas, as mais
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utilizadas atualmente sdo o SYBR Green® e as sondas Tagman (NOVAIS et al., 2004;

GINZINGER, 2002).
O SYBR Green® € um fluor6foro que quando em solugdo, esta

molécula emite pouca fluorescéncia, no entanto, quando ligada a uma molécula fita
dupla de DNA, emite um forte sinal e, sob excitacdo, emite luz. Assim, com o acumulo
do produto amplificado, a fluorescéncia aumenta proporcionalmente e é detectada. E
um método simples e econémico, sem necessidade de sintese de sondas especificas,
de baixo custo, facilidade de uso e sensibilidade. A desvantagem da técnica é que a
molécula do dye liga-se a qualquer fita dupla de DNA, inclusive, produtos inespecificos
de amplificacdo e/ou dimeros de primers, superestimando o resultado final, uma vez
gue o sinal de fluorescéncia emitido pode corresponder a ambos os fragmentos,
especificos ou ndo (AMBION, 2007; KUBISTA et al.,, 2006). Uma alternativa para
averiguar se houve a participacdo de produtos de amplificacdo inespecificos em parte
da fluorescéncia gerada, ou até mesmo dimeros de primers, € a construcao de uma
curva de dissociacao ao final da PCR. Os produtos sdo vagarosamente desnaturados e,
considerando que cada molécula de DNA dupla fita apresenta um temperatura de
desnaturacdo especifica, é possivel identificar a existéncia de amplificagéo inespecifica
(MARCELINO, 2006).

A metodologia TagMan utiliza uma sonda para detectar sequéncias
especificas nos fragmentos de DNA amplificados na PCR. Esta sonda apresenta em
uma extremidade um fluoréforo, e na outra extremidade um quencher (molécula que
receber energia do fluoréforo na forma de luz e a dissipa na forma de luz ou calor), e a
deteccdo dos produtos da reacdo ocorre pela atividade exonuclease 5' - 3'da Tag DNA
polimerase, que ao clivar a sonda, esta emite fluorescéncia que serd detectada pelo
equipamento (MAO et al.; 2007 BUSTIN, 2002). Deste modo, durante o processo de
amplificagdo a emisséo de luz é aumentada de forma exponencial. Esse aumento da
fluorescéncia ocorre apenas quando a sonda hibridiza e quando a amplificacdo da
sequéncia alvo € estabelecida (BUSTIN, 2002; BUSTIN et al., 2005).

O sistema TagMan utiliza um processo denominado FRET
(transferéncia de energia ressonante por fluorescéncia). O FRET é uma interacéo

distancia-dependente entre os estados excitados eletronicos de duas moléculas dyes
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(Fluordéforos), na qual ions excitados sdo transferidos de uma molécula doadora (dye
reporter) a uma molécula receptora (dye quencher) sem a emissdo de um foton. Assim
guando as moléculas dyes estdo proximas, ocorre transferéncia de energia e nao
ocorre emissdo de fluorescéncia, que sO acontece quando os fluoréforos estéao
distantes espacialmente, inibindo a transferéncia de energia e permitindo a emissao da
fluorescéncia (GIULIETTI et al. 2001). A reacdo com a TaqMan é considerada um
método sensivel para determinar a presenca ou auséncia de sequéncias especificas.
Esse tipo de quimico apresenta um custo elevado, pois a sintese de sondas especificas
€ necesséria. No entanto, este sistema permite sua utilizacdo em reacdes multiplex, ou
seja, reacdes onde mais de um par de primers pode ser usado, detectando diferentes

sequéncias alvos (KUBISTA, et al, 2006).
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Artigo a ser submetido a revista Brazilian Journal of Plant Physiology

ANALISE DA EXPRESSAO DE FATORES DE TRANSCRICAO RELACIONADOS
COM TOLERANCIA A SECA EM RAIZES DE SOJA

Selma dos Santos Pereira

INTRODUCAO

Por sua natureza seéssil, as plantas suportam muitas condicdes
ambientais adversas, 0 que, consequientemente, requer dos vegetais uma variedade de
respostas de aclimatacéo a esses estresses ambientais (GAO et al., 2007).

A importancia do estudo dos genes envolvidos na resposta aos
estresses ambientais, como a seca, consiste no fato de que os estresses abidticos sédo
os causadores dos maiores problemas na agricultura, pois reduzem o crescimento, a
colheita e a produtividade (GAO et al., 2007). Atualmente, as perdas relacionadas ao
déficit hidrico tém sido o principal problema na producédo de graos. Eventos de seca tém
aumentado nas Ultimas décadas, provavelmente associados as mudancas climaticas,
decorrentes do aquecimento do planeta (STOKSTAD, 2004). Previsdes indicam que
estes fatores climaticos extremos tenderdo a aumentar, em freqiiéncia e periodos de
duracdo (SCHIERMEIER, 2006). No que se refere a cultura da soja, as perdas
relacionadas a estiagem tém atingido nimeros relevantes. Na safra 2005/2006, no Rio
Grande do Sul e no Parand, principais estados produtores dessa cultura, houve reducéo
na producao de 10% e 14%, respectivamente (APROSSUL, 2007; AEN-PR, 2007).

Durante sua evolucdo, o0s vegetais desenvolveram mecanismos
sofisticados de resposta, tais como sutis alteracdes das condi¢bes de crescimento e

iniciacdo de cascatas que sinalizam para ativar genes estresses responsivos, com a
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finalidade de alterar processos fisioldégicos e bioquimicos (GAO et al.,, 2007). Tais
respostas sdo geralmente mediadas por fatores de transcricdo, que atuam em diversos
mecanismos, inclusive respostas a estresses abiodticos (MENG et al., 2007).

De modo geral, os fatores de transcrigdo, interagindo nas complexas
rotas metabolicas de resposta aos estresses ambientais, induzem altera¢cdes nos niveis
de expressao de alguns genes, que, em diversas situagdes, proporcionam o0 aumento
da tolerdncia a esses estresses. A regulagcdo transcricional € um dos mecanismos
cruciais de protecdo da planta as restricbes impostas pelo ambiente (CHEN; ZHU,
2004) Assim, os fatores de transcricdo tém papel fundamental nas respostas
adaptativas das plantas, por serem grupos de proteinas que controlam 0s processos
celulares pela regulacdo de genes alvo (QU; ZHU, 2006).

Centenas de genes estdo envolvidos na resposta a estresses abiéticos
e as analises de expressdo destes genes mostram a existéncia de diversos sistemas
regulatérios estresses-responsivos (BUSTIN, 2000; SEKI et al., 2001). O advento da
tecnologia de microarranjos possibilitou a identificacdo e investigacdo destes genes
estresses responsivos (SEKI et al., 2002; TALAME et al., 2007; JUNG et al., 2008).

Em trabalho anterior de Stolf (2007), utilizando a técnica de
microarranjos de cDNA, com raizes de soja, 6rgdos vegetais onde ocorrem as primeiras
mudancas morfologicas e metabodlicas nas plantas submetidas & escassez de agua
(KAVAR et al., 2008), foram identificados 145 genes diferencialmente expressos em
condicbes de seca, os quais foram categorizados de acordo com suas funcdes
biol6gicas, entre estas, genes envolvidos na producdo de energia, fatores de
transcricdo, genes envolvidos em diferentes vias anabdlicas e/ou catabodlicas de
aminoacidos, lipidios, carboidratos e no metabolismo fotossintético, genes de respostas
a estresses, genes que participam da sintese de proteinas, de vias de comunicagao
celular, do ciclo celular, do transporte celular e genes com funcdo desconhecida.

Devido ao importante papel dos fatores de transcricdo na regulacdo das
rotas metabdlicas e em diversos tipos de respostas vegetais a estresses, essa foi a
categoria escolhida para este estudo, tendo sido selecionados os genes MYBJ7,
bZIP50, NAC2 e C2H2, que tiveram aumento da expressdo quando em condi¢gbes de

seca. O gene MYBJ7, membro da familia MYB, € alvo de diversos estudos anteriores
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por sua participacdo nas respostas das plantas a seca, sendo que varios trabalhos
relatam que quando superexpresso, confere nas plantas aumento de tolerancia a seca
e outros estresses abioticos (JUNG et al., 2008; DAI et al., 2007).

O fator de transcricdo bZIP50, (regido basica de ziper de leucina), é
membro da familia bZIP, e participa de diversos processos de resposta da planta, como
por exemplo o ajuste osmotico (RODRIGUEZ — URIBE; O'CONELL, 2006; CHAVES et
al., 2003).

Outro gene escolhido, o NAC2 (NAM, ATAF, CUC), fator de transcrigcao
membro da familia NAC, presente apenas em plantas, participa de diversos processos
fisiologicos, dentre os quais 0s de resposta a estresses abidticos. Em trabalhos
superexpressando genes da familia NAC, foram obtidas plantas tolerantes a estresses
abidticos como seca, frio e alta salinidade (HU et al., 2008; HU et al., 2006).

O gene C2H2 (Cisteina2 Histidina2), que pertence a uma familia de
fatores de transcricdo de proteinas dedos de zinco, participa de diversas rotas
metabdlicas, inclusive nas de defesa vegetais a estresses abioticos (MITSUYA et al.,
2007; CHRISPEELS et al., 2000).

Neste contexto, no presente trabalho foram realizados alinhamentos
das sequéncias de aminoacidos codificados pelos fatores de transcricdo selecionados
em soja, com genes de outras espécies vegetais, visando identificar sequéncias
consenso que 0s caracterizasse como pertencentes a essas familias génicas.

Assim, o objetivo deste trabalho foi quantificar e analisar os niveis de
expressao dos fatores de transcricdo MYBJ7, bZIP50, NAC2 e C2H2, em raizes de soja
[Glycine max (L.) Merrill] submetidas ao déficit hidrico, utilizando-se a técnica de RT -
gPCR. Os fatores de transcricdo aqui estudados sdo fortes candidatos para serem

usados em transformacéo genética, visando a obtencdo de gendtipos tolerantes a seca.

MATERIAIS E METODOS

Experimento de Hidroponia
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O experimento para a obtencdo das amostras biolégicas utilizadas no
presente trabalho foi realizado em outubro de 2005 (STOLF 2007), nas instalacdes da
Embrapa Soja (Londrina, PR, Brasil). Genétipos contrastantes foram assim
selecionados para a analise diferencial de expressdo de genes relacionados ao déficit
hidrico. Com base em varias observa¢des morfofisioldgicas e agrondmicas, o gendtipo
MG/BR46 (cultivar Conquista) foi escolhido como cultivar padrdo tolerante, pois
apresenta alta capacidade de suportar periodos de seca (OYA et al., 2004), enquanto a
cultivar BR16, como padrdo de sensibilidade.

Sementes das duas cultivares foram germinadas em camara de
germinacédo climatizada e, posteriormente, as plantulas foram transferidas para sistema
de hidroponia contendo solucdo nutritiva (HEWITT, 1963).

O delineamento experimental foi em blocos ao acaso, consistindo de
dois blocos, sendo que cada tratamento consistiu de 30 plantas, as quais cresceram em
casa de vegetacdo até atingirem o estadio de desenvolvimento V3, quando houve a
inducao do déficit hidrico.

