Universidade
Estadual de LondRrina

EUZIANE JOANA LINO

IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DE TRANSCRITOS
RELACIONADOS A MECANISMOS DE RESISTENCIA A FERRUGEM
ASIATICA DA SOJA

Londrina
2011



Universidade Estadual de Londrina

& Instituto Agrondmico do Parana
APAR

Emc:pa Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria

EUZIANE JOANA LINO

IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DE TRANSCRITOS
RELACIONADOS A MECANISMOS DE RESISTENCIA A FERRUGEM
ASIATICA DA SOJA

[
Londrina

2011



EUZIANE JOANA LINO

IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DE TRANSCRITOS
RELACIONADOS A MECANISMOS DE RESISTENCIA A FERRUGEM
ASIATICA DA SOJA

Dissertacao apresentada ao Programa de Pos—
graduagdo em Genética e Biologia Molecular,
da Universidade Estadual de Londrina, como
requisito parcial para a obtencido do titulo de
Mestre.

Orientador: Dr. Ricardo Vilela Abdelnoor
Co-orientadora: Dra. Francismar Correa
Marcelino Guimaraes

Co-orientadora: Dra. Renata Stolf Moreira

Londrina
2011



Catalogacao elaborada pela Divisao de Processos Técnicos da Biblioteca Central da
Universidade Estadual de Londrina.

Dados Internacionais de Catalogagao-na-Publicagdo (CIP)

L758i Lino, Euziane Joana.
Identificagéo e caracterizagdo de transcritos relacionados a mecanismos de resisténcia a
ferrugem asiatica da soja / Euziane Joana Lino. — Londrina, 2011.
93f. il

Orientador: Ricardo Vilela Abdelnoor.

Co-orientador: Francismar Correa Marcelino Guimaraes.

Co-orientador: Renata Stolf Moreira.

Dissertagdo (Mestrado em Genética e Biologia Molecular) — Universidade Estadual
de Londrina, Centro de Ciéncias Bioldgicas, Programa de Pés-Graduagdo em Genética e
Biologia Molecular, 2011.

Inclui bibliografia.

1. Soja — Melhoramento genético — Teses. 2. Soja — Resisténcia a doengas e pragas

— Teses. 3. Soja — Ferrugem asiatica — Teses. 4. Ferrugem asiatica — Teses. |. Abdelnoor,

Ricardo Vilela. Il. Guimaraes, Francismar Correa Marcelino. Ill. Moreira, Renata Stolf. IV.

Universidade Estadual de Londrina. Centro de Ciéncias Bioldgicas. Programa de Pos-

Graduagéo em Genética e Biologia Molecular. V. Instituto Agronémico do Parana. VI.
EMBRAPA. VII. Titulo.

CDU 631.52:633.34




EUZIANE JOANA LINO

IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DE TRANSCRITOS
RELACIONADOS A MECANISMOS DE RESISTENCIA A FERRUGEM
ASIATICA DA SOJA

Dissertacao apresentada ao Programa de Pos—
graduagcdo em Genética e Biologia Molecular,
da Universidade Estadual de Londrina, como
requisito parcial para a obtencido do titulo de
Mestre.

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Ricardo Vilela Abdelnoor
EMBRAPA/UEL - Londrina — PR

Prof. Dr. Laurival Anténio Vilas Bbéas
UEL - Londrina — PR

Prof. Dra. Danielle Cristina Gregorio da Silva
UENP — Bandeirantes — PR

Londrina, 31 de margo de 2011.



Dedico aos meus pais Marllcia e Euzebio,
as minhas avos “Carme” e “Alda”, as
minhas tias Nereide e Euza e a minha
prima “Guga”, todos 0os meus exemplos de
“batalha” e vida, que contribuiram para a
construcdo dos meus conceitos de mundo
e do meu carater!



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus pela minha existéncia, por trilhar o
meu caminho e me guiar em todas as etapas de minha vida, sempre me dando
forcas para superar os obstaculos impostos.

Agrade¢co ao meu orientador Dr. Ricardo Vilela Abdelnoor, pela
confianga ao me aceitar como sua orientanda, por todo auxilio e disponibilizado para
a realizacao do trabalho e pela orientacio.

Agradeco a minha co-orientadora Dra. Francismar Corréa Marcelino
Guimaraes, por todos os conselhos e, que mesmo estando longe por um periodo, se
fez presente em cada momento da realizagéo do trabalho, sempre contribuindo com
sugestdes e orientagdes para que esse trabalho pudesse ser concretizado. Muito
obrigada Fran por sempre ter me amparado!

Agradeco a minha co-orientadora Dra. Renata Stolf Moreira, por
todos os ensinamentos compartilhados, por toda ajuda e apoio durante esses dois
anos de mestrado, por todas as dicas, por toda a paciéncia e por sempre se
preocupar comigo. Com certeza sem ela nem um ter¢co desse trabalho teria sido
concretizado. “Ré esse trabalho € tdo meu quanto seu”!

Agradeco o Dr. Alexandre Lima Nepomuceno e ao Dr. Eliseu Binnek
pelas corre¢des e dicas sobre o meu trabalho que com certeza contribuiram para
uma melhor estruturacdo deste.

Agradeco a Dra. Joice Felipes Barbosa que foi a primeira pessoa que
acompanhei no laboratorio e que me ensinou os primeiros protocolos. Agradeco
também ao Dr. Rodrigo Matheus Pereira que participou imensamente deste trabalho
também e que me auxiliou na parte de bioinformatica.

Agradeco as pos-doc, Beatriz de Almeida Barros, Fabiana Rodrigues
e Mayra Gallo de Carvalho, pelas conversas, pelos momentos de descontragéo,
pelas dicas e discussdes sobre o trabalho.

Agradeco aos meus queridos amigos André Passianoto e Paula
Camargo, que com certeza tornaram esses anos de mestrado bem mais faceis, me
presenteando com suas convivéncias, escutando os meus desabafos e vivenciando

momentos memoraveis de risadas!



Agradeco a minha querida Cynara Romero, amiga e companheira de
mestrado, a quem sempre me ajudou quando eu precisei, seja nas disciplinas, seja
na bancada, por todos os momentos peculiares vivenciados.

Agradeco aos doutorandos Salvador Lima Brito Junior e a Adriana
Polizel, por toda a ajuda que me deram durante os experimentos em casa de
vegetacao, por toda ajuda em bancada e paciéncia com que me ensinaram muitas
das coisas que aprendi.

Agradeco ao Lucas Soares por estar sempre disposto a me ajudar
com as analises de bioinformatica, e por compartilhar comigo um pouco dos seus
conhecimentos.

Agradeco aos técnicos e analistas do laboratério, Verinha, Silvana,
Marcia, César e Vieira, que sempre estiveram por perto dispostos a ajudar e explicar
0 que fosse necessario.

Agradeco ao pessoal do laboratério Aguida Morales, Alan Pereira,
Amanda Paiva, Cibelle Engels, Edgar Mitani, Elton Gargioni, Gislaine Vasquez,
Idenize Orsini, Jodo Vitor Maldonado, Juliane Marinho, Juliana Leite, Juliana
Marcolino, Kleber Miranda, Larissa Girotto, Livia Nogueira, Lizandra Catelli, Maisa
Pinheiro, Maria Cecilia, Mayla Molinari, Michelle Rincao, Paulo Camargo, Paulo Silla,
Renata Fuganti, Selma Pereira (in memorian), Tania Hitomi (in memorian), Tatiana
Fraga, Thiago Nakayama e Valéria Lopes que fizeram parte do meu cotidiano
durante esses anos de mestrado e pela boa convivéncia.

Agradeco aos meus pais Marlucia e Euzebio, por todo o apoio e
esforcos que fizeram durante os meus estudos.

Agradeco &4 Embrapa Soja e ao CNPq pela concessao de bolsas
durante o mestrado, a Embrapa Soja mais uma vez pela disponibilizagao do
laboratério e equipamentos para o desenvolvimento do meu trabalho e a
Universidade Estadual de Londrina por me receber como aluna e a todos os
professores que contribuiram para o meu crescimento cognitivo. Agradeco também a
secretaria e coordenagao da pds-graduagdo em genética em biologia molecular pela

dedicacéao e carinho dispendido aos alunos.

MUITO OBRIGADA!



"Aprender é a unica coisa de que a mente
nunca se cansa, nunca tem medo e nunca
se arrepende."

(Leonardo da Vinci)



LINO, Euziane Joana. Identificacdo e Caracterizacdo de Transcritos
Relacionados a Mecanismos de Resisténcia a Ferrugem Asiética da Soja. 2011.
Dissertacéo (Mestrado em Genética e Biologia Molecular) — Universidade Estadual
de Londrina, Londrina 2011.

RESUMO

O Brasil é o segundo maior exportador de soja no mundo, portanto esta cultura é de
grande importancia para o pais, porém devido ao clima ameno que pode contribuir
para o surgimento e estabilizagdo de patdgenos, a cultura da soja fica sujeita a
desenvolver doengas como é o caso da ferrugem asiatica da soja, que no Brasil tem
causado grandes prejuizos, sendo uma das doengas que mais contribui para a
perda na produgao do grdo nas ultimas safras. A melhor e menos dispendiosa
solugdo para evitar essas perdas causadas pelo fungo biotrofico Phakopsora
pachyrhizi seria o desenvolvimento de cultivares que apresentem resisténcia efetiva
contra a doenga. Algumas cultivares ja foram langadas no pais visando solucionar
esse problema contendo um ou poucos genes de resisténcia, porém sabe-se que
esta resisténcia ndo e duradoura, uma vez que patdgeno e hospedeiro co-evoluem e
o fungo apresenta elevada variabilidade genética. Estudos das diferentes formas de
resisténcia da planta, com objetivo de contribuir para o desenvolvimento de
estratégias na obtencédo de cultivares que possam vencer o patdgeno, fazem-se
necessarios. Uma das formas de compreender o que ocorre na planta (6rgao
infectado) durante o ataque do patégeno, seria o estudo dos transcritos induzidos
nesse periodo. Alguns dos métodos que poderiam contribuir para o estudo seria a
construcao de bibliotecas subtrativas supressivas (SSH) associadas com tecnologias
de sequenciamento tradicionais e/ou novas tecnologias. Neste trabalho, visando
compreender diferentes formas de resisténcia contra a ferrugem asiatica em soja,
foram sequenciadas 6 SSH em dois gendtipos de soja, sendo um com resisténcia
qualitativa (P1561356) e o outro resisténcia quantitativa (BRS231). As SSH foram
transformadas em bulks correspondendo aos horarios iniciais (12, 24, 48h), médios
(72 e 96h) e tardios (192h) de infecgao. Muitos genes correspondentes a diferentes
processos bioldgicos como resposta a estresse e estimulos, tradugéo e transcrigao,
oxido-reducdo e transporte foram induzidos apds a infeccdo. Sete transcritos
pertencentes a diferentes processos biologicos, como transdugéo de sinais, defesa e
transcricado, foram selecionados para a validacao das bibliotecas por RT-qPCR.

Palavras chave: Hibridagao subtrativa supressiva. Solexa. Phakopsora pachyrhizi.



LINO, Euziane Joana. Identification and Characterization of Transcripts Related
to Mechanisms of Resistance to Asian Soybean Rust. 2011. Dissertation
(Masters in Genetics and Molecular Biology) — State University of Londrina, Londrina
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ABSTRACT

Brazil is the second largest exporter of soybeans in the world, so this culture is very
important for the country, but due to the mild climate which can contribute to the
emergence and stabilization of pathogens, the soybean crop is subject to develop
diseases as the case of Asian soybean rust, which causes great losses in Brazil, one
of the diseases that most contributes to the loss in grain production in the last
seasons. The best and least expensive solution to avoid the losses caused by the
biotrophic fungus Phakopsora pachyrhizi is the development of cultivars that have
effective resistance against the disease. Some cultivars have been released in the
country seeking to solve this problem containing one or few resistance genes, but
this resistance will not be durable once the patogen and the host co-evolve and the
fungus has a high genetic variability. Studies of different forms of plant resistance, in
order to contribute to the development of strategies to obtain cultivars that can win
the pathogen, become necessary. One way to understand what happens in the plant
body (infected) during the attack of the pathogen is the study of transcripts induced
during this period. Some of the methods that could contribute to the study are the
construction of suppressive subtractive libraries (SSH) associated with traditional
sequencing technologies and / or new technologies. In this work, seeking to
understand different forms of resistance against soybean rust, 6 SSH were
sequenced in two soybean genotypes being a qualitative resistant (PI561356) and
other resistant quantitative (BRS231). The SSH were transformed in bulks that
corresponding start times (12, 24, 48h), medium (72 and 96h) and late (192h) of
infection. Many genes corresponding to different biological processes like response
to stress and stimuli, translation and transcription, redox and transport, were induced.
Seven transcripts belonging to different biological processes such as signal
transduction, defense and transcription, were selected for the validation of the
libraries by RT-qPCR.

Keywords: Suppressive subtractive hybridization. Solexa. Phakopsora pachyrhizi.
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CAPITULO 1
CONSIDERACOES GERAIS

1 INTRODUCAO

A soja [Glycine max (L.) Merrill] é considerada uma das culturas
mais importantes do mundo, devido a ampla utilizagdo de seus graos na alimentacao
humana e animal, na produgdo de 6leos e biocombustiveis, como uma alternativa
aos combustiveis ndo renovaveis.

A soja é o principal produto que movimenta o mercado de
exportagdes de graos no Brasil, sendo este o segundo maior exportador de soja e a
China um de seus principal importadores. Porém, existem fatores que influenciam
negativamente a produgéo de soja, causando grandes perdas como, por exemplo, o
estresse bidtico causado pela Ferrugem Asiatica da Soja (FAS).

A FAS é causada pelo fungo Phakopsora pachyrhizi (Sydow &
Sydow), um dos principais patdgenos da soja atualmente, pois pode atacar a planta
em qualquer estadio de seu desenvolvimento causando perdas de até 80% em sua
producdo. O controle desse fungo € basicamente feito através de aplicagdes de
fungicidas, que oneram a manutencédo da cultura. Uma estratégia de controle do
patdogeno, que apresenta menor custo e menores danos ao ambiente, seria a
obtencdo de cultivares capazes de resistir ao ataque da doenga e garantir a
producao de graos de qualidade para o mercado.

A compreensao dos mecanismos fisiolégicos bem como moleculares
envolvidos na resisténcia de uma planta aos seus patdgenos pode auxiliar na
definigdo de estratégias para o desenvolvimento de cultivares melhoradas, visando a
eliminar os prejuizos financeiros e colapso na producéo de alimentos.