Foram aplicados cinco tratamentos: Ty (controle ndo estressado), T25
(25 min de estresse), T50 (50 min de estresse), T75 (75 min de estresse) e T100 (100
min de estresse). Apos a aplicacdo do estresse, as raizes foram coletadas, embaladas
em papel aluminio, colocadas em nitrogénio liquido, e, em seguida, armazenadas em

freezer a -80°C para posteriores analises moleculares.

Extracdo e quantificacdo de RNA total e sintese de cDNA

A extracdo de RNA total das amostras foi realizada utilizando-se o
reagente Trizol (Invitrogen - Life Technologies), conforme instru¢des do fabricante. Apos
a extracdo os RNAs foram purificados e tratados com a DNAse RQ1 RNase-free DNase
(Promega), conforme as recomendacdes do fabricante, e tiveram sua integridade
verificada em gel de agarose 1%. Realizou-se ainda, a quantificacdo em
espectrofotbmetro, com leituras nos comprimentos de onda de 260 e 280 nm,

utilizando-se H20ODEPC como controle (branco).
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Para as reacOes de transcricdo reversa, utilizou-se a enzima
transcriptase reversa (Moloney Murine Leukemia Virus - M-MLV). Assim, 1,5 ng de RNA
total foi aliquotado em microtubo, adicionando-se agua ultra - pura suficiente para um
volume de 9 ~L. A cada reacao foram entdo adicionados 6 mM de primer randémico e,
estas incubadas a 80°C, por 3min Apos este periodo, os tubos foram resfriados em gelo
e 14 de mix (6 de tampao 5X first strand; 4 de dNTP's (2,5 mM); 2 de DTT (0,1 M); 2 de
enzima transcriptase reversa) foram acrescentados as amostras, totalizando um volume
final de 25 As reacgdes foram incubadas em termociclador a 37°C por 1h, e, a seguir,
por 10min a 65°C. O cDNA foi armazenado a -20°C.

Desenho dos Primers para RT - gPCR

Para o desenho dos primers para amplificagcdo dos genes por RT -
QPCR foi realizada uma busca de similaridade das sequéncias dos ESTs dos fatores de
transcricdo selecionados. no National CenterforBiotechnology Information (NCBI) (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov). As sequiéncias selecionadas e seus respectivos ndimeros de
acesso no GenBank sdo: C2H2 (Acesso No: DQ055134); NAC2 (Acesso No.:
DQ028770); bZIP50 (Acesso No.:DQ787034) e MYBJ7 (Acesso No.: DQ902864).

Ainda no NCBI, foram identificadas as seqUéncias preditas de

aminoacidos codificados por genes pertencentes a essas familias de fatores de
transcricdo em outras espécies vegetais. Tais seqiiéncias foram alinhadas com as de
soja, a fim de verificar as seqléncias conservadas presentes e que os classificam em
uma determinada familia de fatores de transcricdo. Foram realizados também
alinhamentos de genes pertencentes a essas familias em soja e uma arvore filogenética
foi construida, com a utilizacdo do programa Mega 4.1, utilizando o método Neighbor
Joining e o teste de confiabilidade Bootstrap.

Os pares de primers foram desenhados proximos a regido 3' de cada
gene utilizando-se o software Primer Express versdo 3.0 (Applied Biossystems, Foster,
CA, USA), obtendo-se no final amplicons de tamanhos entre 75 e 155 pares de bases.
As sequUéncias dos pares de primers desenhados para cada gene sao: para 0 gene
GmbZIP50: F.5'GCGACTCCGTCACTTTCCTG3' e R.
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5'CGAACCTCTCGAACTCGTTGTTS3 para 0 gene GmMYBJ7, F
S5TTGTGTCTGGAGGTGAAGCCAS3' e R 5'TCACCAAACTCTGCAGGCTACAS',; para o
gene GmC2H2 F 5'CACAGATCTTTCGTGCCATCAAZ3' e R
S5TTCTCATGTGCCCTCCCAAAS e para o] gene GmNAC2
F5'CGATCGAGAAACTGCAACCAA3 e R 5'ACCTCCTCCGCTTTTCAGAATC3. O
gene utilizado como normalizador foi 0 Gm$-ACTINA (Acesso No.: DQ224371.1) com a
sequéncia de primers F 5'GAGCTATGAATTGCCTGATGG3' e R
5'CGTTTCATGAATTCCAGTAGCS3.

PCR quantitativo em tempo real

Para as reacdes de PCR quantitativo em tempo real (RT-gPCR)
utilizou-se o kit Platinum®SYBR®Green gPCR SuperMix UDG (Invitrogen - Life
Technologies), conforme recomendag¢des do fabricante. As reacdes foram realizadas no
termociclador 7300 Real Time System (Applied Biosystems, Foster, CA, USA).

Curvas de eficiéncia de amplificacdo para cada par de primers dos
genes estudados e para os primers do gene normalizador foram realizadas a partir de
uma série de diluices do cDNA (10, 107, 10% 107°), sendo testadas diferentes
concentracdes dos primers. Os valores de Ct obtidos em cada diluicdo foram plotados
em funcédo do logaritmo das diluiges, e o indice de inclinagédo da reta foi utilizado para
calcular a eficiencia de cada sistema de acordo com a férmula E=[107°P?]-1. Os
parametros de ciclagem utilizados para as reacbes foram: 50°C por 2min, 95°C por
10min, seguidos de 45 ciclos de 95°C por 2min, 62°C por 1min, sendo os dados
coletados neste Ultimo passo.

A concentracdo de primer com melhor desempenho na curva de
eficiéncia foi escolhida para ser utilizada na etapa de quantificacéo relativa. As reacdes
de PCR foram realizadas em triplicatas, constituindo-se de 8,0 uL de &gua Ultra pura;
0,5 uL de ROX (referéncia passiva); 12,5 uL de SYBR® Green qPCR SuperMix UDG e
2 uL de cDNA. Os parametros de ciclagem para as reacdes de amplificagdo foram 50°C
por 2min; 95°C por 2min; seguidos de 45 ciclos de 95°C por 15s, 60°C por 30s e 72°C

por 30s, sendo os dados coletados na ultima etapa. Como normalizador, em cada
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tratamento, utilizou-se o gene Gm(3-ACTINA (Acesso No.. DQ224371.1) que foi
escolhido baseando-se em trabalho realizado por STOLF (2007), onde, este gene foi
comparado a outros normalizadores utilizados na literatura, e por apresentar melhor
desempenho em comparacao aos outros para ensaios sob estresse hidrico, foi indicado
como sendo o melhor normalizador para experimentos de seca em soja.

O nivel de expressao génica diferencial (RQ) foi calculado, pela
subtracédo do Ct da amostra de cada tratamento com o Ct do normalizador, gerando o
ACt. Este valor de ACt dos tratamentos é subtraido do valor de ACt da amostra controle
- To (calibrador), resultando num valor de AACt. O valor de RQ agora € calculado pela
formula 24", onde o valor 2 representa a somatéria das eficiéncias do gene alvo
(100% = 1) e do normalizador (100% = 1). Primers com eficiéncia acima de 75% s&o
recomendados a serem utilizados para as reac¢des de quantificacéo relativa.

Apos o término da quantificacdo relativa, para verificar a formacao de
dimeros de primers, amplificacGes inespecificas e possiveis erros e contaminacgodes,
realizou-se a curva de dissociagao.

A placa de PCR para quantificacdo relativa da expressao génica
diferencial foi montada em triplicata, com duas repeti¢cdes biologicas para cada gene e

tratamento em estudo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Alinhamento das sequéncias escolhidas para RT - gPCR

A fim de determinar a classificacdo dos fatores de transcri¢céo utilizados
neste trabalho, a sequéncia predita dos aminoacidos codificados por genes
pertencentes as familias de fatores de transcricdo MYB, bZIP, C2H2 e NAC foi alinhada
com a utilizagdo do programa ClustalX. Os alinhamentos foram realizados comparando
somente membros destas familias presentes em soja e também fazendo a comparacgao
de membros de soja com os de outras espécies vegetais.

Assim, a sequéncia predita de aminoacidos do gene MYBJ7 de soja foi

alinhada com sequéncias de genes da familia MYB, presente em outras espécies
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vegetais (Figura 3). Uma sequéncia conservada foi encontrada, caracterizando este
gene como pertencente a esta familia de fatores de transcrigcéo.

A principal caracteristica dessa familia génica € a presenca do dominio
conservado MYB, geralmente composto de uma a trés repeticbes imperfeitas de 51 ou
52 aminoacidos, existindo ainda, trés hélices, com a segunda e terceira hélices
formando a estrutura de ligagdo ao DNA helix-turn-helix (CHEN et al., 2005).
Geralmente, estdo também presentes trés residuos de triptofano, regularmente
espacados a cada repeticdo MYB. Estes participam na conformacédo hidrofobica que,
presume-se, esteja envolvida no reconhecimento especifico do DNA (YANHUI et al.,
2006).

As proteinas MYB sao classificadas em 3 grupos principais: R1R2R3-
MYB, com 3 repeticbes adjacentes, MYB-related, grupo heterogéneo de proteinas, que
geralmente apresenta uma Unica repeticdo, e R2R3-MYB, com 2 repeticdes adjacentes
(YANHUI et al., 2006). Neste ultimo grupo, esta classificado o gene MYBJ7, conforme
mostrado nas Figuras 3 e 4.
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Figura 3 - Alinhamento da seqiiéncia predita de aminoacidos codificada pelo gene MYBJ7 (n° de acesso: ABI73973.1) de soja com outros
membros da familia MYB de: Daucus carota (n° de acesso; BAF49444.1); Dendrobium sp. (n° de acesso: AF485892_1); Gossypium
hirsutum (n° de acesso: AF336283_1), Lotus japonicus (n° de acesso: BAG12895.1) e Pisum sativum (n° de acesso: CAA71992.1)
realizado pelo programa ClustalX. * significa seqiiéncias consensos. O dominio R2 esta destacado com um traco vermelho, o
dominio R3 com um trago azul e os triptofanos regularmente espagados destacados em amarelo.
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O alinhamento das sequéncias preditas de aminoacidos somente de
membros da familia MYB de soja (Figura 4) permitiu elevada semelhanca entre as
sequéncias. Constatou-se também que esta familia génica é bastante extensa em soja,
0 que indica que tais genes participam de diversos processos biolégicos nesta espécie,
essenciais para sua sobrevivéncia, tal como proposto por STRACKE et al. (2001), que
descreveram estes genes formando uma grande familia génica com cerca de 130
membros em Arabidopsis thaliana.

A éarvore filogenética (Figura 5) permitiu verificar que o gene MYBJ7 tem
grande similaridade com o gene MYB78, também de soja, sendo que foram formados
dois grupos principais, sendo que somente dois genes de soja, MYB92 e MYB185,
ficaram separados dos demais membros da familia MYB de soja. Dentro do segundo e
maior grupo, os genes MYB de soja se agruparam em um subgrupo de maior
similaridade, comprovando a grande similaridade existente entre os membros desta

familia em soja.
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Figura 4 - Alinhamento da sequéncia predita de aminoacidos codificada pelo gene MYBJ7 (n° de acesso: ABI73973.1) de soja com
membros da familia MYB também de soja: MYB29A2 (n° de acesso: BAA81732.1); MYB29A1l (n° de acesso:
BAA81730.1); MYB29A2 (n° de acesso: BAA81733.2); MYB60 (n° de acesso: ABH02908.1); MYB78 (n° de acesso:
ABH02914.1); MYB161 (n° de acesso: ABH02906.1); MYB71 (n° de acesso: ABH02912.1); MYBJ6 (n° de acesso:
ABI73972.1); MYB92 (n° de acesso: ABH02844.1); MYB185 (n° de acesso: ABH02841.1) e MYBZ2 (n° de acesso:
ABI73970.1), realizado pelo programa ClustalX. * significa sequéncias consensos. O dominio R2 esta destacado com um
traco vermelho, o dominio R3 com um traco azul e os triptofanos regularmente espacados destacados em amarelo.
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Figura5- Arvore filogenética construida a partir de um alinhamento realizado com as
sequéncias preditas de aminoacidos codificados por genes membros da familia
MYB de soja: MYBJ7 (n° de acesso: ABI73973.1) de soja com membros da familia
MYB também de soja: MYB29A2 (n° de acesso: BAA81732.1); MYB29A1 (n° de
acesso: BAA81730.1); MYB29A2 (n° de acesso: BAA81733.2); MYB60 (n° de
acesso: ABH02908.1); MYB78 (n° de acesso: ABH02914.1); MYB161 (n° de
acesso: ABH02906.1); MYB71 (n° de acesso: ABH02912.1); MYBJ6 (n° de
acesso: ABI73972.1); MYB92 (n° de acesso: ABH02844.1); MYB185 (n° de
acesso: ABH02841.1) e MYBZ2 (n° de acesso: ABI73970.1) com D. carota (n° de
acesso; BAF49444.1); Dendrobium sp. (n° de acesso: AF485892_1); G. hirsutum
(n° de acesso: AF336283 1), L. japonicus (n° de acesso: BAG12895.1) e P.
sativum (n° de acesso: CAA71992.1), utilizando o programa Mega 4.1, com o
método Neighbor Joining e o teste de confiabilidade Bootstrap.

O gene bZIP50 também teve sua sequiéncia predita de aminoacidos alinhada
com seqliéncias de genes pertencentes a familia bZIP em outras espécies vegetais (Figura 6),
entretanto, como foi encontrada pouca similaridades entre as espécies utilizadas neste
alinhamento, foi realizado também um alinhamento utilizando somente membros da familia bZIP
presentes apenas em soja (Figura 7), que possibilitou a localizacdo do dominio conservado
caracteristico desta familia e que caracteriza o gene bZIP50 como pertencente a familia de
fatores de transcrigéo bZIP.
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Figura 6 - Alinhamento da seqliéncia predita de aminoacidos da proteina codificada pelo gene bZIP50 (n° de acesso ABI34644.1)
de soja com outros membros da familia bZIP em Phaseolus vulgaris (n° de acesso: AF350505_1); P. acutifolius (n° de
acesso: AAK01953.1); Cicer arietinum (n° de acesso: BAA76425.1); Lycopersicon sculentum (n° de acesso:
AAD55394.1); e Solanum chacoense (n° de acesso: ACB32232.1); realizado pelo programa de alinhamento ClustalX *
significa sequiéncias consensos
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Figura7 - Alinhamento da sequéncia predita de aminoacidos de membros da familia bZIP de soja; bZIP50 (n° de acesso:
ABI34644.1); bZIP43 (n° de acesso: ABI34685.1); bZIP21 (n° de acesso: ABI34695.1); bZIP48 (n° de acesso:
ABP88222.1); bZIP57 (n° de acesso: ABI34683.1); bZIP58 (n° de acesso: ABP88224.1) e bZIP85 (n° de acesso:
ABP88224.1), realizado pelo programa de alinhamento ClustalX * significa sequiéncias consensos. O dominio bZIP est&
destacado em vermelho
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Deste modo, pode se afirmar que o gene bZIP50 pertence a uma
familia de fatores de transcricdo bZIP, cuja principal caracteristica é a presenca de um
dominio conservado com a mesma designacdo. Esse dominio apresenta uma regido
basica com aproximadamente 16 aminoacidos, caracterizado pela presenca de um
motivo invariavel N-x7-R/K, seguido de um ziper de leucinas, composto de sete
repetices de leucinas ou outros bulks de aminoacidos hidrofobicos (lle, Val, Phe ou
Met). A regido basica é responsavel pela seqiéncia especifica de ligacdo ao DNA e é
altamente conservada. O ziper de leucina é uma sequéncia anfipatica de configuracao
enrolada, que confere especificidade de dimerizacdo e, € pouco conservada
(NIJHAWAN et al., 2008).

A formacdo do ziper de leucina permite a ligagdo ao DNA, de modo que
as duas subunidades se aderem via interacdes entre os lados hidrofébicos de suas
hélices, criando uma estrutura com sobreposicdo super-helicoidizada. A habilidade de
formar homo e heterodominios € influenciada pela atracédo eletrostatica e pela repulsédo
de residuos polares que flanqueiam as interacdes hidrofdbicas na superficie das hélices
(JAKOBY et al., 2002).

As proteinas bZIP de plantas se ligam preferencialmente & seqiéncias
de DNA ACGT. A especificidade da ligacao é regulada por nucleotideos flanqueadores.
De modo geral, os bZIPs vegetais ligam-se preferencialmente ao A-box (TACGTA), C-
box (GACGTC) e G-box (CACGTG), mas existem também exemplos de ligacdes a
regides nao palindrémicas (JAKOBY et al., 2002). Membros dessa familia podem ainda
interagir com elementos cis atuantes especificos de resposta ao ABA (ABRE) e ativar
de maneira trans a expressao de genes upstream (ZOU et al., 2008).

Através da construcdo da arvore filogenética foi possivel ratificar que
genes pertencentes a familia bZIP sdo muito distintos. Houve a formacdo de dois
grandes grupos. Apesar dos genes de soja apresentarem o dominio conservado,
metade dos genes utilizados no alinhamento se separaram em um grupo e a outra
metade em outro, o que pode ser explicado pelo fato de apenas o dominio conservado
caracteristico da familia € comum entre estes genes, sendo as demais regibes da
sequéncia muito dispares. O gene mais préximo ao bZIP50 foi o bZIP48 também de

soja.
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Figura 8 - Arvore filogenética construida a partir de um alinhamento realizado com sequiéncias
génicas presentes em membros da familia bZIP de soja: bZIP50 (n° de acesso:
ABI34644.1); bZIP43 (n° de acesso: ABI34685.1); bzZIP21 (n° de acesso:
ABI34695.1); bZIP48 (n° de acesso: ABP88222.1); bzZIP57 (n° de acesso:
ABI34683.1); bZIP58 (n° de acesso: ABP88224.1) e bZIP85 (n° de acesso:
ABP88224.1), com P. vulgaris (n° de acesso: AF350505_1); P. acutifolius (n° de
acesso: AAK01953.1); C. arietinum (n° de acesso: BAA76425.1); L. sculentum (n° de
acesso: AAD55394.1); e S. chacoense (n° de acesso: ACB32232.1), utilizando o
programa Mega 4.1, com o método Neighbor Joining e o teste de confiabilidade
Bootstrap

Foi realizado ainda o alinhamento da seqiéncia predita de aminoacidos
codificados pelo gene C2H2 de soja com genes dessa familia presentes em outros
vegetais (Figura 9). Com a realizacdo deste alinhamento foi possivel constatar o gene
C2H2 pertence a familia de fatores de transcricdo C2H2, que sdo proteinas do tipo
dedos de zinco (ZFPs - zinc fingers proteins) e constituem uma grande classe de
fatores de transcrigdo, presentes em todos os eucariotos (ENGLBRECHT, 2004). Foi
encontrado o dominio conservado especifico de plantas QALGGH, tal qual o
encontrado por AGARWAL (2007) em petunias. Este motivo provavelmente encontra-se
dentro de uma superficie de contato ao DNA, no motivo dedo de zinco (ZF - zinc
fingers). O numero de ZFs nessas proteinas varia de um a quatro, sendo que para o
gene C2H2 de soja aqui descrito, o niumero de ZFs é dois. De modo geral, o

espacamento entre os ZFs em proteinas que apresentam dois ZFs, varia entre 19 e 65



54

residuos e, no caso de proteinas com 3 e 4 ZFs, as distancias encontrados sédo de
tamanhos mais curtos, entre 23 a 89 residuos ou longos de 126 a 239 residuos
(AGARWAL, 2007).

Verificou-se ainda que os genes pertencentes a esta familia sdo muito
distintos entre si, tal qual descrito por AGARWAL et al. (2007), que realizaram uma
andlise aprofundada de 189 genes da familia C2H2 - ZFP em arroz, mostrando que
membros dessa familia sdo extremamente diversos, podendo ser identificadas
repeticdbes em tandem de ZFs, assim como dispersos pela seqiéncia. Em A. thaliana
também foi detectada muita variagdo entre os membros dessa familia de fatores de
transcricdo (ENGLBRECHT et al., 2004).

As ZFPs do tipo C2H2 sado caracterizadas pela presenca de duas
cisteinas e duas histidinas, no chamado dominio dedo de zinco, que estabiliza a
estrutura tri-dimensional, consistindo de 2-stranded antiparalelos /3-sheet e uma a
hélice circundando um zinco central (KAM et al., 2008).

Com base no alinhamento da Figura 9 e com outros membros da
familia C2H2 de soja, foi construida uma arvore filogenética (Figura 10). Foram
formados dois grupos, sendo um maior e 0 outro onde apenas dois membros de soja se
agruparam. Foi possivel confirmar a disparidade existente nesta familia, pois 0 gene
C2H2 de soja encontra-se mais proximo ao gene de Brassica napus que dos demais

integrantes da familia em soja.
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Figura 9 - Alinhamento da sequiéncia predita de aminoacidos da proteina codificada pelo gene C2H2 (n° de acesso: ABQ53139.1)
de soja com membros da familia C2H2 encontradas em Brassica napus (n° de acesso: ABB52061.1), Oryza sativa (n° de
acesso: AAP74357.1), Triticum aestivum (n° de acesso: ABZ80834.1) e S. lycopersicum (n° de acesso: ABR68563.1),
realizado pelo programa de alinhamento ClustalX . O dominio conservado especifico de plantas QALGGH esta destacado
em vermelho. * significa seqiiéncias consensos
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Figura 10 - Arvore filogenética construida a partir do alinhamento de seqiiéncias preditas de
aminoacidos codificados por genes presentes em membros da familia C2H2 de
soja: C2H2 (n° de acesso: AAZ03389.1); C2H2 (n° de acesso ABQ53139.1); CYS2-
HIS2 (n° de acesso: CAK24965.1); C2-H2 (n°de acesso: ABX56674.1) e C2-H2
(n°de acesso: ACA24108.1); com O. sativa (n° de acesso: AAP74357.1); A. thaliana
(n° de acesso: NP_180262.1); B. napus (n° de acesso: ABB52061.1); T. aestivum
(n° de acesso: ABZ80834.1); S. latifolia (n° de acesso: AAY40248.1); S.
lycopersicum (n° de acesso: ABR68563.1); L. japonicus (n° de acesso:
BAG50062.1) e M. trunculata (n° de acesso: ABE91967.1), utilizando o programa
Mega 4.1, com o método Neighbor Joining e o teste de confiabilidade Bootstrap