Sabe-se que a resisténcia qualitativa ou raga-especifica € mediada
por um ou poucos genes de efeito maior, portanto € mais passivel de ser quebrada
por diferentes ragas fisiologicas do patdégeno, ja a resisténcia quantitativa ou raga
inespecifica € mediada por mais de um gene, genes de menor efeito, que quando
somados contribuem aditivamente para o fendtipo de resisténcia. A unido desses

dois tipos de resisténcia, em uma mesma planta, € almejado no manejo da
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resisténcia a doencas em muitos patossistemas, 0 que garantiria uma resisténcia
mais duradoura.

A analise de transcriptomas através da geragdo das sequéncias de
etiquetas expressas (“Expressed Sequence Tags” ou ESTs) por Hibridizagcédo
Subtrativa Supressiva (“Suppressive Subtractive Hybridization” ou SSH) associada a
novas tecnologias de sequenciamento tem permitido grandes avancgos e rapidez na
identificacdo de genes induzidos na resposta de resisténcia, o que tem auxiliado nos
estudos da interacdo molecular entre patdégenos e hospedeiros.

O presente trabalho teve como objetivo a identificagdo e
caracterizacao de sequéncias induzidas em soja ao longo do ciclo infectivo a FAS,
nos gendtipos BRS231 e P1561356, que apresentam resisténcia a infecgado com P.
pachryrhizi, respectivamente (RIBEIRO et al., 2007; CAMARGO, 2010). A subtracdo
diferencial unidirecional entre os tratamentos inoculado e falso inoculado permitiu a
identificacdo de 3.277 e 2.018 sequencias induzidas em soja nos genotipos
P1561356 e BRS231, respectivamente. As ESTs foram categorizadas em pelo
menos 326 processos bioldgicos para P1561356 e 558 para BRS231, contendo pelo
menos um transcrito em cada categoria. Os processos bioldgicos contendo o maior
numero de sequéncias estdo relacionados a resposta a stress, producdo de
metabdlitos secundarios, transporte e traducgao.

A identificacdo dos genes altamente expressos, baseados nos
valores de RPKM (Reads por Kilobase por Milhdo), bem como as principais rotas
bioldgicas ativadas apds a infecgao, permitirdo que analises futuras possam definir
0s principais atores que medeiam a resposta de resisténcia e tolerancia a FAS nos
gendtipos PI5651356 e BRS131, bem como o emprego futuro de novas alternativas

no desenvolvimento de variedades resistentes ao fungo.
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2  FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 SoJA: ASPECTOS CULTURAIS E ECONOMICOS

Por apresentar grande destaque mundial, a soja € amplamente
estudada no intuito de compreender e quantificar as relagbes ecofisioldgicas e
moleculares que interfferem na producdo da cultura, devido aos desafios
encontrados em sua adaptacdo nos diferentes ambientes (POPP, DILLON e
KEISLING , 2003).

A soja, conhecida atualmente, provém do cruzamento de dois
ancestrais com porte rasteiro, oriundos das margens do rio Yangtse na China, que
foram domesticados e melhorados por cientistas da antiga China. (EMBRAPA,
2009a).

A soja foi introduzida no Brasil, no estado do Rio Grande do Sul, em
1950, para cultivo massivo pelos imigrantes alemé&es e italianos que ali se
instalaram, devido a necessidade de povoar os vazios demograficos para que o
Paraguai, Argentina e Uruguai ndo tomassem as terras brasileiras. Ali se
encontravam otimas condi¢gdes para o cultivo desse grdo, que era cultivado em
rotacdo com o trigo (MUELLER e BUSTAMANTE, 2002), pois o solo, composto por
terra roxa, apresentava alta fertilidade. Além disso, politicas publicas nacionais de
desenvolvimento agricola estavam favorecendo o cultivo nas regides sul e sudeste
(SIEBEN e MACHADO, 2007).

Atualmente, a cultura de soja ocupa um lugar de destaque no
mercado de “commodities” do Brasil, sendo este o segundo maior produtor de soja
do mundo, com uma producdo nacional de 68,69 milhbes de toneladas na safra
2009/10, e estimativa de 68,55 milhdes de toneladas para a safra 2010/11,
aproximadamente, sendo 0,2% ou em torno de 134,9 mil hectares inferior a safra
anterior (CONAB, 2011). Além disso, a soja lidera os produtos agropecuarios na
pauta de exportacédo do Brasil.

A expansao da soja para areas agricolas brasileiras com diferentes
condigbes edafo-climaticas acarretou numa maior demanda por tecnologias de apoio
a produgao dos graos em locais onde essa cultura € negativamente afetada por
fatores bidticos e abidticos. Esforgos biotecnolégicos tem sido feito para desenvolver

novas cultivares com caracteristicas que contribuam para minimizar perdas na sua



20

produgdo, contribuindo para o esclarecimento genético de respostas adaptativas
perante estresses que pode ser utilizada para melhorar, por exemplo, a resisténcia a
doencas e a toleréncia a seca em plantas (STOLF, 2007).

Com a expansao da cultura para novas areas o numero de doencas
causadas por bactérias, fungos, nematdides e virus na soja aumentaram, sendo
que, até o momento, cerca de 50 doencgas ja foram identificadas na cultura da soja.
Atualmente, a ferrugem asiatica da soja (FAS) é considerada uma das maiores
causadoras de danos para a cultura da soja no mundo, ocasionando perdas
acumuladas estimadas em sete bilhdes de délares (EMBRAPA, 2009b).

2.2 FERRUGEM ASIATICA DA SOJA

A ferrugem asiatica tem como agente causador o fungo Phakopsora
pachyrhizi, que ataca ndo somente a soja, mas varios hospedeiros de
aproximadamente 95 espécies, distribuidas em 42 géneros da familia dos feijoes
(Fabaceae). Os primeiros relatos de ferrugem asiatica datam de 1902 no Japdo. Na
Africa do Sul, a doenca foi identificada em 2001, tendo recorréncia em 2002,
causando perdas na producao de graos de soja entre 60% a 80%, e até 100% em
locais onde ndo havia rotacao de culturas (CALDWELL e LAING, 2002).

Os danos causados pelo fungo sdo pequenas lesdes foliares e, a
medida que ocorre a esporulacido, o tecido da folha adquire coloragdo castanho-
clara (lesdo tipo TAN, caracteristica de genoétipos suscetiveis) a castanho-
avermelhada (lesdo tipo RB - “reddish-brown”, caracteristica de gendtipos
resistentes) (BROMFIELD, 1982). O acumulo das lesdes causa rapido
amarelecimento, bronzeamento ou crestamento (queimaduras) e queda prematura
das folhas, impedindo a plena formagdo dos grdos que nao amadurecem por
completo e apresentam baixo peso (YORINORI et al., 2004).

P. pachyrhizi € um patégeno biotrofico, pertencente a Classe
Pucciniomycetes, Ordem Pucciniales, e Familia Phakopsoraceae (INDEX
FUNGORUN, 2011). Ao contrario de outras ferrugens como Uromyces
appendiculatus (ferrugem do feijoeiro), que necessita identificar uma superficie
especifica para penetrar na planta, no caso, os estdmatos (WYNN, 1976), a FAS
pode penetrar diretamente pela cuticula das plantas hospedeiras (ZAMBOLIN,
2006).
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O ciclo da doenga (Figura 1) se inicia com o transporte dos
ureddésporos (esporos assexuados da ferrugem) pelo vento e posteriormente sua
germinagao na superficie abaxial da folha aproximadamente seis horas apds o
contato com esta (ZAMBOLIN, 2006). Com a germinacdo forma-se o tubo
germinativo que termina em uma estrutura dilatada (com praticamente o mesmo
tamanho do ureddsporo) denominada apressoério. Dessa estrutura € langada uma
hifa de infec¢do rumo ao interior da célula, que se ramifica formando o haustério,
cujo contato com a membrana da célula hospedeira, permite a aquisicdo de
nutrientes para o fungo (PANSTRUGA, 2003). A formagao do primeiro haustoério se
da de 24 a 48 horas apos o contato do uredésporo com a ceélula hospedeira de uma
planta suscetivel. O ciclo da doenca esta completo quando uma nova urédia
(estrutura de reprodugéo e acomodagao dos esporos) € originada da primeira urédia
a surgir no hospedeiro. (KOCH et al., 1983). Cada urédia permanece produzindo
esporos por aproximadamente 21 dias (CONSORCIO ANTIFERRUGEM, 2011a).

Figura 1 - Ciclo da infecgdo do fungo P. pachyrhizi em plantas hospedeiras (Fonte:
Consoércio Antiferrugem 2011a).
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No Brasil, a FAS acometeu primeiramente o norte e o noroeste do
Parana. Posteriormente, a doenga se espalhou para muitos campos brasileiros

principalmente nas regides sul, sudeste e centro-oeste, com um potencial de
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reducdo de produtividade maior que 75% (SILVA, MAIA e MEYER, 2004;
YORINORI, NUNES JUNIOR e LAZZAROTTO, 2004). Em 2002, as perdas
brasileiras de soja pela FAS superaram 31 milhdes de toneladas de grédos e os
investimentos para tentar combater a doenca ultrapassaram US$ 11 bilhdes. O
numero de focos detectados, até 05 de fevereiro de 2011 referentes a safra
2010/2011, ja chega a 430 relatos (Figura 2) (CONSORCIO ANTIFERRUGEM,
2011b).

Figura 2 - Mapa de dispersao da Ferrugem Asiatica da Soja no territorio brasileiro
até 05 de fevereiro de 2011. Os pontos vermelhos representam os focos

de FAS
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Fonte: Consércio Antiferrugem 2011c.

Algumas medidas preventivas vém sendo tomadas visando a
diminuicdo das perdas no cultivo da soja por P. pachyrhizi, como o vazio sanitario
vegetal nas regides produtoras de soja, que estabelece a entressafra sem plantas de
soja, para evitar a ponte verde, o que significa reduzir in6culos do fungo no
ambiente, para retardar a entrada da doenca nos préximos cultivos (BARROS,
2008). Além disso, o estudo e desenvolvimento de novas variedades de soja que
apresentam resisténcia a ferrugem asiatica € uma estratégia para o manejo da

doenca no Brasil, uma vez que o controle dessa doencga é feito basicamente por
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fungicidas que oneram a producédo e podem prejudica-la caso as aplicagcdes nao
sejam corretamente elaboradas (ARIAS et al., 2008).

Alguns genes de resisténcia a ferrugem asiatica sdo conhecidos ha
bastante tempo: Rppl, Rpp2, Rpp3 e Rpp4 (BROMFIELD & HARTWIG, 1980;
HARTWIG, 1986). Recentemente o gene Rpp5 foi descrito e mapeado no grupo de
ligacdo N da soja (GARCIA et al.,, 2008). Interagcdes incompativeis (resisténcia)
mediadas pelo alelo Rppl apresentam um fendtipo de imunidade contra alguns
isolados (MILES et al.,, 2006), enquanto resisténcia conferida pelos outros quatro
genes é caracterizada por crescimento e esporulagéo limitada do fungo e a formagéao
de lesbes RB (BONDE et al., 2006). A resisténcia conferida pelos genes Rppl e
Rpp3 foi quebrada pela raga fisiolégica do fungo encontrada atualmente no Brasil,
enquanto Rpp2 e Rpp4 continuam efetivos no controle da doenga. No momento,
muito pouco se sabe sobre como os mecanismos de resisténcia sdo mediados por
esses genes.

O entendimento dos mecanismos moleculares envolvidos na
interagéo planta-patégeno é de extrema importancia no planejamento de estratégias
alternativas para o controle dessa doengca (MATSUMURA et al., 2003). A aplicagéo
de técnicas de analise e identificagao de transcritos expressos durante a interacao
patdgeno-hospedeiro tem levado a importantes avangos no entendimento dos
mecanismos de patogenicidade, e esta em atual expansédo a medida que sequéncias
génicas do hospedeiro e patdégeno vém sendo disponibilizadas (MATSUMURA et al.,
2005).

2.3 RESPOSTA DE RESISTENCIA A DOENCAS EM PLANTAS

A resposta de resisténcia pode ser entendida fisiologicamente como
o potencial da planta em evitar ou retardar a entrada e subsequente infecgdo de um
patdgeno em seus tecidos, visto que na natureza, devido a exposigdo da planta a
um grande numero de microorganismos, a resisténcia se faz regra, enquanto a
suscetibilidade aos patégenos mostra-se como excegao (PASCHOLATI & LEITE,
1995).

Existem diferentes concepcbes sobre resisténcia que devem ser
destacados: o primeiro é a resisténcia monogénica ou de gene de efeito maior, que

€ mediada por um unico gene capaz de conferir a resposta de resisténcia. Ela
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também €& denominada resisténcia qualitativa, pois o fendtipo apresentado pela
planta resistente € bem caracteristico e distinto da planta suscetivel - € a resisténcia
do tipo “tudo ou nada”, pois a planta apresenta ou ndo a doenca. Ja a resisténcia
poligénica, também conhecida como quantitativa, € mediada por mais de um gene
sendo que a soma dos seus efeitos confere o carater de resisténcia. A caracteristica
da resisténcia quantitativa € a presenca da variagdo continua nas populacdes
vegetais referente ao grau da doenga, com plantas que apresentam desde a
extrema suscetibilidade até a resisténcia, por isso, € um carater que pode ser
quantificado e n&o facilmente qualificado. A resisténcia qualitativa pode ser mais
facilmente vencida por se tratar de um uUnico gene que medeia a resposta, o que nao
acontece com a resisténcia quantitativa, uma vez que o patogeno teria que burlar
varios genes para a ocorréncia da doenga (CAMARGO, 1995).

Existe ainda o conceito epidemiolégico de resisténcia, que define
como resisténcia horizontal ou raga inespecifica, aquela eficaz para uma ampla
gama de ragas do patdégeno e a resisténcia vertical como aquela eficaz para uma
unica, ou poucas ragas do patégeno. Comumente a resisténcia vertical é
monogénica e a horizontal € poligénica, o que tem levado a confusdes quanto aos
conceitos. No entanto, a resisténcia horizontal pode ser conferida por um Unico gene
e a vertical por varios genes (CAMARGO & BERGAMIN FILHO, 1995).