Na Figura 11 é mostrado o alinhamento da seqUéncia predita de
aminoacidos codificados pelo gene NAC2 de soja, com sequéncias de membros desta
familia de fatores de transcricdo encontradas em outras plantas. Com este alinhamento
foi possivel constatar que o gene NAC2 pertence a familia NAC de fatores de
transcricdo, caracterizada por apresentar um dominio NAC, originalmente definido pela
regiao N-terminal altamente conservada (GUO; GAN, 2006). A denominacdo NAC
deriva do gene NAM (NO APICAL MERISTEM - sem meristema apical) de petunia
(Petunia hybrida) e dos genes de A. thaliana ATAF1/ATAF2 e CUC2 (CUP-SHAPED
COTYLEDON?2 - cotilédone em forma de taca) (ZHAO et al., 2008). Realizou-se entéo o
alinhamento de sequéncias preditas de aminoacidos de membros da familia NAC
encontrados em soja (Figura 12), e verificou-se que esta familia € muito conservada em

soja.
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Pelas suas caracteristicas, o dominio NAC pode formar uma estrutura
hélice-giro-hélice, de ligacdo a alvos especificos de DNA. A regido C-terminal dessas
proteinas € um provavel dominio de ativacdo transcricional, apresentando alta
divergéncia em sua sequéncia (HE et al., 2005), como encontrado no alinhamento das
sequéncias (Figuras 11 e 12). Em petunias, os genes NAM tém papel essencial na
determinagdo dos meristemas e primordiose. Em A. thaliana, os genes CUC1 e CUC2
podem induzir a formacdo de meristemas apicais e a diferenciacdo de organismos
florais (HE et al., 2005). Os genes da subfamilia ATAF s&o induzidos por ataque de
patdgenos e por lesdes (HU et al., 2008).

A arvore filogenética (Figural3) com o emprego do programa Mega 4.1,
utilizando o método Neighbor Joining e o teste de confiabilidade Bootstraap, partir da
sequéncia predita de aminoécidos codificados por membros da familia NAC utilizados
nos alinhamentos das Figuras 11 e 12. Houve a formagédo de um grande grupo onde 0s
diversos membros da familia NAC foram reunidos, exceto pelos genes NAC5 que se
isolaram, formando um pequeno grupo. Verificou-se ainda que o gene NAC2 é bastante

semelhante a outro gene NAC2 de soja.
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Alinhamento da seqléncia predita de aminoacidos da proteina codificada pelo gene NAC2 (n°de acesso:

AAY46122.1)de soja com membros da familia NAC presentes em Prunus mume (n° de acesso: BAE48667.1), Citrus
sinesis (n° de acesso: ABQ96643.1), Triticum aestivum (n° de acesso: AAU08786.1), O. sativa (n°de acesso:
ABD52007.1), Solanum tuberosum (n°de acesso: ABK96797.1) e P. vulgaris (n°de acesso: AF402603_1), realizado
pelo programa de alinhamento ClustalX * significa sequiéncias consenso
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Figural2 - Alinhamento de sequéncias preditas de aminoacidos da proteina codificada pelo gene NAC2 (n° de acesso;
AAY46122.1) de soja com outros membros da familia NAC também de soja: NAC2 (n° de acesso; AAX85979.1);
NAC1 (n° de acesso; AAY46121.1); NAC1 (n° de acesso; AAX85978.1); NAC3 (n° de acesso; AAY46123.1); NAC3 (n°
de acesso; AAX85980.1); NAC4 (n° de acesso; AAX85981.1); NAC4 (n° de acesso; AAY46124.1); NAC5 (n° de

acesso; AAY46125.1); NAC5 (n° de acesso; AAX85982.1),

significa seqiéncias consenso

realizado pelo programa de alinhamento ClustalX *
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Pelas suas caracteristicas, o dominio NAC pode formar uma estrutura
hélice-giro-hélice de ligacdo a alvos especificos de DNA. A regido C-terminal dessas
proteinas € um provavel dominio de ativacdo transcricional, apresentando alta
divergéncia em sua sequéncia (HE et al., 2005), como encontrado no alinhamento das
sequéncia (Figuras 11 e 12). Em petunias, os genes NAM tém papel essencial na
determinagdo dos meristemas e primordiose. Em A. thaliana, os genes CUC1 e CUC2
podem induzir a formacdo de meristemas apicais e a diferenciacdo de organismos
florais (HE et al., 2005). Os genes da subfamilia ATAF s&o induzidos por ataque de
patdgenos e por lesdes (HU et al., 2008).

Da analise da arvore filogenética (Figural3), percebe-se a formacao de
um grande grupo onde os diversos membros da familia NAC foram reunidos, exceto
pelos genes NAC5, que se isolaram formando um pequeno grupo. Verificou-se ainda
que o gene NAC2 é idéntico a outra anotacdo do gene NAC2 de soja, e semelhante ao
gene NAC de P. mume.

Os alinhamentos das seqéncias preditas dos aminoacidos codificados
pelos fatores de transcricdo MYBJ7, bZIP50, C2H2 e NAC2 possibilitou a indentificagédo
de regibes menos conservadas entre as sequéncias, as quais foram utilizadas para o
desenho dos primers para a quantificacdo dos niveis de expressdo destes fatores por
RT-qPCR. A elevada similaridade entre diferentes membros das familias de tais fatores
de transcricdo em soja poderia levar a ocorréncia de amplificacdes inespecificas, de

outros membros das familias.
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Figura 13 - Arvore filogenética construida a partir do alinhamento de seqiiéncias preditas de
aminoacidos codificados por genes membros da familia NAC de soja: NAC2 (n° de
acesso; AAY46122.1); NAC2 (n° de acesso; AAX85979.1); NAC1 (n° de acesso;
AAY46121.1); NAC1 (n° de acesso; AAX85978.1); NAC3 (n° de acesso;
AAY46123.1); NAC3 (n° de acesso; AAX85980.1); NAC4 (n° de acesso;
AAX85981.1); NAC4 (n° de acesso; AAY46124.1); NAC5 (n° de acesso;
AAY46125.1); NAC5 (n° de acesso; AAX85982.1); P. mume (n° de acesso;
BAE48667.1); C. sinesis (n° de acesso; ABQ96643.1); T. aestivum (n° de acesso;
AAU08786.1); P. vulgaris (n° de acesso; AF402603_1); O. sativa (n° de acesso;
ABD52007.1) e S., tuberosum (n° de acesso; ABK96797.1), utilizando o programa
Mega 4.1, com o método Neighbor Joining e o teste de confiabilidade Bootstrap.

Andlise dos genes diferencialmente expressos em soja durante a
condicdo de seca, por RT-gPCR

O gene MYBJ7 apresentou, na cultivar tolerante Conquista no
tratamento de 25 min de estresse, maior expressao génica quando comparado com 0s
demais tratamentos nesta cultivar, o que indica que esse gene pode estar atuando em

vias iniciais de resposta ao déficit hidrico. Na cultivar sensivel BR16 a expressao desse
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gene também foi detectada a 25 min de estresse, porém, o maior pico foi detectado no
tempo de 75 min de desidratacéo (Figura 14).

MNiveis de expressao
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Figura 14 - Niveis de expresséo génica relativa, obtidos por RT-gPCR, do gene MYBJ7, em
raizes das cultivares de soja, tolerante Conquista e BR16 sensivel, submetidas
aos tratamentos de estresse hidrico: 0 min (controle), 25 min, 50 min, 75 min e
100 min de desidratacdo. Os tracos verticais entre as barras correspondem ao
erro padréo.

O maior nivel de expressdo detectado na cultivar sensivel em relagéo a
cultivar tolerante indica que este gene esteja participando de vias de regulacdo negativa
da expressao de genes que poderiam proporcionar respostas importantes no processo
de tolerancia ao estresse hidrico. Na literatura cientifica, alguns genes da familia MYB
sao inferidos como participantes de vias regulagdo negativa.

Fornale et al, (2006), trabalhando com milho, aludiram que os genes
ZmMYB31 e ZmMYB42, quando superexpressos atuam atenuando a expressado de
genes relacionados ao processo de sintese de lignina. O gene MYBJ7, como integrante
da familia de fatores de transcricdo MYB, pode atuar de modo semelhante aos que
ocorrem com 0s genes ZmMYB31 e ZmMYB42 de arroz, ou seja, inibindo a expresséo

de genes cuja a expressao possa desfavorecer a tolerancia a seca.
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Diversos trabalhos relacionam o acumulo de lignina na parede celular
com a diminuicdo do crescimento radicular (ANDRADE, 2006; FAN et al.; 2006;
SANTOS et al., 2008), o que ndo seria uma resposta desejada para as cultivares de
soja aqui estudadas, visto que o aprofundamento do sistema radicial constitui um
importante mecanismo utilizado por plantas sob deficiéncia hidrica. Por outro lado,
Yoshimura et al. (2008), ao analisarem proteinas oriundas de raizes de melancia, que
haviam sido submetidas a diferentes tempos de desidratacao, verificaram que proteinas
relacionadas com a sintese de ligninas sdo expressas ap6s o decorrer de maiores
tempos de desidratacdo. Estes autores propuseram que a as ligninas sintetizadas nas
raizes durante este periodo atuam através do aumento da forca mecéanica dos tecidos
radiculares possibilitando o enraizamento em camadas secas do solo. O perfil
apresentando pelo gene MYBJ7 nas raizes da cultivar tolerante (Conquista) sugere que
0 mesmo possa estar viabilizando a inducdo de proteinas relacionadas com a sintese
de ligninas a partir do tempo 50 min, onde houve reducdo dos niveis de expressao
deste gene.

Cominelli et al. (2008), trabalhando com A. thaliana sugeriram que o
gene AtMYB41, outro membro da familia MYB, pode ter um papel direto ou indireto na
regulacdo negativa dos genes AtEXP5 e AtEXPIO que codificam expansinas, proteinas
capazes de induzir a expansao celular, participando do processo de crescimento de
raizes sob estresse hidrico e de folhas sob estresse salino (VESELOV et al., 2008;
CHO; COSGROVE, 2002). Experimentos com foco em raizes sob condi¢des de seca
tém apontado as expansinas como participantes ativas no processo de crescimento
radicular durante a seca em milho (SHARP et al 2004; POROYKO et al., 2007; ZHU et
al., 2007; SPOLLEN et al., 2008), sendo que estas tém sido ainda relacionados ao
processo de iniciacdo de pelos radiculares em cevada (KWASNIEWSKI; SZAREJKO,
2006). Deste modo, pode se aludir que o menor nivel de expressao encontrado na
cultivar tolerante (Conquista) em relacdo a cultivar sensivel (BR16) possa estar
ocorrendo para que ndo seja acionado o mecanismo de regulacdo negativa das
expansinas, pois as mesmas estdo relacionadas a respostas essenciais das raizes

guando submetidas a seca.
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Por outro lado, outros papéis sdo ainda atribuidos as proteinas MYB,
por exemplo o envolvimento na via biosintética de fenilpropandides, o controle da
especializacdo da morfologia das células, a regulacdo das respostas das plantas a
estresses bidticos e abiodticos, hormdnios e luz (COMINELLI et al., 2008), participando
ainda do controle da biossintese de flavonéides (STRACKE et al., 2007). Diversos
trabalhos relatam os genes da familia MYB como fatores de transcricdo que possuem
elementos de resposta ao ABA, estando diretamente ligados a respostas das plantas a
estresses abidticos, como a seca, uma vez que nas plantas a maioria dos genes
estudados induzidos por seca sdo também induzidos por ABA. No entanto, varios
trabalhos tém descrito genes que sao induzidos por desidratacdo, mas que ndo sao
induzidos por ABA, sugerindo a existéncia de duas cascatas de transducdo de sinal,
uma independente e outra dependente de ABA (SHINOZAKI; YAMAGUCHI-
SHINOZAKI, 2000).

A familia MYB é uma das principais familias de fatores de transcricédo
envolvidos na ativacdo génica dependente de ABA (SHINOZAKI; YAMAGUCHI-
SHINOZAKI, 2007; YAMAGUCHI-SHINOZAKI; SHINOZAK, 2006). Estudos tém
demonstrado que o ABA prové o crescimento da raiz via supressdo do acumulo do
etileno e contribui para a condutividade hidraulica, aumentando a atividade das
aquaporinas, proteinas transportadoras de agua localizadas nas membranas celulares
(SHARP, 2002). Sugere-se que o gene MYBJ7, cuja expressao génica foi aumentada
nas raizes de soja, em ambas as cultivares, tolerante (Conquista - embora apenas no
tempo 25 min) e sensivel (BR16), submetidas a estresse hidrico, pode estar envolvido
nesta via de resposta ao estresse hidrico mediado por ABA.

DAI et al. (2007) trabalhando com A. thaliana, demonstraram que
plantas transformadas superexpressando o gene OsMYB3R isolado de arroz
apresentaram maior tolerdncia a seca, frio e salinidade. Em outro trabalho, Reyes e
Chua (2007) verificaram que os fatores de transcricdo MYB estdo ainda envolvidos no
processo de germinacdo de sementes em A. thaliana, submetidas a estresses abioticos.
Também em Arabidopsis, foi detectado que plantas que tiveram um aumento da
expressdao dos genes AtMYB2 e/ou AtMYC2, demonstraram hipersensibilidade

significante ao ABA, tanto em tecidos vegetativos quanto em sementes, indicando que
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esses genes funcionam como ativadores transcricionais de rotas metabdlicas que
atuam nas respostas vegetais a seca (ABE et al.,, 2003), como ja discutido
anteriormente.

Jung et al. (2008), quando superexpressaram 0 gene AtMYB44 em A.
thaliana, obtiveram plantas mais tolerantes a seca e a salinidade, através
principalmente do mecanismo de resposta dos estdmatos, sendo que foi encontrada
expressao deste gene tanto em folhas quanto em raizes.

Sugere-se que o0 gene MYBJ7, que apresentou em raizes de soja niveis
de expressdo mais elevados em condicfes de estresse em comparagcdo ao controle,
esteja participando de resposta semelhante a descrita por JUNG e colaboradores,
entretanto, tal afirmagédo ndo pode ser feita visto os niveis de expressao deste gene sé
foram avaliados em raizes. Presume-se a ligacdo das raizes com o fechamento dos
estdmatos por seca seja pelo fato de que para que haja o fechamento deve existir
dependéncia de sinais hidraulicos (potencial de agua na folha e o turgor celular) e/ou
sinais quimicos (horménio acido abscisico - ABA) (KALEFETOGLU; EKMEKCI, 2005).
Como o0 ABA sintetizado nas raizes sob condicdes de seca pode também ser
transportado para a célula guarda, induzindo o fechamento estomatico (HOLBROOK et
al., 2002), e como j4 mencionado, o gene MYBJ7 é induzido por ABA, e foi expresso
nas raizes de soja sujeitas a deficiéncia hidrica, € sugerido que este esteja ligado ao
processo de fechamento estomatico, tal qual o gene AtMYB41.

O perfil de expressdo apresentado pelo gene NAC2 foi muito
semelhante para as duas cultivares, tolerante (Conquista) e sensivel (BR16) (Figura
15), indicando aumento da expressdo génica com o decorrer dos tratamentos de

desidratacao, culminando com o maior pico de expressao no tratamento 100 min.
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Figura 15 - Niveis de expressdo génica relativa, obtidos por RT-gPCR, do gene NAC2 em
raizes das cultivares de soja tolerante Conquista e BR16 sensivel, submetidas aos
tratamentos de estresse hidrico: 0 min (controle), 25 min, 50 min, 75 min e 100
min de desidratacdo. Os tracos verticais entre as barras correspondem ao erro
padréo.

Genes da familia de fatores de transcricdo NAC s&@o expressos em
varios tecidos vegetais (NAKASHIMA et al., 2007) e, em diferentes estagios de
desenvolvimento, como no desenvolvimento embrionério, vegetativo e floral, (OLSEN et
al., 2005), senescéncia foliar (GUO; GAN, 2006) e ainda em respostas a estresses
biéticos e abidticos (NAKASHIMA et al., 2007).

TRAN et al. (2004) mostraram que em A. thaliana transgénica,
superexpressando trés genes da familia NAC (ANAC19, ANACO055 e ANACO072), houve
um aumento significativo na tolerancia das plantas a seca. HE et al. (2005), também
trabalhando com A. thaliana, propuseram que o gene AtNAC2 pode ser ativado por
etileno, auxina e ABA, culminando na formacdo de raizes laterais, em resposta ao
estresse salino. A agdo desses trés horménios poderia também ser sugerida para o
gene NAC2 alvo deste estudo no tempo 100 min de desidratacdo (onde foi detectado o
maior pico de expressado), todavia, ndo foram aferidos os niveis hormonais nas

cultivares aqui analisadas.
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Em trabalho de HU et al. (2006), ao utilizar a construcdo 35S/SNAC1
em arroz, obtiveram plantas com expressdo ampliada deste gene induzido por seca e
salinidade. O aumento dos niveis de expressédo foi detectado sobretudo em células
guarda, indicando um possivel papel deste fator de transcricdo no aumento do
fechamento estomatico em resposta a estes estresses abidticos. Todavia niveis de
expressao desse gene foram detectados também nas raizes destas plantas, tal qual
detectado neste estudo.

Embora os perfis de expressao dos fatores de transcricdo NAC2 e
MYBJ7 (Figuras 14 e 15), tenham sido discrepantes, ambos tiveram aumento nos niveis
de expressao quando submetidas a deficiéncia hidrica nas raizes de soja das cultivares
aqui estudadas. HE e colaboradores também detectaram aumento nos niveis de
expressdo de genes membros das familias MYB e NAC, e inferem a existéncia de
interacdo entre os membros destas familias génicas no processo de fechamento
estomatico, o que corrobora com o proposto por JUNG et al. (2008).

HU et al. (2008) superexpressaram o gene SNAC2 em arroz utilizando
0 promotor constitutivo 35S, e constataram que esse gene é intensamente induzido em
raizes e moderadamente induzido em folhas e internddulos por estresse de seca,
salinidade e frio. A forte inducdo de NAC2 em raizes detectada no presente estudo, tal
qual obtido por HU e colaboradores, indica a importancia desse gene em respostas
primarias do vegetal aos estresses abidticos como a seca, uma vez que as primeiras
mudancgas metabdlicas de resposta a deficiéncia hidrica ocorrem nas raizes, primeiro
orgdo da planta afetado pelo estresse e responsavel pela deteccdo e distribuicdo do
sinal para todo o vegetal, que imediatamente aciona mecanismos responsivos (KAVAR
et al., 2008). Genes desta familia também foram identificados por Montiel et al. (2004)
como participantes na formacao de raizes laterais, especialmente NACL1.

Nakashima et al., (2007) trabalhando com arroz superexpressando o
gene OsNAC6, membro da familia NAC, encontraram 33 genes induzidos por
desidratacdo que tiveram aumento nos niveis de expressdo. Dentre esses genes foram
encontrados fatores de transcricdo contendo o dominio MYB, o que corrobora com a
teoria de He et al. (2005), que propde a existéncia de interagdo entre membros das

familias NAC e MYB em respostas vegetais a estresses abibticos. Foram encontrados
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ainda fatores de transcricdo contendo o dominio dedos de zinco, dominio contido no
gene C2H2, que teve os niveis de expressdo aumentados no presente estudo, o que
sugere que possa existir uma ligacdo entre fatores de transcricdo que apresentam o
dominio NAC com o0s que apresentam o dominio dedos de zinco nas respostas das
plantas submetidas a desidratacdo. Foram encontrados ainda genes que codificam
proteinas com func¢des preditas de tolerdncia ao estresse como as proteinas de acao
detoxificante, antioxidante e de degradacao, evidenciando o papel desse gene em
diversas vias de resposta vegetal a seca.

O gene bZIP50 apresentou expressao génica maior nos tempos de 50
min, 75 min e 100 min de desidratacdo, sendo que na cultivar tolerante (Conquista), no
tratamento 75 min, foi identificado o maior pico de expressdo. Na cultivar sensivel
(BR16), também foi verificada expressdo génica diferencial, a partir dos 50 min de
estresse (Figura 16). O perfil de expresséo apresentado pelo gene bZIP50 mostrou-se
analogo ao obtido por STOLF (2007) para o gene LEA14, entretanto, os valores obtidos
para LEA14 foram mais elevados que os encontrados para bZIP50, o que pode indicar
gue este encontra-se ativando a expressdo do gene LEA14. A presumida ligacéo entre

genes da familia bZIP com as proteinas LEA tem sido descrita na literatura cientifica.
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Figura 16 - Niveis de expressao génica relativa, obtidos por RT-qPCR, do gene bZIP50 em
raizes das cultivares de soja tolerante Conquista e, sensivel BR16, submetidas
aos tratamentos de estresse de hidrico: 0 min (controle sem estresse), 25 min, 50
min, 75 min e 100 min de desidratacdo. Os tracos verticais entre as barras
correspondem ao erro padrao.

Kobayashi et al. (2008) ao introduzir o gene WLIP19, um tipo de bZIP
oriundo do trigo, constataram que este atua ativando a expressdo do gene COR/LEA,
culminado na obtencéo de plantas de trigo mais tolerantes ao frio.

A atuacédo de fatores de transcricdo da familia bZIP como ativadores da
expressao de genes que codificam proteinas LEA denota uma importante resposta da
planta a estresses abidticos como a seca, uma vez que as proteinas LEA englobam
uma importante classe que desempenha papéis fundamentais na protecdo das plantas
submetidas a estresses, em processos essenciais para a sobrevivéncia vegetal. Tais
proteinas sdo tipicamente hidrofilicas, fortemente ligadas a retencdo de agua, para
prevenir a cristalizacdo de importantes proteinas celulares e outras moléculas durante a
dessecacdo. Elas podem agir ainda como chaperonas moleculares, ha manuten¢cao da
estrutura de outras proteinas em vegetais submetidos a estresses abidticos, como a
seca (BABU et al., 2004; ROYCHOUDHURY et al., 2007).
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O gene bZIP50 poderia ainda estar participando da via de resposta para
aumento da biomassa das raizes, de acordo com Rodriguez-Uribe e Oconnnell (2006),
que, trabalhando com raizes de Phaseolus acutifolius e P. vulgaris, sugeriram que
fatores de transcricdo do tipo bZIP poderiam estar participando no processo de
elongacao de raizes, para adaptagdo da planta a seca.