Entre resisténcia e suscetibilidade encontra-se um termo muito
utilizado quanto ao carater agrondmico da planta em relagdo a uma doenga. Esse
termo é a tolerancia. O que caracteriza uma planta tolerante € a capacidade de
suportar o patbgeno mesmo desenvolvendo a doenga, mas sem que ocorram perdas
significativas na produgado. Tolerancia € muitas vezes confundida com resisténcia
horizontal ou resisténcia quantitativa, porém, a fisiologia da tolerancia ndo é bem
compreendida e pode ser mediada por mono ou poligenes (CAMARGO, 1995).

A interacdo planta-patdgeno se da, segundo Flor (1971), através do
reconhecimento do produto de um gene de aviruléncia (avr), o elicitor, que esta
presente no patégeno, pelo produto de um gene de resisténcia (R) que esta
presente na planta hospedeira, ou seja, ocorre o reconhecimento direto do elicitor
pela proteina de resisténcia. A interagdo do produto génico avr com o produto génico
R acarreta em uma interagcdo incompativel, que culmina em uma resposta de
hipersensibilidade (HR), que através da transdugdo de sinais mediada pelo

reconhecimento do elicitor do patégeno (gene avr) desencadeia a morte celular
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programada, bloqueando a reprodugao e dispersao do patdogeno para as demais
células. Acontece um “altruismo celular’ na planta infectada, onde algumas células
morrem para que as outras sobrevivam. Ao contrario da interagao incompativel onde
nao acontece a doencga, na interagdo compativel o gene avr ndo é reconhecido e,
portanto, nao é elicitada resposta especifica de defesa caracterizando a planta como
suscetivel a doenca.

O reconhecimento do elicitor pela planta hospedeira leva a uma
cascata de eventos de transducdo de sinais que ira ativar genes da célula vegetal
hospedeira, resultando em uma rapida resposta de defesa. Em alguns casos, o
patégeno pode nao ser reconhecido pelo hospedeiro e, portanto, ndo ocorrera
inducdo dos mecanismos de defesa, ou este pode ocorrer lentamente, possibilitando
o crescimento do patdégeno e, consequentemente, o desenvolvimento da doencga
(TAIZ e ZEIGER, 2009).

A reacado de hipersensibilidade € uma das respostas de defesa
gerada principalmente pela resisténcia qualitativa e, muitas moléculas e fitorménios
estdo envolvidas na transducdo de sinais que a desencadeia, tais como: o acido
salicilico (AS), etileno, acido jasménico (AJ), acido abscisico (ABA), 6xido nitrico e
as espécies reativas de oxigénio (ROS) derivadas da combustdo oxidativa nas
células (TORRES et al., 2006; ADIE et al., 2007; KOORNNEEF & PIETERSE, 2008).
A partir da teoria de Flor, muitas outras hipoteses foram propostas e com base em
diferentes patossistemas, algumas levando em consideragdo essa teoria inicial,
outras, pressupondo que em muitos casos o0 que ocorre ndo € a interagao direta,
mas sim, uma interag&o indireta entre proteina R e elicitor.

No modelo guarda ou protetor os efetores do patégeno se ligam a
proteinas alvos do hospedeiro, essas proteinas podem ser tanto proteinas que
compde a defesa da planta [proteinas com dominio serina/treonina (Ser/Tre), por
exemplo] como outras proteinas que podem ter a fungdo modificada para nutrir o
patdgeno. As proteinas guardas ou protetoras da planta sdo as Nucleotide Binding
Site — Leucine Rich Repeat (NBS-LRR), cuja fungao seria ligar-se indiretamente aos
elicitores do patdgeno e desencadear os mecanismos de defesa, uma vez que NBS-
LRR se liga as proteinas alvos da planta (proteinas guardadas ou protegidas), pois
s6 faz o reconhecimento do elicitor através do conjunto proteina alvo - elicitor. Nesse
cenario, as proteinas R monitoram se as proteinas celulares estdo sob ataque do

patogeno. Portanto o elicitor s6 € reconhecido intracelularmente e indiretamente pela
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ligacdo a proteina hospedeira alvo do elicitor e esta com a proteina R (DANGL E
JONES, 2001).

O modelo do chamariz (van der HOORN e KAMOUN, 2008) é similar
ao modelo guarda de interagédo indireta, e explica que a proteina alvo do efetor
(proteina protegida), de um ponto de vista evolutivo, encontra-se em uma situagao
instavel e esta sujeita a duas forgcas naturais de selecao opostas, na populacédo de
plantas com genes R polimérficos: uma na auséncia do gene R, onde a proteina
protegida sofre selegéo para diminuir a afinidade de ligagéo ao efetor evitando a sua
deteccdo e modificagdo pelo efetor. A segunda selegao seria na presenca do gene
R, onde a proteina protegida tem a capacidade de interagdo aumentada com o
efetor, acentuando a percepgao do patégeno pela planta. Essas duas pressdes de
selegcdo conflitantes, no mesmo plano de interagao entre efetor e protegido, resulta
numa situagao evolucionariamente instavel (trade off) que pode ser amenizada sob a
evolugao de uma outra proteina hospedeira denominada “chamariz’. Chamariz tem a
funcdo de ser reconhecido pelo elicitor, mimetizando a proteina protegida e também
ser reconhecida pela proteina R quando ligada ao elicitor para ativagdo dos
mecanismos de resposta imune, porém nenhum beneficio é trazido ao patégeno
quando o elicitor se liga ao chamariz, o que promove a diminuicdo do “fitness” do
patdgeno em relagdo a planta, quando na auséncia dos genes R.

Na interagdo patdégeno-hospedeiro a maioria dos eventos que leva a
suscetibilidade ou a resisténcia da planta hospedeira ao patégeno ocorre em nivel
celular. Existem duas amplas categorias de defesa: a estrutural, morfolégica ou
anatbmica e a bioquimica ou fisiolégica, ambas podem ser pré-formadas, quando ja
estdo presentes na planta, ou pés-formadas, que serdo produzidas mediante
ativacdo de genes (INGHAM, 1973). Os fatores estruturais da planta atuam como
barreiras fisicas, impedindo a entrada do patégeno e a colonizagdo dos tecidos,
enquanto as reagdes quimicas produzem substancias tdéxicas ao patdégeno ou criam
condicdes adversas ao crescimento deste no interior do hospedeiro. Como exemplo
de defesa estrutural pode-se citar cuticula, tricomas e a prépria parede celular, bem
como lignificacdo da parede celular. Em relacdo aos mecanismos bioquimicos de
defesa tém-se como exemplo os compostos fendlicos, saponinas, inibidores de
proteinase (mecanismos pré-formados), e espécies reativas de oxigénio e
fitoalexinas (mecanismo pdés-formados) e proteinas antimicrobianas (PASCHOLATI
& LEITE, 1995).
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O principal horménio envolvido em respostas de defesa e
transducdo de sinais contra patdgenos Dbiotroficos € o acido salicilico
(SCHWEIGHOFER et al.,, 2007). Alguns genes desenvolvem papéis chave na
indugdo e acumulagado desse horménio na planta, mediante infecgdo por patégenos
como é o caso do produto génico codificado por NPR1 (Non-Expressor of PR1),
PAD4 (phytoalexin deficient4) e EDS1 (Enhanced Disease Susceptibility1) entre
outros genes. PAD4 codifica uma lipase envolvida na acumulagdo de AS e
camalexina (fitoalexina) (JIRAGE et al.,1999). EDS1 também codifica uma lipase que
esta envolvida na acumulagédo de AS, e mutagao nesse gene causa suscetibilidade
em plantas inoculadas com Peronospora parasitica (FALK, et al., 1999).

Recentemente um estudo de silenciamento génico em plantas de
soja contendo Rpp2, contendo NPR1, PAD4 e EDS1, genes ja sabidos estarem
envolvidos na rota de sinalizagcdo de defesa contra a ferrugem asiatica. Quando
esses genes foram silenciados separadamente, as plantas resistentes ao isolado
utilizado tornaram-se suscetiveis a ferrugem. Houve também, a “down” regulacéo de
varios fatores de transcricdo com dominios WRKY e MYB que s&o importantes na
regulacado de varios processos biolégicos da planta, incluindo a defesa (PANDEY et
al., 2011).

O maior desafio é selecionar genes candidatos para serem
estudados em detalhes entre os milhares de genes presentes no genoma que
apresenta alternativas promissoras para o desenvolvimento de estratégias de
controle do patdgeno. A analise de transcriptomas é uma abordagem muito util para

este propdésito.

24 ESTUDOS MOLECULARES: EXPRESSAO GENICA

Devido a grande quantidade de estudos com RNA (pela facilidade
das técnicas empregadas ao RNA e por ser a primeira etapa na expressao génica)
comparados com os estudos de proteinas, a primeira aplicagdo da gendmica em
muitos organismos € catalogar e medir a atividade transcricional. Com a
disponibilidade das sequéncias génicas, ha o interesse em conseguir recursos e
tecnologias capazes de analisar a atividade e a interagdo transcricional em larga

escala em diferentes espécies de plantas (MEYERS et al., 2004). Desse modo, nos
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ultimos anos varias técnicas vém sendo desenvolvidas para permitir a analise global
e/ou pontual da expressao génica nos mais diversos organismos.

Tecnologias como SAGE (“Serial Analysis for Gene Expression”)
(VELCULESCU et al., 2005), MPSS (“Massively Parallel Signature Sequencing”)
(BRENNER et al.,, 2000) ou SSH (“Supressive Subtractive Hibridization”)
(DIATCHENKO et al., 1996) nao requerem conhecimento prévio das sequéncias dos
transcritos e, dessa forma, € possivel a identificacdo de transcritos desconhecidos
(NIELSEN et al.,, 2003; TALLA et al.,, 2003). Essa caracteristica define uma
arquitetura do tipo aberta para analise da expressdo génica, ou seja, 0 organismo
nao precisa ter genoma ou transcritos sequenciados. Em contrapartida, arquiteturas
fechadas, como a maioria dos microarranjos de DNA e PCR em tempo real s&o
baseadas na existéncia do conhecimento prévio (sequéncias) dos genes, com
sondas desenhadas para se ligarem a transcritos conhecidos (KUO et al., 2002). Os
dados derivados a partir de tecnologias abertas sao usados para anotagado de
sequéncias gendmicas, enquanto dados de tecnologias fechadas sdo mais
facilmente usados para experimentos focalizados (YUEN et al., 2002).

Acompanhando os avangos realizados para o sequenciamento de
DNA, ja existem técnicas que permitem sequenciar RNA diretamente. Esta
tecnologia conhecida como RNAseq permite o sequenciamento com ou sem a
amplificagdo do RNA tem permitido uma analise global de transcriptoma sem a
necessidade de hibridizacdo a partir de pequenasquantidades de RNA. Outro fator
importante é a distingao das diferentes isoformas de genes que esse método tem
possibilitado analisar. Porém, € um método novo que ainda precisa de melhorias em
alguns aspectos, como nas analises de bioinformatica (WANG et al., 2009; HAAS &
Z0DY, 2010).

Entre os métodos apresentados acima, a hibridizagdo subtrativa
supressiva (SSH), que é o foco de estudo deste trabalho, € capaz de enriquecer
uma populacdo de cDNAs com transcritos diferencialmente expressos, pois € um
método baseado em PCR, o que permite enriquecer em 1000 a quantidade de
transcritos diferencialmente expressos, permitindo assim a identificacdo de
transcritos raros (JI & CAl, 2004).

Na SSH o cDNA é sintetizado a partir de RNAm obtido das duas
amostras que se pretende comparar: a testadora (“tester”) e a referéncia (“driver”). O

mecanismo de subtracado ocorre a partir de duas hibridizagées por PCR: a amostra
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testadora é subdividida em duas partes, cada uma recebera um adaptador diferente
(a sequéncia do adaptador é complementar aos iniciadores que serao utilizados
posteriormente para amplificagdo por PCR). Na primeira hibridizagdo o cDNA
controle (“driver”) é adicionado em excesso a cada amostra do testador, que séo
entdo desnaturadas e se complementam, gerando as moléculas ‘a’, ‘b’, ‘c’ e ‘d’ em
cada amostra (Figura 3). As moléculas que hibridizarem com o cDNA controle sao as
nao diferencialmente expressas, denominadas “housekeeping”, pois tem um nivel de
expressao constitutivo na célula. Outras moléculas que se hibridizam sao genes que
estao sendo induzidos tanto na condi¢gao controle como na condigao testada. Apds o
enriquecimento e equalizagdo dos transcritos ocorre a segunda hibridizagédo que é
subtrativa; as duas amostras sdo misturadas, as moléculas diferencialmente
expressas que sao complementares e contendo adaptadores diferentes formardo um
novo tipo de hibrido: as moléculas ‘e’ (Figura 3), e terdo o produto exponencialmente
amplificado uma vez que os dois iniciadores irao maximizar a amplificacdo dessas
moléculas e as que apresentarem apenas um iniciador, moléculas ‘c,’ serao
amplificadas de forma linear (CLONTECH, 2008).

As moléculas ‘@’ e ‘d nado podem ser amplificadas, por néao
possuirem o sitio de complementacao dos iniciadores (Figura 3). Devido ao efeito de
supressdo da PCR, a maioria das moléculas ‘b’ forma uma estrutura em grampo,
que nao permite sua amplificagcdo. As moléculas ‘€’ amplificadas podem ser
diretamente inseridas em um vetor T/A, o qual é adaptado para produtos de PCR,
para a clonagem e obtencdo de uma biblioteca subtrativa (DIATCHENKO et al.,

1996).
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Figura 3 - Diagrama da SSH. Linhas representam os cDNAs digeridos com Rsa |.
Retangulos pretos representam a parte externa do adaptador 1 e 2R,
iguais e complementares ao iniciador da primeira PCR.
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Reténgulos brancos representam a parte interna do adaptador 1 e sdo complementares ao iniciador
interno 1 da segunda PCR. Retangulos cinza representam a parte interna do adaptador 2R e séo
complementares ao iniciador interno 2R da segunda PCR.

Fonte: Adaptado de Clontech, 2008 .

Outra vantagem da técnica de SSH é a capacidade de contemplar
tanto os genes induzidos como os genes reprimidos com apenas algumas mudangas

no protocolo. Portanto podem-se estudar as duas formas de genes diferencialmente
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expressos com a inversdao das amostras: o “driver” passa a ser o “tester”, portanto
recebem adaptadores, e a amostra que antes era “tester” passa a ser “driver” sem
adaptadores e colocados em excesso (CLONTECH, 2008).