Diversos trabalhos tém sido realizados utilizando-se como alvo genes
da familia bZIP, no que se refere a respostas das plantas a estresses abidticos,
principalmente pelo fato de que estes fatores apresentam uma sequéncia conservada
ABRE (elemento de resposta ao acido abscisico) (UNO et al., 2000). De modo geral,
esta seqUéncia génica funciona como um elemento cis atuantes do DNA, e esta
envolvida na regulacdo da expressdo de genes mediados por ABA. Este horménio
vegetal exerce papel importante na adaptacdo dos tecidos vegetativos a estresses
abidticos como a seca, promovendo o fechamento dos estdmatos nas células guarda,
mediando o efluxo de solutos e regulando a expressao de muitos outros genes que tem
funcdes na tolerancia a desidratacao, tanto em tecidos vegetativos quanto em sementes
(YAMAGUCHI-SHINOZAKI; SHINOZAKI, 2006).

Os resultados de expressao génica de bZIP demonstram aumento nos
niveis de expressao da cultivar tolerante Conquista ja no tempo 25 min, diferindo da
cultivar sensivel BR16, onde houve diferenca apenas entre controle e tratamento de
desidratacdo apds 50 min de estresse, ou seja, a expressdo na cultivar sensivel BR16
foi mais tardia, indicando que esse pode ser um importante mecanismo de tolerancia da
soja a periodos mais prolongados de seca. Em trabalho realizado por Nijhawan et
al.,(2008), membros da familia bZIP de A. thaliana foram caracterizados e constatou-se
gue alguns membros desta familia de fatores de transcricdo podem apresentar niveis
de expressdo aumentados, enquanto outros tem sua expressao diminuida por seca,
salinidade ou frio.

O gene C2H2, na cultivar tolerante Conquista, apresentou um aumento
significativo da expressdo génica no tratamento de estresse de tempo 25 min de
desidratacédo, diminuindo no transcorrer dos demais tempos de tratamentos (Figura 17).
Na cultivar sensivel BR16, um aumento da expressdo génica ocorreu ja a partir do

tratamento de tempo 25 min de desidratacdo, porém, em niveis bem menores que 0s
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apresentados por Conquista, aumentando aos 50 min, diminuindo aos 75 min e
atingindo valor maximo em 100 min de desidratacdo. Logo, 0 pico de expressao génica
na cultivar sensivel foi mais tardio em relacdo a cultivar tolerante. Esse resultado indica
que este gene pode atuar nas respostas iniciais de adaptacdo das raizes de soja a
seca, sendo que, na cultivar tolerante Conquista, a maior expressdo no inicio do
estresse hidrico ja seria suficiente para desencadear as respostas necessarias,
enquanto que, na cultivar sensivel BR16, o estimulo para inducdo das respostas seria

requerido durante todo o periodo de estresse.
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Figura 17 - Niveis de expresséo génica relativa, obtidos por RT-qgPCR, do gene C2H2 em
raizes das cultivares de soja tolerante Conquista e BR16 sensivel, submetidas aos
tempos de tratamentos de estresse hidrico: 0 min (controle), 25 min, 50 min, 75
min e 100 min de desidratacdo. Os tracos verticais entre as barras correspondem
ao erro padréo.

Os fatores de transcricdo C2H2 (Cisteina2/Histidina2) ou zinc fingers
proteins (ZFPs) constituem uma larga familia de fatores de transcricdo em eucariontes
(ENGLBRETCHT et al., 2004; et al., 2007) e, em plantas, eles estdo envolvidos em
Varios processos vegetais, tais como, regulacdo da organogénese floral, iniciacdo da
folha, iniciacdo das raizes laterais, gametogénese e respostas a estresses
(ENGLBRETCHT et al., 2004).
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Em trabalho realizado por Kam et al.,, (2008) também utilizando a
técnica de RT - gPCR para verificar niveis de expressao de genes da familia C2H2 em
trigo, foi encontrado que membros desta familia sdo mais expressos em raizes que
outras partes da planta, o que é uma importante resposta, visto que as raizes
desempenham papel essencial na adaptacdo da planta ao estresse de seca e estédo
envolvidas na percepcao da planta a seca e passagem desse sinal para as partes
aéreas. Diante destes resultados, foi proposto que essa familia pode constituir um
importante grupo de fatores de transcri¢cdo, envolvidos na modulagéo das respostas das
raizes de trigo ao déficit hidrico, sendo que o mesmo poderia ser aplicado as raizes das
cultivares de soja analisadas neste estudo, que tiveram niveis de expressao elevados
em resposta a desidratacdo. Entretanto, a afirmacdo de que os niveis de expressao
apresentaram-se maiores em raizes em ralagdo aos demais 6rgéos da planta ndo pode
ser feita, uma vez que, apenas nas raizes o nivel de expresséo génica foi quantificado.

Ciftci-Ylmaz et al., (2007) também verificaram que a expresséao do gene
ZAT7, membro da familia C2H2 em A. thaliana, apresentou maior expressdo em raizes
guando comparado com outras partes da planta. Entretanto, mesmo diante de varios
trabalhos relatando possiveis fun¢des bioldgicas desencadeadas por esta familia, os
mecanismos nos quais esses fatores de transcricdo atuam ainda néo foram elucidados,
especialmente quanto as respostas vegetais a seca e outros estresses abidticos
(SAKAMOTO et al., 2004; XU et al., 2007; CIFTCI-YLMAZ et al.,2007; KAM et al., 2008)

De modo geral, os resultados obtidos por RT-qPCR para o gene desta
familia confirmaram os resultados obtidos com a técnica de microarranjos de cDNA
(Tabela 1), uma vez que, todos os fatores de transcricdo MIBJ7, bZIP50, C2H2 e NAC2,
aqui estudados, apresentaram niveis de expressao diferencial em raizes de soja
submetidas ao déficit hidrico em pelo menos um dos tempos de tratamento de
desidratacdo. Porém, como pode ser observado nas figuras 14, 15, 16 e 17, os niveis
de expressao foram diferentes para todos os genes. Tais diferencas sdo advindas da
maior sensibilidade da técnica de RT - qPCR, em relagdo a técnica de microarranjos de
cDNA, na quantificacdo da expressao génica (KUBISTA et al., 2006).
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Tabelal- Genes diferencialmente expressos identificados em raizes de soja, das
cultivares tolerante Conquista e sensivel BR16, submetidas ao estresse de
déficit hidrico, utilizando a técnica de microarranjos de cDNA STOLF,
(2007). T1 = bulk de 25 min + 50 min de estresse; T2 = bulk de 75 min +
100 min de estresse hidrico, induzido por desidratacgo.

Cultivar-tempo ID gene Similaridade Expressédo Evalue
Conauista-T1 BRSOGMSC1050E07.b G0:0003700-bZIP50 (G. max) 1,81 7e-31
q BRSOGMSC1046C01.b G0:0003700-MYBJ7 (G. max) 1,59 0,017
Conquista-T2 BRSOGMSC1059A04.b G0:0003700-dedo de zinco C2H2 437 429
(G. max)
BR16 T2 BRSOGMSC1050E02.b GO:0003700-Proteina NAC2 (G. 1,52 3e-44
max)

CONCLUSOES

No presente estudo foram realizados alinhamentos das sequéncias
preditas de aminoacidos codificadas pelos fatores de transcricdo MYBJ7, NAC2, bZIP50
e C2H2 encontradas em soja com sequéncias preditas de aminoacidos codificados por
membros das familias génicas presentes em outros vegetais. Nesta comparacao foram
identificadas as sequéncias conservadas que caracterizam estes genes como
pertencentes as respectivas familias MYB, NAC, bZIP e C2H2. Verificou-se ainda que
estas familias sdo muito extensas e que estdo presentes em diversas espécies
vegetais. Com a construcdo da arvore fiologenética para cada um dos genes foi
possivel verificar que em alguns casos 0s genes que apresentam maior homologia com
0s genes de soja alvos deste estudo estdo presentes em outras espécies vegetais.

Com a utilizacéo da técnica de RT-gPCR foram quantificados os niveis
de expressao dos fatores de transcricdo MYBJ7, NAC2, bZIP50 e C2H2. Os altos niveis
de expressdo para os genes NAC2 e MYBJ7 sob a presenca de estresse hidrico
guantificados neste estudo ratifica os resultados publicados em trabalhos anteriores na
literatura cientifica, com a andlise da expressdo de genes em ensaios com estresses
abidticos. Alguns trabalhos sugerem uma associacao destes dois fatores de transcricdo
em processos de respostas a estresses abioticos, sendo que os dois apresentam
aumento nos niveis de expressdo durante os tratamentos, tal qual acorrido neste

estudo.
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Em diversos ensaios descritos na literatura, genes da familia bZIP tém
sido sugeridos como participantes de distintas vias de respostas a estresses. A
expressao do gene bZIP50, em raizes de soja submetidas a desidratacdo no presente
estudo vem ratificar o papel deste gene em respostas vegetais a estresses abioticos.
Um dos possiveis papeis de genes da familia bZIP como ativador de genes da familia
LEA pode ser confirmado neste estudo.

O gene C2H2 teve um perfil de expressao muito peculiar, visto que
apresentou expressao maior na cultivar tolerante ja no inicio do tratamento, bem mais
cedo que na cultivar sensivel, sugerindo que o0 mesmo participa de processos iniciais de
resposta da planta a desidratacdo. Além disso, o0 aumento nos niveis de expressao
deste gene nas raizes de soja aqui estudadas corroboram com os resultados obtidos
em trabalhos anteriores, onde este gene vem sendo associado com respostas de raizes
a estresses abidticos.

Grande parte dos trabalhos desenvolvidos outrora utilizando genes
pertencentes as familias MYB, NAC, bZIP e C2H2 das quais fazem parte os fatores de
transcricdo MYBJ7, NAC2, bZIP50 e C2H2 respectivamente, foram realizados com a
utilizacdo de plantas modelo como A. thaliana e tabaco, entretanto no presente estudo
foi utilizada a soja, planta com grande importancia econémica. Com a exposicao das
raizes das duas cultivares de soja uma tolerante (Conquista) e a outra sensivel (BR16)
a diversos tempos de desidratacdo foi constatado que estes genes apresentam
expressao diferencial, sendo que seus niveis de expressao sdo acentuados durante os
tratamentos aplicados, confirmando que os mesmos participam das vias metabdlicas de
resposta vegetal a seca, sendo que as respostas diferem de acordo com a cultivar
estudada e com a severidade dos tratamentos aplicados.

O estudo destes fatores de transcricdo em raizes de soja das cultivares
tolerante Conquista e sensivel BR16 ao déficit hidrico, contribuird para futuros avangos

no entendimento das rotas metabdlicas que atuam nas respostas da soja a seca.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Os fatores de transcricio MYBJ7, NAC2 bZIP6O e C2H2 que aqui
tiveram seus niveis de expressdo génica quantificados foram previamente identificados
em trabalho utilizando a técnica de microarranjos de cDNA, sendo que a categoria
fatores de transcricdo foi selecionada devido a sua importancia na modulacdo da
expressao génica.

Os alinhamentos das sequéncias preditas de aminoacidos codificados
pelos fatores de transcricdo aqui analisados possibilitaram que se encontrassem as
sequéncias conservadas caracteristicas de cada familia génica. A construcdo das
arvores filogenéticas possibilitou a analise das diferencas evolutivas existentes entre os
membros destas familias génicas, mostrando que em alguns casos, 0s genes
encontrados em soja se assemelham mais com 0S genes presentes em outras
espécies. Os alinhamentos e as arvores filogenéticas viabilizaram a discussdo dos
resultados obtidos para os genes alvo deste estudo, de acordo com o comportamento
de membros destas familias de fatores de transcricdo encontrados em outras espécies
vegetais previamente utilizadas por outros pesquisadores em ensaios para a analise de
respostas moleculares das plantas a estresses abioticos.

Todos os fatores de transcricAo aqui analisados apresentaram
aumentos nos niveis de expressdo quando submetidos aos tratamentos de
desidratacdo, entretanto, apresentaram perfis de expressao diferenciados entre si. O
aumento dos niveis de expressdo destes genes em raizes de soja submetidas a
desidratacao pressupde que tal qual sugerido em estudos anteriores, membros destas
familias génicas atuam em respostas vegetais a seca.

Neste contexto, um passo futuro para este estudo sera o uso de
técnicas moleculares como a construgcdo de cassetes de superexpressdo ou de
silenciamento génico com o intuito de se averiguar em quais vias metabdlicas estes
genes atuam na soja submetida a deficiéncia hidrica, e futuramente, a obtencdo de

cultivares mais tolerantes a condi¢des prolongadas de seca.
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ANEXO A
Protocolo de Extracdo de RNA Total Utilizando Trizol

1. Homogeneizar o tecido em nitrogénio liquido, e adicionar 1 mL de Trizol (temperatura
ambiente);

Centrifugar o material a 12.000 g, por 10 min, a2 a 8°C

Remover o sobrenadante e transferir para um tubo novo;

Incubar por 5 min, a 15 a 30°C;

Adicionar 200 uL de cloroférmio para cada mL de Trizol utilizado inicialmente;

Fechar os tubos e agitar vigorosamente por 15 seg;

Incubar por 2-3min, a 15 a 30°C;

Centrifugar as amostras a 12.000 g, por 15 min, a 2 a 8°C;

© 0o N o a bk~ w b

Transferir a fase aquosa (aproximadamente 60% do volume) para um tubo novo;

10. Precipitar o RNA adicionando 0,5 mL de alcool isopropanol para cada mL de Trizol
inicialmente utilizado;

11. Inverter os tubos para cima e para baixo vagarosamente, iniciando a formagéo do pellet
de precipitacdo do RNA,;

12. Incubar por 10min, a 15 a 30°C;

13. Centrifugar as amostras a 12.000 g, por 15 min, a 2 a 8°C;

14. Remover o sobrenadante e lavar o pellet de RNA uma vez, com etanol 75%,
adicionando pelo menos 1 mL de etanol 75%, para cada 1 mL de Trizol utilizado inicialmente;
15. Centrifugar a 7.500 g, por 5 min, a 2-8°C;

16. Abrir os tubos e inverte-los sob papel absorvente, em bancada, a temperatura ambiente,
por 5min, para secar o pellet (Cuidado para o pellet ndo escorregar pela parede do tubo);

17. Adicionar 50 uL de 4gua MilliQ e deixar o pellet dissolver.

18. Apbs a extracdo, quantificar em NanoDrop ou espectro, correr um gel para verificar

integridade do material e por fim, armazenar o RNA em freezer, a
-80°C.
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Tabela 2 - Eficiéncia dos primers dos genes alvo e do controle endogeno utilizados

Primer Concentracao Volume Eficiéncia

mybj7 5|dM 0,5uL 88,67%
nac2 5|IM 0,5uL 87,80%
c2h2 5|dM 0,5uL 92,57%
bzip50 5|dM 0,5uL 98,78%
B actina 5|aM 1,0ML 99,57%
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ANEXO C
Curvas de dissociassao dos genes alvo bZIP50, C2H2, MYBJ7 e NAC2 e do
normalizador p-ACTINA
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Figura 18 - Curva de dissociacao realizada ap06s a reacdo de quantificacao relativa do gene
NAC2
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Figura 19 - Curva de dissociacao realizada apés a reacado de quantificacéo relativa do gene
C2H2
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gene bZIP50
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ANEXO D
Tabelas de analise de expressao génica por RT gPCR dos genes Bzip50, C2H2,

MYBJ7 e NAC2
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Tabela 3: Express3o génica relativa do gene MYBJT7 em raizes de soja, das cultivares tolerante Conguista e sensivel BR16, submetidas ao estresse de

deficit hidrico, utilizando a t&cnica de RT - gPCR, com a separacdo dos bulks utilizados anferiomente na técnica de microarranjo de cDNA

AMOSTRA Run  CEMYEUT  Média CMYSJT SO MYBJT  CiE-ACTIMA  Madia Ct f-ACTINA SO F-ACTINA ACt SOACt GACT R S0 RQYRuUn RO Geral 50 Geral
27,032 17,63 000117964
1 7% 77,174 0124 17 456 17,524 0,093 9,550  DOTTASISTE 0,000 1,00000000
Conguista TO 723 7457 000131333 | 1,00000000 o
34,573 23,58 000012548
z 37,22 35,995 1,335 23,555 23714 0,253 12281 0ETEGOBSEI 0,000 1,00000000
36,19 24,006
27,502 18,272 000156845
1 37 565 0,058 18,313 18,261 ©,028 9284 0032413989 (0,366) 1,28877463
Conguista T25 15,258 000164057 | 279115588 2,124587236
22,03 0,000TES49
z 231 0313 22,335 22133 0,145 10178 0172491908 (2,102) £,23353713
000097228
I
18,857 000201056
1 27,788 0,085 18,774 16918 01z 8,882  0OTESIESIE (0.7ES) 1,70330082
Conguista TS0 18,017 000223556 | 168983123 0,019048011
2,729 000028538
2 33487 o407 22,394 21,351 0,251 1153 023165812 (0,745) 167636155
213 0,00038757
26,53 #DIVID!
1 33,030 20V 27,121 26348 0,320 11,081 EDIVIDI 1431 0,37085843
Conguista T75 oo perido 27,147 #DIVID | 096212801 0.836038526
32472 21,125 000022715
2 32,312 3282 o804 21,341 21,268 015 11546 DASB41BBL1 (0,635) 1,55329660
33,851 21432 000042835
3153 23616 000277382
1 31,538 31,881 0,326 23,556 23553 0,064 8,328 016624104 [1322) 250070232
Conguista T100 32175 23,458 000343074 | 17660947 1,008579738
33,589 21,624 0,00020085
z 33,845 33,821 0,201 21676 2164 £,031 12180 010156484 (0,101) 1,07251662
33,928 21622 000023122 |
ANOSTRA Run CtC2HZ  Media CiG2H: SDGZHZ Gt B-ACTINA idia Gt B-ACTISD B-ACTINA AGR S04 Gt [ RO SDRMRun RO Geral B0 Geral
JDZTS 1923 D.OD?M}‘
1 29933 30112 0,172 19,367 19,290 0,070 10,822 0,13106932 0 1,00000000
BR1E6 TO 30,129 19773 0,00060480 | 1,00000000 1]
31,189 21048 0,00086538
2 31313 3123533333 0,06767816 M4 MM 0083648072 10,08833333 (,07E083288 0 1,00000000
31204 21149 0,00096162
28484 24T 0,00512279
1 28903 IBEX 0,244 2B 24188 0,010 T4 0,172521013 (3,385) 1045412203
BRI6 T25 28488 21196 000650631 | 667466488 5 344950842
30724 sl 0,00217582
2 31,508 3108633333 (0395353428 2155 225Mee6dT 0317345488 8 0E4E6SEET (0.2T9SST09 (1,534 289520733
34,027 22 689 0,00320578
I - I
IR 20 0,00570297
1 IT4se  IT4M 0,010 19985 M0 0,031 T432 0022071852 {3,390} 1048556963
BR6 T30 27 452 .05 0,00588016 | 926316880 1 728735604
29159 Han 0,00538084
2 20153 2619033333 0058542702 2427 2209933313 0116001437 709 0,092139054 (3,007} 804076816
28258 el 0,00731800
30,886 2 B84 000078216
1 30954 30667 0439 51 2862 0,179 5985 0, 335242201 (0837) 1,78ET4448
BRI6 T7% 30,182 .38 000124430 | 326007428 2 (&3883811
32032 483 0,00203197
2 32381 3221 0,1T4673382 2307 2435566667 0,00G08TTTZ TBS5333333 (098965061 (2,243) 473380409
22 24287 0,00452488
28148 2312 0,00440831
1 28055 281 0,073 M3 038 0,026 T.787 0,038233018 {3,038) 820024303
BR1E T100 282 2034 000465251 | 1216135160 5601853462
29004 2969 001414748
2 2132 20105 0,080 new 17 10,066 6,087 0.05597693 {4,011} 16, 12248017
28178 093 0,01328806
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Tabela 4: Expressdo génica relativa do gene bZIP30 em raizes de soja, das cultivares tolerante Conguista e sensivel BR16, submetidas ao estresse de
déficit hidrico, utilizando a téenica de RT - gPCR, com a separacdo dos bulks utilizados anteriomente na técnica de microarranjo de cONA.