Uma das estratégias mais utilizadas para quantificar e validar a
expressdo de genes € a PCR em Tempo Real (RT-gPCR), que permite o
acompanhamento, ciclo a ciclo, da amplificagdo das amostras (PFAFFL, 2001), pois
os dados sao lidos através da fluorescéncia que aumenta de acordo com da sintese
de DNA, essa fluorescéncia é captada por mecanismos opticos presentes no préprio
termociclador que esta acoplado em um computador que recebe os dados em tempo
real.

Existem varias estratégias para marcagéao fluorescente dos produtos
da RT-qPCR, porém uma das mais utilizadas é o SYBR Green® devido ao menor
custo em relagao as outras estratégias em RT-qPCR. O SYBR Green é um agente
intercalante de fita dupla de DNA semelhante ao brometo de etideo, portanto quanto
maior o numero de moléculas de fitas duplas, maior sera a intensidade de
fluorescéncia captada, porém esta técnica apresenta uma desvantagem caso néo
esteja devidamente otimizada pois o SYBR Green se liga a qualquer fita dupla de
DNA sendo ela a molécula alvo de estudo ou nao, podendo se ligar ao DNA
inespecifico, como DNA de outros organismos e dimeros de “primers” que esteja
contaminando as amostras. Uma forma encontrada para evitar contaminacdo de
corridas anteriores com SYBR Green é a amplificacdo do DNA com uracila ao invés
de timina durante a PCR, isso para que em reacdes posteriores, o DNA de reagdes
anteriores, que se torna um contaminante, seja degradado pela uracil DNA
glicosilase, uma enzima capaz de degradar DNA com uracila (GIULIETTI et al.,
2001).

2.4.1 Estudos de Expressdo Génica em Soja Infectada por Ferrugem Asiatica

A técnica de SSH tem sido utilizada para analisar a interagao
molecular de plantas com diferentes patégenos, incluindo soja, como na resposta a
infeccao pelo virus do mosaico da soja (JEONG et al. 2005). Em relagao a ferrugem,
Silva (2008) utilizou a técnica SSH para a analise da interagdo patdégeno-hospedeiro

em plantas de soja do gendtipo P1230970, que carrega o alelo de resisténcia Rpp2,
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e de um gendtipo suscetivel, Embrapa 48. Em outro estudo, Choi et al (2008)
investigou a expressédo de genes de soja na P1200492, que carrega o alelo Rppl
identificando uma grande quantidade de lipoxigenases e peroxidases nessa
interacao.

Mais recentemente, a técnica de SSH também foi utilizada para
estudo de resposta a FAS em outra espécie do género Glycine, a G. tomentella
(SORIA-GUERRA et al.,, 2010b), em que foram construidas quatro bibliotecas
subtrativas de um gendétipo suscetivel (P1441101) e outro resistente (P1509501).
Neste estudo foram encontrados, transcritos cujos produtos participam da sintese de
acido jasmoénico, homonio este, importante na resposta contra patdogenos também,
como a aleno oxido sintase na planta suscetivel e 4-coumarate-CoA ligase na planta
resistente, o produto deste ultimo transcrito também esta envolvido na rota dos
fenilproandides.Um estudo de microarranjos de DNA desenvolvido por van de Mortel
et al. (2007) analisou a expressao diferencial de genes em dois gendtipos de soja
(P1230970 contendo Rpp2, resistente a FAS e Embrapa 48, suscetivel) infectados
por FAS utilizando o GeneChip Soybean Genome Array, que contém cerca de
37.500 grupos de sondas representando 35.611 transcritos de soja. Essa analise
indicou uma expressado diferencial bifasica, com “up” regulacdo de genes,
principalmente nos tempos iniciais e finais de inoculagdo, e “down” regulagdo nos
tempos intermediarios. Essa mesma plataforma para microarranjos foi utilizada
também para avaliar a expressao de genes no gendtipo de soja c.v. 5601T
inoculado com FAS em um estadio inicial de desenvolvimento (V2). Esse Estudo
demonstrou um numero limitado de genes envolvidos na resposta a FAS em soja
nos em estadios iniciais de desenvolvimento, talvez porque em condi¢cbées naturais o
patdgeno infecte os estadios de V4 e R1, ou os cultivares norte americanos nao sao
sabidos apresentarem genes de resisténcia a FAS. (PANTHEE et al., 2007).

Panthee et al. (2009) analisou se o estadio de desenvolvimento em
soja interfere na quantidade de genes envolvidos na resposta a FAS tanto
suscetivel (c.v. 5601T) como resistente (G. tomentella P1446998) através da técnica
de microarranjos € RT-gPCR. A maior quantidade de genes diferencialmente
expressos esta presente no estadio V4 aonde 4.723 sao exclusivos deste estadio,
333 sao compartilhados entre os dois estadios e 246 sdo unicos de R1. Um grande
nuamero desses genes foi relacionado com defesa, estresse e metabolismo

secundario, também genes envolvidos na rota do AS e de fenilpropanddes foram
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encontrados. Os dados de RT-gPCR foram congruentes com os dados de
microarranjos.

Outro estudo foi conduzido por Soria-Guerra et al.( 2010b)
analisando a expressédo global de genes em resposta a FAS, utilizando somente
microarranjos, nos mesmos genotipos de G. tomentella do trabalho anterior. Os
horarios analisados foram 12, 24, 48 e 72 hai. A validagdo dos genes foi feita por
RT-gPCR. 1342 genes foram diferencialmente expressos em ambos os gendtipos ao
logo dos 4 tempos. Genes envolvidos na rota dos fenilpropandides, como é o caso
de chalcona sintase e PAL, foram encontrados, mostrando a importancia desses
compostos, também nesta espécie de soja, contra a ferrugem asiatica da soja.

A técnica de microarranjo também tem sido utilizada em combinacgé&o
com a técnica de Microdisseccdo e captura a laser para estudo de resposta de
células da planta infectada com a ferrugem. Recentemente, essa técnica foi utilizada
para identificar genes e rotas metabdlicas envolvidas na resposta a infeccdo a
ferrugem asiatica (TREMBLAY et al., 2010), bem como genes do fungo que possam
estar envolvidos com a patogénese (TREMBLAY et al., 2009), o que levou a
identificacdo de 117 potenciais genes do fungo e 18genes do hospedeiro, sendo as
principais rotas ativada durante a interagdo com o patdogeno, as rotas dos

fenilpropandides.

2.5  AVANCOS NAS TECNOLOGIAS DE SEQUENCIAMENTO

A técnica de sequenciamento de DNA mais utilizada nos ultimos
anos € baseada em inibidores de terminagdo de cadeia (didesoxinucleotideos) e
polimerizagao de DNA. Este método, descrito por Sanger, Nicklen e Colson (1977)
apresenta a facilidade de nao usar a clivagem por varias enzimas de restricao,
empregada na técnica de degradagdo quimica desenvolvida por Maxam & Gilbert
(1977). Outra vantagem que permitiu a ampla utilizagdo do sequenciamento Sanger
foi o0 seu aperfeicoamento pela retirada dos radioisotopos utilizados para observar os
fragmentos, por corantes fluorescentes e nao radioativos desenvolvido por Prober et
al. (1987), que permitiu a automagdo da técnica e visualizagdo dos quatro
didesoxinucleostideos correspondentes aos quatro desoxinucleotideos (dNTPs)

presentes no DNA, em uma sé amostra.
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O ponto negativo da técnica é que a variagdo do comprimento de
onda entre os fluoréforos € bem pequena, o que pode acarretar em erros de leitura
das bases que podem trazer como consequéncias, por exemplo, dele¢cdes de bases
e mudanga do frame de leitura (no caso de transcritos) e, portanto interpretacéo
errdbnea da proteina. Essas dele¢des também podem acarretar no ndo alinhamento
e/ou agrupamento das sequéncias, ou alinhamento com baixo e-value. Ha também a
necessidade da formulac&o de iniciadores especificos para um conjunto de reagao
de sequenciamento que também restringe o emprego de muitos vetores de
clonagem (PROBER et al., 1987; VARSHNEY et al., 2009).

A replicacado da sequéncia através de clonagem em bactérias € outro
fator limitante, ja que demanda tempo e espago para armazenamento de placas,
além do fato de que algumas sequéncias sao dificeis de serem clonadas como, por
exemplo, sequencias de fatores de transcricdo que muitas vezes podem ser toxicas
para as bactérias. Além disso, como o sequenciamento & feito a partir de uma
reacao de PCR, tem-se a desvantagem da concentragdo de DNA atuar na eficiéncia
da DNA polimerase que pode ficar sobrecarregada no inicio da reagao devido a alta
concentracdo de DNA e parar a polimerizacdo sem estender a cadeia
satisfatoriamente; se faz necessario também a separacédo dos fragmentos gerados,
em gel de poliacrilamida nos capilares, um para cada amostra (PROBER et al.,
1987; VARSHNEY et al.,, 2009). Contudo, a técnica de Sanger tem sido uma das
principais ferramentas para a caracterizacao de ESTs devido ao baixo investimento
em equipamentos, geragao de sequéncias relativamente longas e por ser a unica
técnica disponivel até o ano de 2005.

Entretanto, a tecnologia de Sanger ainda apresenta vantagens sobre
as novas tecnologias de sequenciamento (next-generation sequencing - NGS), como
o tamanho das sequéncias geradas que pode ultrapassar 1kilo base, o que facilita
na montagem e analise pelas ferramentas de bioinformatica (VARSHNEY et al.,
2009).

A necessidade de ressequenciar partes do genoma humano e
também de outros genomas, além dos avangos na nanotecnologia, microfluidica e
informatica, propiciaram o surgimento das NGS que geram uma quantidade de
dados muitas vezes maior do que as tecnologias tradicionais € num menor tempo,
nao utilizam clonagem em vetores para E. coli, pois partem do produto de PCR em

fase sdlida, ou PCR de emulsao, além de apresentar menor custo por reagao do que
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as tecnologias tradicionais. Desde que foram langadas no mercado em 2005 as
tecnologias de sequenciamento mais utilizadas s&o: Solexa (lllumina),
Pirosequenciamento 454 (Roche) e Solid (Applied Biosystems) (ILLUMINA, 2010;
ROCHE, 2010; APPLIED BIOSYSTEMS, 2011).

As novas tecnologias cada vez mais sado aperfeicoadas para
aumentar o tamanho dos fragmentos gerados, assim como para aumentar o
aproveitamento dos reagentes utilizados nas reagdes e diminuir ruidos que podem
causar problemas de leitura. Atualmente os fragmentos de alguns sequenciadores
da lllumina estdo alcangando até 150pb (pares de base), os sequenciadores Solid
da Applied geram fragmentos de 75pb enquanto que os maiores fragmentos ainda
sdo gerados pelos sequenciadores da Roche que, em média, apresentam tamanho
de 400 pb (ILLUMINA, 2011; ROCHE, 2011; APPLIED BIOSYSTEMS, 2011).

Muitos avancos e pesquisas estdo sendo feitos para desenvolver
tecnologias de sequenciamento cada vez mais eficientes e a um menor custo.
Existem novas tecnologias de sequenciamento cuja grande caracteristica é o
sequenciamento de moléculas unicas, ou seja, sem a necessidade da amplificagéo
clonal realizada através de PCR. Algumas dessas maquinas capazes de sequenciar
moléculas unicas encontram-se disponiveis no mercado, como € 0 caso da
“Heliscope True Single Molecule Sequencing” comercializada pela empresa Helicos
(HELICOSBIO, 2010). Mas o grande anseio dos pesquisadores € pelo
desenvolvimento do sequenciamento direto, sem que o DNA precise ser
fragmentado e sem a necessidade de sintese de outra cadeia de DNA para a
obtengdo dos resultados. No Japdo, um grupo de pesquisadores de Osaka esta
desenvolvendo uma forma de sequenciar fragmentos de DNA através de
microscopia de forga atdbmica e/ou microscopia de tunelamento, diferenciando o
arranjo dos atomos nas bases nitrogenadas, das quais eles ja conseguem distinguir
guanina das demais (ZHOU et al., 2010).

As novas tecnologias de sequenciamento estdo sendo utilizadas,
basicamente, para os mesmos fins que as tecnologias tradicionais, porém,
principalmente trazendo maior rapidez nas analises. No ambito do melhoramento
vegetal, as NGS estdo sendo amplamente utilizadas para analises de variagéo
genbmica e produgdo de marcadores moleculares para selegcdo assistida como a
caracterizagcao de SNPs (“Single Nucleotide Polymorphism”), ressequenciamento de

espécies bem caracterizadas para encontrar polimorfismos, sequenciamento de
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novo, bem como sequenciamento de ESTs para analises de transcriptomas
(VARSHNEY et al., 2009). Dentre as NGS, a tecnologia Solexa vem sendo bastante
empregada para analises de transcriptoma e também de microRNA.

A tecnologia Solexa consiste primeiramente na clonagem das
sequéncias que foram previamente ligadas a uma lamina de vidro, onde estédo
presentes adaptadores para a amplificagdo clonal das amostras a serem
sequenciadas. Nessa lamina sao acrescentados iniciadores e dNTPs convencionais
(sem marcagao) em fase solida e uma alta densidade de amostras € amplificada
gerando mais de mil copias de cada molécula, num didmetro de 1um. Portanto, n&o
exige clonagem em bactérias. Ainda, quatro dideoxinucleotideos modificados
(terminacéo reversivel) sdo empregados de uma so vez na amostra, cada um possui
uma fluorescéncia distinta, diferindo de outras técnicas que necessitam empregar os
diferentes dideoxinucleotideos de cada vez. Outro fator importante é que a
tecnologia Solexa é capaz de determinar a sequéncia de homopolimeros mais

precisamente do que alguns métodos (ILLUMINA, 2009).
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3 OBJETIVO GERAL

Caracterizar o perfil de transcritos da soja em resposta a infecgao
por ferrugem asiatica, visando disponibilizar informacgdes referentes a funcionalidade
de genes relacionados com esta interacdo, através da geracdo de etiquetas de

sequéncias expressas (ESTs).

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Construir trés bibliotecas subtrativas do gendétipo PI561356, que apresenta
resisténcia qualitativa a FAS, em diferentes fases do ciclo infeccioso, para

obtencdo de ESTs através de sequenciamento pelo método Solexa;

e Construir trés bibliotecas subtrativas do gendtipo BRS231, com resisténcia
quantitativa a FAS, em diferentes fases do ciclo infeccioso, para obtengcao de

ESTs através de sequenciamento pelo método de Sanger;

e Sequenciar as bibliotecas obtidas, utilizando diferentes plataformas de
sequénciamento, com a finalidade de disponibilizar sequéncias que

complementem as ESTs ja disponiveis nos bancos de dados;

Identificar e analisar in silico as ESTs obtidas dos dois gendtipos utilizados em

resposta a FAS;

Validar os resultados de expressao diferencial dos genes identificados nas

bibliotecas.
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CAPITULO 2
PERFIS TRANSCRICIONAIS DE GENOTIPOS DE SOJA COM RESISTENCIA
QUANTITATIVA E QUALITATIVA A FERRUGEM ASIATICA AO LONGO DO
CICLO DA DOENCA EM DIFERENTES FASES DA INFECCAO

ARTIGO

Perfis transcricionais de gendétipos de soja com resisténcia quantitativa e
qualitativa a ferrugem asiatica ao longo do ciclo da doenga em diferentes fases

dainfeccéo

Artigo a ser submetido a revista Genetics and Molecular Biology
RESUMO

A soja € uma das culturas de maior importéncia econémica para o Brasil, no entanto,
sua producdo tem sofrido perdas causadas por diferentes doencas no pais, sendo
que atualmente uma das mais devastadoras tem sido a Ferrugem Asiatica da Soja
(FAS) causada pelo fungo biotréfico Phakopsora pachyrhizi. Nao existe ainda,
comercialmente disponivel, cultivares com resisténcia efetiva a esse fungo, mas
sabe-se que existem gendtipos capazes de resistir a doenga, pois apresentam
diferentes mecanismos de resisténcia; como é o caso de genoétipos que carregam o0s
genes Rpp, que conferem resisténcia qualitativa a FAS, bem como gendtipos com
resisténcia quantitativa. Até o momento, o perfil transcricional de gendtipos
resistentes em resposta a FAS, associando técnicas de hibridizagado subtrativa e
sequenciamento Solexa ainda é inédito. Neste estudo, procurou-se caracterizar os
genes envolvidos no mecanismo de resisténcia qualitativa e quantitativa ao fungo P.
pachyrhizi, utilizando-se os gendétipo P1561356 e BRS231, respectivamente, através
do sequenciamento, utilizando diferentes plataformas, de trés bibliotecas subtrativas
para cada gendtipo, agrupadas em “bulks”, contendo genes expressos ao longo do
ciclo da doencga: [‘bulk” 1:12 horas apds a inoculagao (hai), 24hai, 48hai; “bulk” 2:
72hai e 96hai e “bulk” 3: 192hai]. Entre os transcritos identificados nos diferentes
“bulks” destacam-se aqueles envolvidos nos mecanismos de resposta aos diferentes
tipos de estresses como o0s que codificam para proteinas cinases, genes que
apresentam dominios de resisténcia “Leucine Rich Repeat” (LRR) envolvidos em
apoptose e diversos dominios de fatores de transcricdo. A partir da analise dos
dados, verificou-se que muitos genes sado ativados simultaneamente em ambos os
genotipos apds a infeccdo com o patdégeno, no entanto genes exclusivos,
provavelmente relacionados a mecanismos especificos de resposta nos diferentes
genodtipos também foram identificados. A analise da expressdo de sete genes
selecionados nas bibliotecas por RT-gPCR permitiu validar os resultados das
bibliotecas nesses dois genotipos.

Palavras-chave: Sequenciamento de nova geragdo. Phakopsora pachyrhizi.
Glycine max. Bibliotecas subtrativas.
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ABSTRACT

Among the major crops of economical interest for Brazil is soybean, which suffers
substantial losses due to pathogen attack. Asian Soybean Rust (ASR), caused by the
biotrophic fungus Phakopsora pachyrhizi is one of the most devastating diseases.
There are no cultivars, commercially available, with effective genetic resistance
against ASR yet, but some genotypes are able to resist the disease by activating
several resistance mechanisms; this is the case of genotypes carrying Rpp genes,
that confer qualitative resistance, and also genotypes presenting quantitative
resistance. To date, the transcriptional profile of ASR resistant genotypes associating
subtractive hybridization and Solexa sequencing wasn’t done yet. In this study, we
aimed to characterize genes involved in quantitative and qualitative resistance of
soybean against P. pachyrhizi, using PI561356 and BRS231 genotypes, respectively.
For each line, three cDNA subtractive libraries were sequencing, using different
platforms, from samples grouped in bulks containing genes expressed along the
disease cycle; bulks were defined according to the time after infection they were
collected: Bulk 1 - 12hai, 24hai and 48hai; Bulk 2 - 72hai and 96 hai; Bulk 3 - 192hai).
Among the detected transcripts deserve mention those involved in response to
different stresses, like kinase proteins, genes related to apoptosis containing the LRR
resistance domain and several transcription factors domains. Data analysis showed
that many genes are activated simultaneously in both genotypes after pathogen
infection. However, exclusive genes, possibly related to response mechanisms
specific to each line, were also identified. The expression analysis by qRT-PCR of
seven selected genes allowed the validation of the results from the subtractive
libraries.

Keywords: Next generation sequencing. Phakopsora pachyrhizi. Glycine max.
Subtractive libraries.

1 INTRODUCAO

O Brasil, segundo maior produtor mundial de graos de soja [Glycine
max (L.) Merrill], atingira, na safra 2010/11, uma area plantada estimada em 24,08
milhdes de ha, e uma produgado estimada em 68,55 milhdes de toneladas de gréos
(CONAB, 2011). Economicamente, as exportagdes do complexo soja geraram US$
7,4 bilhdes ao pais em 2009/10, o que representa 10,2% do total nacional de
exportacées (CONAB, 2010). No entanto, a expans&o da cultura ainda é limitada por
perdas causadas por fatores bidticos e abiodticos. Dentre esses, a ferrugem asiatica
da soja (FAS), causada pelo fungo biotréfico obrigatério Phakopsora pachyrhizi, é a
maior ameaca ao cultivo de soja na América do Sul. Os danos causados na cultura
da soja por esse fungo variam de 10 a 80% (Schneider et al., 2005). Gendtipos de

soja com resisténcia a todos os isolados da populagédo do patégeno ainda n&o estéao
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disponiveis, e os tratamentos com fungicidas constitui a principal medida de controle,
0 que onera o custo da producao.

Estudos com os genes de resisténcia qualitativa em soja vém
amplamente sendo realizados para delineamento de estratégias de melhoramento,
visando o retardo na quebra da resisténcia causada por ragas-especificas do
patogeno. No entanto, muito pouco € conhecido sobre gendtipos que apresentam
resisténcia conferida por poligenes. Sabe-se que essa € uma heranga mais dificil de
ser quebrada (CAMARGO, 1995), porém os mecanismos e 0s genes envolvidos na
resisténcia quantitativa ainda sdo pouco estudados. Sabe-se que muitos genes
envolvidos na producdo de metabdlitos secundarios, principalmente os
fenilpropandides, sao ativados durante a interagao incompativel e compativel de soja
contra a ferrugem asiatica, principalmente em gendtipos com resisténcia qualitativa
(van de MORTEL et al. 2007; PANTHEE et al. 2009; TREMBLAY et al., 2010;
SORIA-GUERRA et al., 2010; PANDEY et al., 2011). O estudo do transcriptoma de
genotipos contendo resisténcia qualitativa e resisténcia quantitativa pode auxiliar na
elucidagao dos mecanismos de defesa contra essa doenca.

O presente estudo buscou caracterizar, por meio de tecnologias de
sequenciamento, o transcriptoma de folhas inoculadas com o fungo P. pachyrhizi, a
partir de bibliotecas subtrativas supressivas de dois gendtipos de soja, PI561356
[resisténcia qualitativa a FAS (CAMARGO, 2010)], e BRS231 [resisténcia
quantitativa a FAS (RIBEIRO et al., 2007)] para inferir sobre os possiveis
mecanismos de defesa e rotas ativadas durante o processo de infeccdo em cada um

dos genotipos estudados.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL BIOLOGICO E DESENHO EXPERIMENTAL

Amostras de soja dos gendtipos P1561356 (resisténcia qualitativa),
BRS231 (resisténcia quantitativa) foram plantadas e mantidas em casa de
vegetacao, sob condigbes de temperatura (22+1°C) e umidade (>60%) controladas,
e fotoperiodo de 12h, até o estadio de desenvolvimento V2 (21 dias). O experimento
seguiu delineamento inteiramente casualizado (DIC) com trés repeticbes, em vasos

separados, (cada repeticdo contendo duas replicatas no mesmo vaso) e estrutura de
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tratamentos em fatorial com trés fatores: tempo de coleta (12, 24, 48, 72, 96 e 192
horas apds inoculagao - hai), genotipos (P1561356 e BRS231) e tipo de infecgao
(inoculado com esporos de ferrugem asiatica — “inoc”, e inoculado com agua —
“mock”). No total 72 vasos foram utilizados, contendo duas plantas, totalizando 144

plantas.

Figura 1 - Representagcédo do delineamento experimental em casa de vegetacgéo.
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Um novo experimento para validar a hibridizacdo subtrativa
unidirecional via RT-qPCR utilizada na construgao das bibliotecas foi posteriormente
montado em casa de vegetagdo seguindo os mesmos parametros do experimento

anterior.

2.2  PREPARO DOS INOCULOS E INOCULAGAO

Primeiramente foram preparadas as amostras da condicdo mock:
com a ajuda de um borrifador manual, foi pulverizada uma solugao de agua destilada
e 0,05% (v/v) de Tween 20 (Unigema) sobre as superficies adaxiais e abaxiais das
folhas. O procedimento foi repetido para a condigdo de inoculagédo, usando-se uma
suspensao de ureddsporos de Phakopsora pachyrhizi em agua destilada contendo

0,05% de Tween 20, a uma concentracdo de 6 x 10° ureddsporos/mL. Os vasos de
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ambos os tipos de inoculagao foram cobertos com sacos plasticos, mantidos até o
tempo de 12hai (Figura 2), para conservar a umidade e evitara contaminacgao

cruzada.

Figura 2 - Experimento em casa de vegetacdo. A: plantas antes da inoculagao
distribuidas na casa de vegetacdo, B: plantas ap6s a inoculagdo dos
ureddsporos, cobertas com sacos plasticos, para manter a umidade alta,

) , facmtan@qa_@;fagao dos esporos da FAS.

—‘u‘_f*é

2.3  CONSTRUCAO DAS BIBLIOTECAS SUBTRATIVAS

O RNA total foi extraido de amostras de folhas usando o reagente
TRIzol® (Invitrogen). O RNAm foi isolado com o kit FastTrack™ MAG (Invitrogen).
Apods isolamento, o RNAm foi quantificado por espectrofotometria para avaliagao da
qualidade e quantidade de material purificado. A eficiéncia do isolamento de RNAmM
foi testada por meio de eletroforese em gel de agarose corado com 1% de Brometo
de Etidio.

Para a construcdo das bibliotecas de hibridizacdo subtrativa
supressiva (SSH), parte das amostras de RNAm foram agrupadas em “bulks”,
conforme o tempo de coleta e tipo de inoculagdo (Figura 3). Cada “bulk” foi
composto de quantidades equivalentes a 2 yg de RNAm de cada amostra. As
bibliotecas subtrativas foram construidas com o kit PCR-Select™ cDNA Subtraction
(Clontech). Seis bibliotecas SSH unidirecionais foram construidas e as amostras de
folhas dos gendtipos P1561356 e da BRS231 coletadas as 12, 24, 48, 72, 96 e 192
hai, foram utilizadas como “testers”; os respectivos tratamentos falso-inoculados

(MOCK) foram utilizados como “drivers” (Figuras 3).
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Figura 3 - Esquema de construgdo das bibliotecas subtrativas para os genotipos
P1561356 e BRS231.
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Nas caixas verdes estdo os horarios apds a inoculagdo da doenga correspondentes aos
“bulks” montados com os cDNA inoculado (“tester”) e falso inoculado (“driver”), em seguida o
enriqguecimento das sequéncias que se da ao longo das duas hibridizagbes por PCRs. O
mesmo procedimento foi feito em separado, para BRS e PI resultando num total de 6
bibliotecas.

24 SEQUENCIAMENTO E BIOINFORMATICA

Os gendtipos foram sequenciados por diferentes plataformas de
sequénciamento, sendo a BRS231 sequenciada pela plataforma Sanger e a
P1561356 sequenciada pela plataforma Solexa.

Os produtos de PCR das trés bibliotecas subtrativas do gendtipo
P1561356 foram preparados para a clonagem “in vitro” e a subsequente reagcédo de
sequenciamento. As amostras foram sequenciadas com a tecnologia Solexa
(lumina) aplicadas em uma canaleta do sequenciador “Genome Analyzer’ GAIl
utilizando “single reads” e gerando fragmentos de 76 pb, esse sequénciamento foi
realizado através de prestacdo de servigo pela empresa FASTERIS AS, Genebra -
Suica.

A montagem do transcriptoma, as analises “in silico” e o banco de

dados do GenoSoja foram realizadas em colaboragdo com o Laboratério de
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Genbmica e Expressao (LGE - http://bioinfo03.ibi.unicamp.br/soja/) da Unicamp. Os
dados foram depositados no banco de dados do projeto GenoSoja/Embrapa Soja. A
construgéo do banco de dados da soja, para servir como genoma de referéncia, foi
realizado utilizando etiquetas de sequéncias expressas (“Expressed Sequence Tags”
- ESTs) depositadas no banco de dados do “National Center of Biotechnology
Information” (NCBI - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e os dados do genoma da soja
disponibilizados pelo DOE Joint Genome Institute, no site do Phytozome
(http://www.phytozome.net/soybean).

As sequéncias produzidas foram ancoradas numa montagem prévia
de ESTs, contendo as sequéncias disponiveis nos bancos de dados publicos, mais
os Modelos de Genes (Gene models) do genoma referéncia Williams 82, com auxilio
do programa SOAP — “Short Oligonucleotide Alignment Program” (LI et al., 2008)
usando parametros que permitram o alinhamento com no maximo dois
“‘mismatches” entre as sequéncias.

Os produtos de PCR das trés bibliotecas subtrativas do gendtipo
BRS231 foram inseridos em vetor de clonagem PCR 2.1 TOPO T/A (Invitrogen),
introduzidas por eletroporagdo em células eletrocompetentes da linhagem DH5a de
Escherichia coli, e cultivadas em meio LB contendo ampicilina (100ug/ml).
Aproximadamente 3.500 clones individuais das trés bibliotecas subtrativas foram
tomados ao acaso, cultivados em meio liquido “Circle Grow”(CG) (BioSystems) para
a minipreparacao plasmidial. Para verificar o sucesso do isolamento dos plasmideos
e eliminar os clones contendo mais que um tipo de sequéncia, realizou-se a digestao
dos mesmos com EcoRI (1 U/ uyg DNA) seguida de analise por eletroforese em gel
de agarose a 1 % (m/v). O sequenciamento unidirecional (Sanger) foi realizado
utilizando-se o iniciador M13, o kit “ABl Prism® BigDye™ Terminator Cycle
sequencing” v.2.0. (Applied Biosystems) e a separacéo dos fragmentos ocorreu em
sequenciador automatico ABI3700 (Applied Biosystems), através de prestacao de
servigco no laboratério de Bioquimica e Microbiologia de Plantas, Unesp/Jaboticabal.