AMOSTRA Run CLBZIFS0 Wedia C1bZIPS 5D bZIPS0 Gt p-AGTINA xdia Gt BAGTI S0 B-AGTINA AR SO0 Gt RECT RO SDROAUN RO Geral 50 Geral
7,008 16,424 000246012
1 oeE  20M 0,084 B4z 18,397 0,054 BEAT 0026720024 0,000 1,00000000
Coneista TO TN 8338 000256350 | 1,00000000 0
30226 7569 000526360
2 O 300 0,108 B4 23597 0,058 TG 0089596134 0,000 1,00000000
31,143 547
— —— I
26,307 16227 D,00476738
1 %93 2638 0,078 B2 19234 0,007 THE4 0039869579 (0,874} 186382540
Conguista T25 26,955 9234 D0SI7004 | 185480450  0,441264485
26,055 EEE) 000715298
2 w088 29002 0,068 MaM 293 0,063 7081 0046582364 (0422} 133678360
2893 2908 D,00763009
30288 28 000483059
1 007 30241 0,215 nEE  2EE o027 7585 0108554802 (1,052 2,07388432
Conguista TS0 30658 22811 00564524 | 194300260 0 184807647
26378 2512 D00 1865
2 W 28410 0z HEl 766 0,23 6845 01313473 (0,858 1,81252388
26308 2977 D/01095652
26,824 2,114 000756685
1 LT 27065 037 0272 20207 0,085 5878 0184264015 [1,759) 338541849
Conepista T73 26,986 20237 D0ESITIT | 2EeiesTs 0656366580
2765 7308 DFHTI
2 2TEET 2768 0087 2407 21488 0475 5206 0090867532 [1,267) 24571739
27743 558 D1443786
27 168 2,136 000700216
1 o 27468 0,078 M5 20062 0,067 TA 005131845 [1,531) 2,88919317
Conguista T100 7247 2,006 00754845 | 246506146 1024076888
28,378 2072 D/00TATTOR
2 20054 2905 0472 204 2075 0,036 BATE  0,087E40354 (0527} 144092675
2024 413 000824301
AMOSTRA Run CtbZIFS) Media GibZIP3 SDBZIFS0 Gt B-ACTINA dia Gt B-ACTI SD B-ACTINA  AGE 50 A Gt ANGE Rid SDROAuN  ROGeral 5D Geral
26,267 0,118 004343796
1 %302 26308 0,097 D416 20,142 0,008 BA%1 0026342418 0 1,00000000
BRIGTD 26,34 0,102 00434462 | 1,00000000 0
28,087 048 000557779
2 26663 26 S065666T 0204448536 M4 137 0083548072 T 260665647 0218424737 0 1,00000000
28,44 2,149 000752944
26262 9715 0 2041957
1 2209 2528 0,008 1963 19685 0,048 5607  000EST(H34 (0,564) 149885330
BRIGTZS 25267 871 002060641 | 108957656 0578521879
30,257 zZTH 000407808
2 3053 30,34666687 0158656324 ZA55 ZZSMEGAET 03TMB68 TEES  OfizEaadad 0555 058048081
30,252 72669 0 00476887
I er———
24882 18,252 004732720
1 193 Mesm 0,098 w145 18,161 0,085 5761 D0SEE{TTTE [0400) 131850781
BRIG TS0 25058 18,065 08az5at | 150mEa3 082301602
28014 972 011436854
2 26162 2605666667 0081767823 212 20803333 01960014T 5957333333 0104588873 (1,312 248342874
27994 199 0047307
e - —
25,081 0,188 003313832
1 X503 2508 0,060 032 20243 0,072 a3 O0SERIZIEE (1,342) 2,53502504
BRIGTTS 25157 035 003633018 | 274E26TH 030157085
30,133 263 01828299
2 20942 3005 010250355 3307 2435566667 0093067772 570333333 0,0692320098 [1,566) 296451077
30,102 267 002013568
25,169 2045 002701284
1 /562 2552 0,314 5T 20470 0,041 5052 0158544421 (1,139) 220279209
BRIG T100 25814 0443 003365297 | 25356285 0470778338
26,66 29689 004792581
2 W/TH 2BTET 0,084 2o 20T 0,086 5745 0052484013 (4,520} 285857320
2871 ) 004427870
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Tabela 5: Expressio génica relativa do gene C2H2 em raizes de soja, das cultivares tolerante Conguista e sensivel BR16, submetidas ao estresse de déficit
hidrico, utilizando a técnica de RT - gPCR, com a separacdo dos bulks utilizados anteriomente na técnica de microarranjo de cDNA

AMIETRA Run CiGIHZ Madia GECZHE SDG2HZ Gt B-ACTINA adia Gt B-ACTI SD B-ACTINA AGR SDA Gt aact RO SDRO¥Run RO Geral B0 Geral
2-5 116 18413 D.ﬁ#
1 2813 29119 0,031 187 18778 0,031 10,333 0021873455 0,000 1,00000000
Coneuista TO 28078 18,752 0,0007B736 | 1,00000000 Q
33253 58 0,00148734
2 32433 32679 0499 B4 2357 0,058 8142 0251053779 0,000  1,00000000
32351 1547
26308 18887 0,01005599
1 s 0,083 18858 188 0,030 6587 0,048500615 (3,748 1341398130
Coneuists T23 26,501 19,837 001075884 | 12 61088903 113573813
T 474 il ric] 0, 02006935
2 4w Irsiz 0,099 il L ) 0,063 5,580 0058485753 {3,562} 11,B0TTBETS
27 624 2 958 002176438
2-59334 18954 D.ON;BQOE
1 28276 2930 0,028 D015 20020 0,029 5284 0020287517 (1,049 208808518
Coneuists T30 26332 0052 000162722 | 236568160 0419450703
26332 M52 000424412
2 MTaE 2040 0,220 .81 24766 0,236 ] 0161220853 (1,413} 2 bEZ28804
29.409 977 0,00526852
28303 0348 0,00415456
1 m|xm 28273 0,035 M3E 20393 0,053 7879 00317355 T (2453) 5476E0052
Conepista T3 28235 452 000434154 | 43378137 1611099173
28911 21,308 0,00526301
2 29084 28952 017 M4aET 24488 0,175 7865 0105229115 (1,677} 3,19836221
28 882 2 658 0,005088560
26304 19545 0,00111823
1 29451 29,348 0,104 19,548 16,600 0,049 G745 0055894245 {0,584) 149899960
Conepista T100 2835 18606 000120833 | 188772100 0266892357
30,4 2072 0,00324745
2 30,31 30,309 0,054 0 220735 0,036 B 0032475632 (0908 1 27E4423
30,247 22113 0,00:338700
AMOSTRA Run CC2HZ Madia CEC2HZ SDC2H2  Ctp-ACTINA 3dia Cf B-ACTISD B-ACTINA  ACt S0 ACH LI RO SDRQIRW RO Geral 5D Garal
30,975 19,23 0,00050431
1 29833 30,112 0,172 19367 19,290 0.070 10822 0,13106832 0 1,00000000
BR1E TO 30,129 19,273 0,00060480 | 1,00000000 [
1,189 21048 0,00086536
2 31,313 3123533333 0,06767B16 21214 211357 0083648072 10,08833333 0076083268 0 1,00000000
31,204 21,149 0,00086162
28,484 21,177 0,00512279
1 38803 28522 0244 21184 21,186 000 TA% 0172521013 (3,386) 10,45412203
BR1E T25 28 499 21,196 0,00650601 | 667466468 5344850542
30,724 22721 0,00217582
2 31,508 31,08633333 (,395353428 22155 2252166667 0317045488 8564866667 027955709 [1,534) 289520733
31027 22650 0,00320578
27 443 20,014 0,00570297
T ASE 27454 0010 19995 20,022 0,031 TAR  00ZXTIES2 (3,390) 10.4BS56963
BR1E TS0 27 462 20,056 0,00588016 | 926316800 1726735609
29,158 21,972 0,00685084
2 29,153 2919033333 (0,059542702 22177 2209933333 0,116001437 7,091 0092199964 (3,007) B,0407EB16
29,359 22199 0,00781300
30,836 20,689 0,00078216
0854 30667 043 20571 20882 0,179 95 0333242201 (0,837) 1,7B674448
BR16 T75 30,162 20,587 0,00124480 | 326027428 2,083885531
2062 24 453 0,00205187
2 12381 322211 0,174673082 24307 2435566667 0093067772 7855333333 0,0048965061 (2,243) 473380400
3223 24,097 0,00462468
28,148 20,372 0,00440831
1 3B0S5 28,134 0073 2035 20,348 0,026 7,787  0,038893016 (3,036) B,20024303
BR16 T100 282 20,321 000465251 | 12,16135160 5601853462
29,004 22,959 0,01414749
] 29,132 29,105 0,080 2@ 0T 0.066 087 0,05597685 [£,011) 1612246017
29 178 23,083 0,01526906
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Tabela 6: Expressio génica relativa do gene NAC2 em raizes de soja, das cultivares tolerante Conquista e sensivel BR16, submetidas ao estresse de déficit
hidrico, utilizando a técnica de RT - gPCR, com a separago dos bulks utilizados anterioments na técnica de microarranjo de cONA.

AMOSTRA Run GENAGZ Wédia GENAG: SDNAGZ Gt p-AGTINA wdia Gt B-AGTI 5D B-AGTINA __ AGt 50 A Gt AATT RO SDROQAuN  RQ Geral 50 Geral
20,566 16,364 D0EHTEIS
1 0462 20,26 0,118 AT 1638 0,086 357 O06TE02M08 0,000 1,00000000
Conguista TO 20,348 7,004 peqz7eez | 100000000 0
28,78 EE] 012480072
2 M6 263% 0,165 155 1T 0253 5182 0151140938 0,000 1,00000000
28,066 24006
o e
18266 %153 0, 50432081
1 95 1957 0,130 B2 1ETES 0,33 0806 0180204262 [2732) 65420534
Coneuista T25 18716 85 DpdEziien | 530362980 1883050661
25209 20 0,10383324
2 ) 0,084 nNE K 0,118 3185 0072660168 (1887 386503425
25,368 2029 D,14483706
201 Z 609 038180427
1 9776 2378 0,131 2B 22478 0113 1308 0086428198 (2235 470853838
Conguista TS0 236853 2408 043080345 | 605021406 190024285
11 R FREEE
2 24188 28247 0,166 2 2185 0,254 2266 0450711645 [2,888) 759388673
24232 28 022604856
884 16,188 T 11584253
1 18966 1894 0,067 w1z 19117 0,054 0201) 0043050358 (3,738 13,34289670
Coneuista T75 18,842 16,06 418403635 | eoomasEr 6 A029TEEAT
0774 215 0,10186569
2 3866 24212 0,581 HM 2126 0,15 6 D3ESTETIE (2,238 471167873
24996 2432 D1E52THE
887 2,431 4 47206608
1 194 1955 0,271 0207 20206 0,075 [050) 0140764578 [4,187) 18, 21430847
Conguista T100 194 2281 47259130 | 15, 5275TTe 3799649505
= 2 64 034104681
2 BnM 23140 0,100 METE 2984 0,034 1500 0,05229155 (3,683 12,84083101
2314 2 622 036666501
AMOSTRA Run CtNAGZ Widia Gt NAG: SDNAG2 Gt p-AGTINA xdia Gt B-AGTI 5D B-AGTINA AR S0 A Gt ABCT RO SDRWAUN  RQGeral 5D Geral
31T 0118 0 107T4840
1 2E 2330 0,020 A6 2042 0,008 3468 0015593802 O 1,00000000
BRIETO B3 2402 D,44040344 | 4,00000000 0
27,542 71,289 001152309
2 WeEm TS 0ZHMETR 2375 2463333333 (523690076 60276GG6AT 0411862078 0 1,00000000
77288 2223 012036985
BE 9745 024440683
1 212 21389 0,485 1983 19865 0,048 704 0328B42GMT [1,485) 281709004
BRI6T2S 24449 18741 D3854572¢ | 45esEssse 2513858835
25362 2 547 009523370
2 26022 2602056667 005192623 2758 22674 0112066944 3355666667 0036717389 [2672) 6372077
26,085 2746 0,10020658
e E— e———
2345 16252 025350763
1 MAST M7 0122 ®145 19,161 0,085 1886 D0SEBITTTS (1312) 248342874
BRI6 TS0 24088 19085 028194476 | 900320072 @ 2203508M
2072 7z 3% 0,19388085
2 24315 2434356667 0267075484 205 2297233333 208872183 20733333 025945M43% [3,956) 1552297672
24644 22 35 D 28308475
16351 0 168 427830184
1 1974 950 0,088 032 DM 0072 [0424) 0070104684 (3523) 12 32050479
BRI6TTS 19363 025 140877188 | 13 68180101 1904880743
%592 ERES) 022359636
2 23 25811 02124356 73755 2379433333 DOBTATI11E 2116666667 0044351813 [3.814) 1504278724
25358 2985 0237TTT8T
19578 2045 4 BRBLeT43
1 19267 19438 0,208 5T 470 0,041 [1051) 0105855416 (4.229) 1875668975
BRI6 THI0 19355 20243 219852522 | =5 89Tas0 e eTIIESE
24,002 38 D20283613
2 223 2410 0,118 mae 23 0633 0388 0322043805 (5,088) 3286165724
24066 253 052968852