Apos a obtencdo das sequéncias, estas foram agrupadas com o
intuito de detectar as sequéncias oriundas do mesmo gene. A partir dos
agrupamentos construiu-se as sequéncias consenso utilizando o programa CAP3.
Os programas “Phred” e “Cross-Match” foram também utilizados para verificar a
qualidade das sequéncias e remover as sequéncias do vetor de clonagem,

respectivamente. Todas as sequéncias consenso e sequéncias unicas foram
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comparadas com o banco de dados de proteinas (nr) do NCBI utilizando o BLASTx
para identificacdo de homoélogos.

Os dados de sequenciamento de ambos os genotipos foram
anotados automaticamente no banco de dados do projeto GenoSoja, no qual esse
trabalho esta inserido, pela ferramenta AutoFACT (“Automatic Annotation and
Classification Tool”; KOSKI et al.,, 2005), que analisa dados de sequéncias de
nucleotideos e proteinas e determina a descrigdo funcional mais informativa, gracas
a combinacao de relatérios de varios BLASTs provenientes de bancos de dados
diversos. Posteriormente, foi feita uma nova anotagdo automatica, por parte da
equipe do Laboratdério de Bioinformatica da Embrapa Soja, utilizando a ferramenta
Blast2GO.

O Software Blast2Go foi utilizado para gerar os graficos para
visualizagdo das principais categorias funcionais bem como das rotas bioldgicas
identificadas (GOTZ et al., 2008).

2.5 VALIDACAO DOS GENES POR RT-QPCR

Foram selecionados sete transcritos que tem participagdo nos
mecanismos de resisténcia a FAS presentes em ambas as bibliotecas para
quantificacao através de RT-qPCR a partir dos tempos individuais de coleta, a fim de
verificar sua ativagdo em pelo menos um dos tempos de coleta e,
consequentemente, validar a hibridizagdo subtrativa utilizada para obtengdo dos
transcritos. Desses, quatro apresentam sequéncias com dominios relacionados a
genes de resisténcia (trés com dominios LRR: ACM89601.1, XP_002532476.1,
AAO15846.1; e um com dominio Serina/Treonina proteina quinase, Q2MHE4.1).
Também foram selecionadas a proteina Mitogen Activated Protein Kinase Kinase -
MAPKK (MPKK, ABK96640.1), a proteina com repetigbes de anquirina
(ACU20172.1) e o fator de transcricdo WRKY23 (Glyma15g11680).

Com o auxilio dos programas Primer Express 3.0 (Applied
Biosystems) e Vector NTI Advance™ (Invitrogen) foram desenhados seis pares de
“‘primers” nas sequéncias do genotipo BRS231, e um par de primer (para o gene
WRKY23) foi desenhado no “gene model” da cultivar Wilians 82 depositada no

banco de dados do Phytozome (http://www.phytozome.net/).
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Para quantificar a expressdo dos genes previamente selecionados,
foi utilizado o método de RT-qPCR. Uma etapa prévia as reacdes para analise da
expresséo dos genes foi realizada, com o objetivo de escolher os melhores controles
endoégenos para a normalizagdo das quantidades iniciais de cDNA. Cinco genes
constitutivos foram testados: B-actina, B-tubulina, fator de elongagado 1b (ELF-1b),
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) e RNAr 18S. As reacbes foram
feitas em triplicatas, para cada uma das 3 repeti¢des, e os dados foram analisados
com a ajuda dos algoritmos NormFinder e geNorm. As reagbes foram realizadas
utilizando-se o kit Platinum® SYBR® Green gPCR SuperMix-UDG With Rox
(Invitrogen), e o equipamento 7300 Real Time PCR System (Applied Biosystems).

O RNA total (5 pg), do segundo experimento montado para a
validacdo dos genes das bibliotecas subtrativas, previamente tratado com DNase, foi
utilizado para sintese de cDNA, segundo as especificagdes do fabricante do kit M-
MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen). O teste de eficiéncia foi realizado a partir de
curvas de diluicdes seriadas do cDNA (107, 10, 10 e 10™) utilizando-se a férmula
E = 107" _ 1 X 100% (PFAFFL, 2001). Em seguida, foi realizada a reacéo de
RT-gPCR utilizando-se 1,0 uL de cDNA como molde, 0,02 yM de cada um dos
oligonucleotideos direto e reverso, 6,25 pL de SYBR, e 4,25 pyL de agua. As
condigbes de amplificagdo atenderam aos seguintes parametros: 50°C por 2 min,
95°C por 10 min, 40 ciclos de 95°C por 15 seg e 62°C por 1 min. Ao final da reagao,
foi adicionada uma etapa de dissociagao, na qual os produtos de amplificagcao de
cada par de oligonucleotideos iniciadores foram submetidos a temperaturas de 60 a
95°C. A especificidade dos produtos amplificados foi avaliada pela analise das
curvas de dissociagdo geradas. As reagdes foram conduzidas utilizando os tempos
individuais de coleta (12, 24, 48, 72, 96 e 192 hai).

Para a analise de expressao foi utilizado o método de quantificagao
relativa, utilizando as amostras controle “mock” em cada tempo correspondente
como calibrador (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001). Para a analise estatistica da
expressao dos genes alvos, foi utilizado o Relative Expression Software Tool (REST)
versao 2.0.7 (PFAFFL et al., 2002).



53

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 ANALISE COMPARATIVA ENTRE OS SEQUENCIAMENTOS POR SOLEXA E SANGER

Nas bibliotecas subtrativas do gendtipo P1561356, submetidas ao
sequenciamento Solexa, foram gerados 14.886.500 sequencias de 76pb de
comprimento, agrupadas em 3.277 contigs Solexa (Tabela 1), permitindo identificar,
ap6s o mapeamento contra EST e Modelos de Genes previamente identificados a
partir de bancos de publicos, 1.370 modelos de genes (Glyma), 1736 “contigs” e 171
“singlets” (dados ndo mostrados). Em contrapartida, as bibliotecas do gendtipo
BRS231, sequenciadas pelo método de Sanger, geraram apenas 3.168 sequencias,
que, apos as analises de agrupamento, permitiu a obtencao de 213 “contigs” e 1805
“singlets” (Tabela 1). A forma como as bibliotecas de ambos os gendtipos foram
analisadas podem ser observadas nas Figuras 4 para PI561356 e Figura 5 para
BRS231.

Tabela 1 -Quantidade de “reads”, “contigs” e “singlets” e tamanhos dos ESTs das
bibliotecas subtrativas dos gendétipos PI561356 e BRS231.

Maior tamanho Menor tamanho

Read Contig  Singlet  ¢o conAtig ou do corltig ou Tarlnrréz?:o
sequéncia sequéncia
Bulk 1 5,185,015 1812 - 1348 100 334
P1561356 Bulk2 5,000,616 748 - 879 100 286
Bulk 3 4,700,869 717 - 1025 100 259
Total 14,886,500 3277
Bulk 1 1,056 63 788 1711 186 798
BRS231 Bulk 2 1,056 76 496 2024 235 791
Bulk 3 1,056 74 521 1670 295 746
Total 3168 213 1805

Diversos trabalhos demonstram a alta capacidade de
sequenciamento por Solexa: bibliotecas de microRNAs em trigo sob estresse
abidtico (calor) e bidtico (mildio) geraram respectivamente 8.838.536 e 12.174.124
sequencias. Além disso, a analise do transcriptoma de raiz de soja infectada e n&o
infectada por Bradyrhizobium japonicum (agente mutualista) geraram 4,88 e 6,84
milhdes de sequencias (XIN et al., 2010; LIBAUT et al.,, 2010). De modo similar,

neste trabalho ficou evidente o elevado poder do sequenciamento Solexa para gerar
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grandes volumes de dados em comparagdo com o sequenciamento Sanger (Tabela
1). Porém como as sequéncias geradas sao pequenas e “‘gaps” podem ser formados
com certa constancia, uma boa estratégia seria a unido do sequenciamento Solexa
aliado ao proprio sequenciamento Sanger ou pirosequenciamento 454, que séo
capazes de gerar sequéncias maiores, como demonstrado na tabela 1, onde as
sequéncias geradas por Sanger sdo maiores que as da tecnologia Solexa.

No gendtipo PI1561356, 91,82% das sequéncias apresentaram
similaridade com alguma proteina ja descrita enquanto 8,18% das sequéncias néo
apresentaram similaridade com proteinas descritas, sendo classificadas como “no
hits”. No gendtipo BRS231, 79,97% das sequéncias apresentaram similaridade com
alguma proteina ja descrita e 24,03% das sequéncias n&o apresentaram
similaridade com proteinas, sendo classificadas como “no hits” (Tabela 2).

Hanriot et al.,(2008) sequenciaram duas bibliotecas LongSage de
hipotalamo de camundongos, uma através de Solexa e a outra através de Sanger
para comparagdo dessas duas tecnologias de sequenciamento. 92,25 das tags
Solexa ancoraram no genoma de referéncia enquanto que 90,28 das tags Sanger
ancoraram. Os autores acreditam que as tags Solexa apresentam melhor qualidade
do que as tags Sanger baseados também em outra evidéncia, pois ao permitir um
mismatch, 2,29 das tags Solexa ancoraram no genoma, ja as tags Sanger
apresentaram mais mismetchs e por isso 4,05 delas ancoraram também. Talvez o
mesmo esteja acontecendo nas bibliotecas de P1561356 o que poderia explicar a
menor quantidade de “no hits” e maior quantidade de informagdo que essas
bibliotecas apresentaram, além do sequenciamento Solexa gerar um numero muito

maior de sequéncias que Sanger.

Tabela 2 -Quantidade de sequéncias conhecidas e “no hits” nos gendtipos P1561356
e BRS231.

PI1561356 BRS231
Bulk 1 Bulk2 Bulk3 Total Bulk1 Bulk2 Bulk3 Total
Conhecidas 1675 695 659 3029 676 449 502 1627
No hits 137 53 58 248 175 123 93 391
% de No hits 8,18 7,62 8,8 8,19 25,89 27,39 18,52 24,03

Como esperado, tanto para o genétipo PI561356 como no BRS231 a

maior parte da sequéncias foram anotadas com base nos Modelos de genes
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disponiveis a partir do sequenciamento do genoma de Glycine max, obtendo-se
1.629 e 512 ESTs respectivamente, o que ja era esperado, pois essa € uma planta
com quase todo o seu genoma anotado e depositado em bancos de dados publicos
(Schmutz et al., 2010). Em seguida, no gendtipo PI561356, o género com maior
numero de sequéncias similares foi Vitis com 398 ESTs, seguida por Ricinus com
290 ESTs e Populus com 228 ESTs. No genodtipo BRS231 as sequéncias foram
similares as dos géneros Populus com 115 ESTs, Vitis com 139 ESTs e Ricinus com
123 ESTs. Os demais géneros que apresentaram similaridade com PI1561356 e
BRS231 pertencem a mesma familia da soja. Algumas das sequéncias de ambos 0s
genotipos apresentaram similaridade com outros organismos, entre eles bactérias,
virus patogénicos de plantas, fungos (que podem ser genes de P. pachyrhizi,
elicitores do fungo que ainda ndao foram estudados e podem trazer grandes
contribui¢gdes para o estudo desta interagdo planta-patégeno), insetos, protozoarios
e mamiferos, porém, foi um numero pequeno de sequéncias para P1561356 (26) e
para BRS231 (123), o que pode se dever a grande capacidade de amplificagdo de
sequéncias raras das SSH, uma vez que esses transcritos podem ser de
contaminantes presentes nas folhas de soja.

Fica claro também na Figura 4 onde € mostrado o esquema das
anadlises Solexa que muitas sequéncias ndo puderam ser mapeadas contra a
montagem de ESTs e modelos de genes de soja, o que indica que muitas vezes,
essa grande quantidade de sequéncias geradas pelas novas tecnologias de
sequenciamento, podem nao trazer a quantidade de informagao equivalente a sua
capacidade de geragédo de sequéncias devido a erros de montagem das pequenas
‘reads”, gerados por ferramentas de bioinformatica, que, no entanto, vém sendo
constantemente aprimoradas para atender a demanda de dados gerados por essas
novas tecnologias (HORNER et al, 2009). Por outro lado, essa grande quantidade de
sequéncias ndo alinhadas em ESTs e modelos de genes de soja podem ser tanto
genes desconhecidos de soja, bem como genes genadtipo-especifico, além de haver

a possibilidade de serem genes do patoégeno.
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Figura 4 - Esquema das anadlises realizadas nas sequéncias Solexa obtidas para

P1561356.
Bulk1 - 5,185.015 Bulk2 - 5000 E16 Bulk3 - 4 700869
Reads Solexa (76 bp) feads Solexa (76 bp) Reads Solexa (76 bp)
,L'i— Dadaos piblicos de soja:
Programa SOAP : 65,153 gene models

Mapeamento de B0 747 Unigenes montados

tags contra bancos
de dados

2 mismatches permitidos
| Reads nao
mapeadas ‘ Reads mapeadas - genes de soja

‘ Genes de Phakopsora | Genes gendtipo-
especificos

% Reads mapeadas contra
ESTs/ Gene Models
Bulk 1 47.7%
Bulk 2 36.6%
Bulk 3 2%
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Figura 5 - Esquema das analises realizadas nas sequéncias Sanger obtidas para
BRS231.

Bulkl- 1,056
ReadsSanger
[+ou-700pb)
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No total, foram anotadas 3.029 sequencias consenso no genotipo

P1561356, distribuidas nos trés “bulks”. Quando essas sequéncias foram agrupadas

de acordo com a anotacao funcional obtida pela ferramenta AutoFact, a redundancia

em termos de anotacao foi retirada, resultando assim em 1.670 unisequéncias. Vale

ressaltar que genes diferentes podem ter mesma anotagdo seja por falta de

informagdo em termos de anotagdo ou pelo fato de serem realmente genes

relacionados funcional ou evolutivamente. A melhor estratégia para identificagcado dos

unigenes seria a ancoragem das sequencias obtidas contra o genoma da soja.

Como no gendtipo BRS231 as sequencias foram obtidas por sequenciamento

Sanger, os “singlets” correspondem as unissequéncias, que somam 926 distribuidas

entre os “bulks”.
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Das sequéncias geradas a partir das bibliotecas subtrativas do
gendtipo BRS231, 2.018 apresentaram similaridade com genes listados pela
AutoFACT, mas apenas 916, que estdo distribuidas entre os bulks, representam

diferentes unissequéncias (Figura 6C).

Figura 6 - A: Diagrama de Venn obtido atraves da comparagao das sequéncias da
P1561356 em cada um dos bulks obtidas através do alinhamento dos
“contigs” do Solexa nos ESTs e Modelos de genes de soja (Glymas), B:
unissequéncias da PI561356 apods analise pelo AutoFact e C:
unissequéncias da BRS231 apds analise pelo AutoFACT.

Bulk1 Bulk2 Bulk1 Bulk2

y
N

A Bulk3 B Bulk3

Bulk1 Bulk2

C Bulk3

Diagramas obtidos a partir do programa Venny
Fonte: Oliveros, 2007.

No genotipo P1561356 foram identificados o total de 326 e no
gendtipo BRS231 558 processos bioldgicos diferentes (com no minimo um transcrito

pertencente ao processo bioldgico), distribuidos entre os “bulks” (Figura 7).
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Figura 7 - Processos biolégicos compartilhados e exclusivos entre os "Bulks” obtidos
em ambos os gendtipos. A: BRS231 e B: PI561356.

Bulk1 Bulk2 Bulk1 Bulk2

. A . A
3N 3N

A Bulk3 B Bulk3

ApOs a caracterizagao funcional das ESTs, as categorias funcionais
identificadas, relacionadas aos diferentes processos biolégicos, foram agrupadas
com auxilio do Programa Blast2GO. As sequéncias da P1561356 foram agrupadas
em pelo menos 14 principais processos biologicos quando o numero de 30
sequencias foi utilizando como corte (cut-off). As categorias funcionais contendo o
maior numero de sequéncias identificadas em cada um dos trés “bulks” foram
aquelas relacionadas com transporte, transcricao, traducao, fotossintese, resposta a
estresse, processos catabolicos e geracao de precursores de metabdlitos e energia.
(Figure 8). A mesma analise foi realizada com os contigs oriundos da BRS231, e foi
possivel identificar pelo menos as 20 categorias com um corte de 20 sequéncias,
sendo que 14 delas sao similares as identificadas na PI561356 como por exemplo:
fotossintese, geragcao de metabdlitos precursores e energia, metabolismo de acido
carboxilico, metabolismo de lipidios, 6xido-reducéo, resposta a estimulos abidticos,
resposta ao estresse, traducédo e transporte. No entanto, 28 categorias foram
exclusivas da BRS231, dentre elas metabolismo de heterociclicos, metabolismo de

RNA e resposta a estimulos hormonais (Figura 9).
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Na PI561356, as trés categorias de processos bioldgicos que
apresentaram maior numero de sequéncias foram resposta ao estresse
(GO:0006950) com 421 sequéncias, resposta a estimulos abidticos (GO:0009628)
com 334, e transporte (GO:0006810). Ja na BRS231, as trés categorias com maior
numero de sequéncias foram resposta ao estresse (GO:0006950) com 149, 6xido-
reducdo (GO:0055114) com 93 sequéncias e resposta a estimulos quimicos
(G0O:0042221) com 70 sequéncias.

Na categoria resposta ao estresse pode-se destacar processos
biolégicos mais especificamente relacionados a determinados tipos de estresse,
reconhecimento de estimulos e resposta de defesa. Outras categorias que podem
estar relacionadas a defesa do organismo também foram desmenbradas em

categorias mais especificas (Tabela 3).



Tabela 3 -Processos Bioldgicos

relacionado a defesa e

expressos em reposta a FAS nos gendtipos P1561356 e BRS 231.

N° do Gene N° de ESTs N° de ESTs

Processo Biologico Ontology em P1561356 em BRS231
1. Defesa e Resposta a Estresse Bioticos e
Abidtico total total
Apoptose GO0:0006915 16 4
Biossintese de alcaldides G0:0009821 1 -
Biossintese de flavonodides G0:0009813 1 -
Biossintese de lignina G0:0009809 1 1
Biossintese de terpendides GO:0016114 - 1
Biossintese de 3-beta glucanase G0:0006075 1 2
Catabolismo de perdxido de hidrogénio G0:0042744 6 4
Deposigéo de calose na parede celular durante a
resposta de defesa G0:0052544 -
Metabolismo de fenilpropandides G0:0009698 1
Metabolismo de oxigénio e espécies reativas de
oxigénio G0:0006800 - 3
Metabolismo de superdxidos G0:0006801 3 2
Biossintese de 4cidos graxos G0:0006633 21 7
Biossintese de lipidios G0:0008610 17 3
Biossintese de oxilipidios G0:0031408 2 4
Morte celular G0:0008219 - 2
Remocgao de radicais superoxidos GO0:0019430 - 1
Resisténcia sistémica adquirida G0:0009627 - 4
Resposta a bactéria G0:0009617 4 1
Resposta a dessecacgéo G0:0009269 1 -
Resposta a estimulos biéticos G0:0009607 6 3
Resposta a estresse oxidativo G0:0006979 13 13
Resposta a estresse salino G0:0009651 1 21
Resposta a ferimentos G0:0009611 1 9
Resposta a fungo G0:0009620 2
Resposta a herbicidas GO0:0009635 - 12
Resposta a moléculas de origem bacteriana G0:0002237 - 4
Resposta a nematodides G0:0009624 1 5
Resposta a quitina G0:0010200 - 6
Resposta ao calor GO0:0009408 - 6
Resposta ao frio G0:0009409 3 29
Resposta de defesa G0:0006952 20 9
Resposta de defesa contra bactéria GO0:0042742 1 17
Resposta de defesa contra fungo G0:0050832 1 2
Resposta imune inata G0:0045087 1 2
Rota de sinalizagdo intracelular G0:0023034 - 2
Transdugao de sinais G0:0007165 11 10
2. Cinases
Fosforilagado de proteinas G0:0006468 70 29
3. Regulacéo da expresséo génica
Transcrigéo G0:0006350 33 2
Regulagdo da transcrigdo G0:0045449 81 26
Regulagdo da transcricdo , DNA-dependente G0:0006355 81 24
Regulagdo negativa da transcri¢éo G0:0016481 - 3
Regulagéo positiva da transcrigao GO0:0045941 - 3
Tradugao G0:0006412 251 29
Alongamento da tradugéo G0:0006414 22 14
Iniciagdo da tradugéo G0:0006413 16 12
Aminoacilagda de tRNA para a tradugéo de proteinas G0:0006418 19 1
4. Modificagdo e catabolismo de proteinas
Modificacdo de proteinas pés-traducao G0:0043687 15 2
Ciclo da ubiquitina GO0:0006512 14 -
Modificacdo de proteinas GO0:0006464 18 3
Catabolismo de proteinas G0:0030163 13 2
Catabolismo de proteinas dependente de ubiquitina G0:0006511 8 7
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3.2.1 Categoria Funcional: Defesa e Resposta a Estresses Bidticos e Abioticos

As categorias funcionais agrupadas hierarquicamente sob as
categorias de defesa e resposta a estresse bidticos e abidticos permitiram a
identificacdo de pelo menos 36 processos bioldgicos diretamente envolvidos com a
percepgcdo e transducdo de sinais, culminando com a ativagcdo de genes
relacionados a resposta de morte celular, biossintese de metabdlitos secundarios,
producao de horménios, espécies reativas de oxigénio, entre outros (Tabela 3).

Apoptose e morte celular sdo respostas de defesas utilizadas contra
patdogenos para evitar que esses se espalhem para as células sadias da planta, e
estdo ligadas a rotas de sinalizagdo que influenciam outros processos de defesa
(GREENBERG e YAO, 2004).

Os processos biolégicos catabolismo de perdoxido de hidrogénio,
remocao de radicais superdxidos, metabolismo de superdxidos, e metabolismo de
oxigénio e espécies reativas de oxigénio estdo todos envolvidos com outro processo
bioldgico que € resposta ao estresse oxidativo. O estresse oxidativo, desencadeado
pelas espécies reativas de oxigénio pode levar tanto a mecanismos de sinalizagao
na planta contra estresses bidticos ou abidticos, bem como desencadear a morte
celular (MITTLER, 2002).

A resposta de resisténcia do gendtipo PI561356 (fendtipo com
lesdes RB) pode ser caracterizada pela ativagdo da resposta de hipersensibilidade
(HR). Este é um tipo comum de resposta quando genes de resisténcia (genes R) sao
desafiados por moléculas codificadas pelos genes de aviruléncia do patégeno
(genes avr). Varios processos biolégicos, representados significativamente nas
bibliotecas desse gendtipo (Tabela 3) - apoptose, fosforilagdo de proteinas,
transducao de sinais, resposta de defesa e estresse oxidativo — estdo envolvidos
nas cascatas de sinalizacdo que culmina com HR e corroboram com a presenca de
pelo menos um gene R, provavelmente aquele estudado por Camargo (2010), que
foi mapeado no cromossomo 18 da soja, proximo ao alelo Rppl.

Uma forma de evitar a entrada do fungo da ferrugem é o
espessamento da parede celular nas folhas da soja a partir de glicoproteinas ricas
em hidroxiprolina (GO:0008150, processos biolégicos), que conferem a parede
celular maior resisténcia contra enzimas que a degradam e sao provenientes de

patogenos (HUCKELHOVEN et al., 2007). Essas glicoproteinas também foram
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encontradas entre as bibliotecas de ambos os gendtipos de soja estudados no “bulk”
1, 0 que pode ser um indicativo de que o espessamento da parede celular, como
forma de deter a entrada do patdgeno, esta ocorrendo nessas plantas. A infecgao de
milheto pelo agente causador do mildio, Sclerospora graminicola, mostrou que na
cultivar resistente ao patégeno, a parede celular foi reforgada por uma combinagao
de polipeptideos como a isoditirosina, bem como grandes quantidades de
hidroxiprolina nas glicoproteinas e grandes quantidades de H,O, em contraste com
as plantas suscetiveis (DEEPAK et al., 2007). Para a confirmacdo de que esta
ocorrendo a formacdo deste tipo de barreira nos dois gendtipos, estudos
complementares por microscopia eletrbnica e/ ou Optica trariam grandes
contribuigcdes para a compreensao destes mecanismos de resisténcia.

Muitos dos genes expressando nas bibliotecas do gendtipo
P1561356 também foram encontrados nas bibliotecas de BRS231, o que supde que
ambas as respostas de resisténcia podem estar sendo mediadas por genes em
comum, como foi também observado na interacdo do tomateiro com o fungo Oidium
neolycopersici, em que foram avaliados um gendétipo suscetivel e dois resistentes
(qualitativa e quantitativa) (LI, BAlI e JACOBSEN, 2006). Nesse estudo foram
encontrados genes que estdo envolvidos na sinalizagdo por acido salicilico, como
fenilalanina amonia-liase (PAL) (GO:0009698, tabela 3), genes relacionados a
resposta de hipersensibilidade, como glutatione-S-transferase (GO:0008152,
processos de metabolismo) e genes relacionados a patogénese (“Patogen Related” -
PR) como os que codificam para as proteinas PR-1 (G0:0006952, GO:0009607,
tabela 3). Outro ponto importante foi o sincronismo com que esses genes sao
ativados, que pode culminar na diferenga entre interagdes compativeis e
incompativeis dos tipos poligénica e monogénica. Além disso, o acido salicilico
mostrou ser o principal horménio sinalizador nesta interacdo planta-patdgeno para
ambos os tipos de resisténcia (LI, BAl e JACOBSEN, 2006), pela ativagdo de muitos
genes envolvidos na rota do AS. Portanto, esses dados demonstram que a
intensidade e o periodo em que um determinado gene é expresso em um genotipo
pode ser a causa das diferentes respostas entre suscetibilidade, resisténcias
qualitativa e quantitativa na planta durante a interagdo entre P. pachyrhizi e os
genotipos de soja utilizados.

As proteinas PAL, 4-coumarate-CoA Ligase (G0O:0008152,

processos de metabolismo) e Chalcona sintase (G0:0008152, processos de



65

metabolismo) estdo envolvidas diretamente na rota dos fenilpropandides e seus
derivados, as fitoalexinas, que sdo compostos toxicos aos patdogenos (DIXON e
PAIVA, 1995; HAMBERGER e HALBROCK, 2004; TAIZ e ZAIGER, 2009). Tais
proteinas foram encontradas nas bibliotecas de ambos os gendtipos, com excegao
da chalcone sintase, que s6 foi encontrada nos Bulk 1 e 3 da P1561356. Pandey et
al. (2011) publicaram um trabalho de silenciamento de varios genes (pela ténica de
VIGS) envolvidos no mecanismo de resisténcia a FAS, mediado por Rpp2 de soja, e
ao silenciar fatores de transcricdio GmWRKY36 e GmMYB84, demonstrou que os
transcritos para as proteinas PAL, 4-coumarate-CoA Ligase e Chalcona sintase séo
reprimidos devido ao silenciamento desses fatores de transcricdo que provavelmente
os controlam, demonstrando a grande importancia da ativacdo da rota dos
fenilpropandides na resposta a FAS. Essa rota provavelmente esta sendo ativada
nos genotipos em estudo devido ao aparecimento desses transcritos entre as
bibliotecas, porém ao que tudo indica, com o aparecimento de mais transcritos
envolvidos nessa rota, e em diferentes Bulks na P1561356 do que na BRS231, essa
pode ser uma das diferengas entre resisténcia qualitativa e quantitativa, ou uma
diferenca gerada pelos métodos de sequenciamento, ja que PI561356 foi
sequenciada por Solexa que gera maior quantidade de sequéncias e pode obter
maior variedade de transcritos. No entanto maiores estudos para elucidar esses
mecanismos de resisténcia sdo necessarios.

Transcritos para proteinas envolvidas no controle do estresse
oxidativo das células também foram encontradas nas bibliotecas dos dois genétipo,
destacando-se a Superoxido dismutase (GO:0019430, GO:0006801, GO:0055114,
tabela 3) e Catalase (G0O:0008219, GO:0042744, GO:0055114, GO:0006979, tabela
3). Superoxido dismutase € uma enzima importante para manter o equilibrio redox
da célula ao dismutar os radicais O, que sado altamente oxidantes de compostos
celulares como acidos nucléicos e podem destruir as celulas, para H;0
(KLIEBENSTEIN, MONDE e LAST, 1998; MITTLER, 2002), que por sua vez pode
também ser toxico para as células quando em altas concentragcdes. A catalase é
capaz de degradar o H,O, em H,O + O, (MHAMDI, et al., 2010). Tais proteinas
podem estar protegendo as estruturas celulares do estresse oxidativo.

Lipoxigenase (GO:0006633, GO:0008610, GO:0031408, tabela 3),
também encontrada nos trés Bulks da PI561356 e no Bulk1 da BRS231, é uma

enzima responsavel por degradar lipideos envolvidos na producdo de acido
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jasmonico e envelhecimento das membranas, sendo que um dos residuos formados
€ o radical O, (FEUSSNER e WASTERNACK, 2002). Um grande numero de
lipoxigenases e peroxidases foram também identificadas em um estudo de
expressao génica em plantas de soja (P1200492) infectadas pela ferrugem asiatica
(CHOI et al, 2008), demonstrando o quanto as enzimas oxidativas estdo envolvidas
no mecanismo de defesa contra esse patégeno.

Proteinas com repeticoes de anquirina também foram encontradas
entre as bibliotecas de ambos os gendtipos. Essas repeticdes estdo presentes no
gene que codifica a proteina NPR1 de Arabidopsis (CAO et al., 1997), que é um
gene chave na resposta de resisténcia induzida pelo horménio acido salicilico (AS) e
na supressao de genes responsivos ao acido jasmoénico (SPOEL et al., 2003). Sabe-
se que AS €& um dos mais importantes horménios na resposta a patdgenos
biotréficos como é o caso da FAS (SCHWEIGHOFER et al., 2007). Portanto, a
presenca de genes que codificam para a proteina anquirina, que pode estar
envolvida na supressdo de horménios como acido jasmoénico e etileno durante a
infeccdo por P. pachyrhizi, pode favorecer a resposta de defesa da planta a esse
patdgeno.

A identificagdo de proteinas com atividade fosfatase (G0O:0006470,
desfosforilagdo de aminoacidos de proteinas) entre as bibliotecas dos gendtipos
BRS231 (“bulk” 1) e PI561356 (todos os “bulks”), colaboram ou propiciam a
ocorréncia de sinalizacao por AS na infecgao por FAS, pois proteinas serina/treonina
fosfatases 2C podem inativar algumas Mitogen Activated Protein Kinase (MAPK)
responsivas ao estresse, como MPK4 e MPKG6, envolvidas na resposta contra
ferimentos. As fosfatases também causam a diminuigdo da producdo de etileno e
acido jasmoénico, que sao importantes na indugdo de resposta a ferimentos e
patdgenos necrotréficos, mas sado antagonistas ao AS (SCHWEIGHOFER et al.,
2007). E possivel que fosfatases causem inibicdo de proteinas cinases envolvidas
na regulacéo de acido absisico (ABA), suprimindo respostas de sinalizagéo pelo AS
(UMEZAWA et al., 2009), ja que o ABA também é um antagonista de AS, por regular
a enzima isocorismato sintase que sintetiza um de seus precursores (ZABALA et al.,
2009).

Lipases (G0O:0006629, metabolismo de lipidios), associadas ao
etileno, podem estar envolvidas na sinalizacdo de resisténcia sistémica em A.

thaliana, como demonstrado por Kwon et al. (2009) ao promover o acumulo de
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moléculas sinalizadoras e permitir que estas realizem a sinalizagéo célula-a-célula.
Uma lipase, com fungao antimicrobiana, induzida por AS, também foi induzida por
etileno, e promoveu resisténcia ao patoégeno necrotrofico Alternaria brassicico em A.
thaliana e também demostrou estar relacionada a sinalizacdo de resisténcia
sistémica (OH et al., 2005). De acordo com esses dados é possivel sugerir que os
transcritos para lipases encontrados nas bibliotecas poderdo codificar essas
proteinas que possivelmente estdo auxiliando na transmissao de informacdes entre
as ceélulas dos gendtipos analisados, podendo também estar associadas ao AS.

Genes atp binding cassete (ABC) transporter (G0O:0009624,
GO0:0009611, GO:0009627, GO:0052544, GO:0042742, tabela 3), foram
identificados nas bibliotecas de ambos os genoétipos. Esses genes estdo envolvidos
no controle da morte celular em resposta de defesa e podem transportar algumas
substancias como lipidios, acidos inorganicos, metabolitos secundarios, toxinas,
drogas e peptideos que estdo relacionados com a resposta de defesa inicial
(KOBAE et al.,, 2006). Esse gene também esta envolvido na resisténcia a metais
pesados em A. thaliana (KIM et al., 2007). Um tipo de abc transporter em soja, o
GmPDR12, responde rapidamente ao acido salicilico (EICHHORN et al., 2006), o
que pode explicar o aparecimento desses genes nas bibliotecas, ja que lesbes
causadas pela hipersensibilidade sido facilmente observadas nas plantas do
genotipo PI1561356 (resisténcia qualitativa). No entanto tais lesdes ndo s&o vistas na
BRS231 (resisténcia quantitativa), sugerindo que algum outro mecanismo, ou a
interacdo com outra proteina, ou até mesmo o nivel de expressao seja um diferencial
entre esses dois genotipos levando a diferentes respostas.

Quanto as proteinas que apresentam dominios de resisténcia LRR
(GO:0006915, GO:0006952, GO:0007165, GO:0045087, tabela 3) e que também
foram encontradas em ambos os gendtipos, existem proteinas integrais de
membrana com o dominio LRR extracelular que interage primeiramente com
moléculas elicitoras, induzindo a resposta imune basal da planta que, a principio,
evita a entrada do patégeno na célula. Porém, se o patégeno “burla” essa resposta
primaria e penetra na célula, proteinas intramembrana com dominios NBS-LRR, que
também reconhecem a molécula elicitora, uma vez ativadas, induzem a resposta de
hipersensibilidade que leva a morte celular programada. As NBS-LRR podem conter
dominios N-terminais varidveis como, por exemplo, CC (“coiled coil’) ou TIR

(“Drosofila Toll” e receptor de Interleucina-1 humana), sendo assim, as NBS-LRR
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funcionam como o sistema imune adaptativo de mamiferos, pois cada NBS-LRR
reconhece moléculas de patégenos especificos (PADMANABHAN et al., 2009). A
morte celular programada, resultante da atividade de proteinas com este dominio, é
uma caracteristica evidente nas plantas do gendtipo P1561356, que apresentam
resisténcia do tipo qualitativa (genes R), que culmina na morte das células e
aparecimento de lesdes do tipo RB. No entanto, genes que contém esses dominios
também foram identificados na BRS231, a qual ndo apresenta a tipica reacdo de

hipersensibilidade e a consequente morte celular na resposta ao fungo da ferrugem.

3.2.2 Categoria Funcional: Cinases

Na P1561356, aproximadamente 99 ESTs apresentaram similaridade
com proteinas cinases, enquanto que na BRS231 foram identificadas
aproximadamente 50 ESTs. A grande maioria dessas sequéncias tanto em P1561356
quanto em BRS231 correspondem a transcritos para proteinas cinases (Figura 10)
sem maiores especificagdes de suas fungdes. Apesar de ja existirem varios estudos
sobre proteinas cinases, a real funcao e a forma de interagdo com outras proteinas
ainda é desconhecida para a grande maioria (DING et al., 2009). Portanto, estudos
mais aprofundados, como os realizados por Ding et al. (2009), para caracterizagao
das interacdes de proteinas cinases em arroz através do sistema duplo hibrido,
podem ser realizados também para caracterizar a fungdo dessas proteinas em soja,
visto que sao proteinas chaves na transdugao de sinais para a ativacao de defesa
durante ataques de patdgenos.

Como pode ser observado na Figura 10 os transcritos para a classe
de proteinas cinases denominadas MAPK apareceram nas bibliotecas de ambos os
gendtipos. Em mamiferos, as MAPK respondem principalmente pela transducao de
sinais mitogénicos (dai provém o seu nome), enquanto que em plantas essas
proteinas estao envolvidas em uma ampla variedade de estimulos como respostas
hormonais, regulagéo do ciclo celular, resposta a estresse abidtico e bidtico (TENA
et al, 2001). Ntf4, uma MAPK de tabaco, até entado relacionada somente a regulagao
da germinagdo de pdlen, também esta envolvida na resposta ao patégeno
Phytophthora cryptogea, pois em plantas transgénicas que superexpressam essa
proteina, e foram tratadas com um elicitor do patégeno, ocorre o aceleramento da
morte celular (REN et al, 2006).
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Através da analise de protoplastos de A. thaliana, tratados com o
elicitor de bactéria FIg22, Asai et al. 2002 identificaram uma possivel rota de
transducdo de sinais na defesa contra estresse bidtico. Essa rota seria constituida
pela cascata de sinalizagdo entre MEKK1, MKK4/MKK5, MPK3/MPKG6, que por sua
vez ativariam fatores de transcricdo envolvidos no controle da expressao de
proteinas de defesa como o WRKY29. Isso demonstra a importancia dessas
proteinas na defesa contra patogenos.

CDPK (proteinas cinases dependentes de calcio) sao
predominantemente de plantas e apresentam o mesmo dominio para ligagédo ao
calcio (EF-“hand”) que as proteinas cinases dependentes de calcio/calmodulina
encontradas em animais (STONE e WALKER, 1995; ROMEIS et al., 2001). Uma
NADPH oxidase de batata apresenta dominio EF-“hand”, indicando que esta pode
ser regulada por calcio. Essa enzima € importante para a defesa da planta, pois
participa da produgao de espécies reativas de O, Estudos de espectrometria de
massa revelaram que a proteina St CDPKS5 é capaz de fosforilar as serinas 82 e 97
da regidao N terminal dessa NADPH e portanto regular a queima oxidativa durante
interagbes planta-patégeno (KOBAYASHI et al., 2007). As CDPK foram detectadas
em todas as bibliotecas da PI1561356, enquanto em BRS231 s6 aparecem na
biblioteca 1 (Figura 10). Talvez essas proteinas estejam mediando transducdo de
sinais ou até mesmo regulando proteinas como NADPH oxidase em todos os
horarios de defesa da planta na PI561356, enquanto na BRS231 essa ativacao
somente seria necessaria nos estagios iniciais da infecgao (12, 24 e 48 hai). Porém
meétodos de validagdo seriam necessarios para sustentar essa hipotese.

As proteinas “receptor-like kinase” (RLK) estdo envolvidas em
processos de desenvolvimento da planta como desenvolvimento meristematico,
alem da sinalizagdo de rotas relacionadas a defesa da planta, atuando no
reconhecimento de elicitores como flagelinas. RLKs podem ou nao apresentar
dominio extracelular, e quando apresentam geralmente é o dominio LRR (AFZAL,
WOOD e LIGHTFOOQOT, 2008). O gene xa21, que confere resisténcia a Xanthomonas
oryzae pv oryzae em arroz, € um exemplo de uma RLK (SONG et al., 1995).
Especula-se que a fungdo da proteina “receptor-like kinase” seria reconhecer
moléculas elicitoras do patégeno pelo dominio LRR e desencadear a fosforilagédo e
transducao sinais da cascata via MAPK através do dominio RLK (AFZAL, WOQOD e

LIGHTFOOT, 2008), atuando como os receptores de padrbes de reconhecimento na
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imunidade de plantas (NURNBERGER e KEMMERLING, 2006). Portanto essas
proteinas, que foram encontradas em todas as bibliotecas de ambos os genotipos
(Figura 10), podem estar desempenhando também o papel de reconhecimento do

elicitores n&o especificos e na transdug¢ao de sinais perante o patégeno.

Figura 10 - Principais cinases envolvidas na transducdo de sinais em resposta a
estresse, encontradas em PI561356 (colunas em azul) e em BRS231
(colunas em cinza).

12 -
10 -
88
L=
=
<% 5
o
L1}
w
o 4
=
(-1}
Z 3
0
< Q:"‘-r“" e,q\ Q?'& & Q:Q‘? (\q\ & eq\ *b'? «5') & T %‘ﬁ} & & -z.q\ v:.qb & e,q\ Q?'h & (\q\ <& ¢ %@
Fge F e S E T e 8 e & 0 o S e q?ﬂo",,g,(@’@c\«a"’a,,,z
L S A Sl L2 Sl Lo A o L LR L. R
ST et W g g gt g o T T A S LI S
s A et & & e @ & T e
S & G e S < @ e & @ & W e
i G g @F N ¥ & &
0 & & P 3 & & & &
by et g < et 4 Ex e &
& @ & & ol
Q‘Q_'Z'b & L Q&
Bulkl Bulk2 Bulk3

3.2.3 Categoria Funcional: Regulagao da expressao génica

Genes relacionados com a regulacdo da expressdo génica sao
importantes nos mecanismos de resisténcia visto que podem ativar e/ou reprimir
muitos outros genes simultaneamente. PI561356 apresentou uma maior variedade
em dominios de fatores de transcricao do que BRS231, e a quantidade de fatores de
transcricdo também foi maior no primeiro gendtipo (Tabela 4). Uma das respostas
para essa abundancia de transcritos na P1561356 comparada com BRS231 seria
justamente o fato de que o sequenciamento Solexa gera maior numero de
sequéncias, que como consequéncia, abrangeria o transcriptoma muito mais do que
0 sequenciamento Sanger, e também por provavelmente apresentar sequéncias com
maior qualidade permitindo um melhor alinhamento das sequéncias e maiores
informacgdes dos transcritos (HANRIOT et al., 2008).

Em P1561356 os fatores de transcricdo mais abundantes foram os

dominios “zinc finger” (dedos de zinco), que podem receber outras denominagdes



71

devido a algumas diferencas nesse dominio (TAKATSUJI, 1998). Fatores de
transcricdo com esse dominio ja foram previamente descritos na interacdo P.
pachyrhizi — soja por Choi et al. (2008) e por van de Mortel et al., (2007). Um “zinc
finger” isolado de A. thaliana contendo o dominio RING-H2, apresentou indugéo
quando a planta foi submetida e elicitores como quitina e celulase provindas de
fungos, indicando que esse gene esta envolvido na resposta contra patégenos
(SALINAS-MONDRAGON, GARCIDUENAS-PINA e GUZMAN, 1999). Isso
demonstra o quanto os produtos desses transcritos estdo envolvidos na regulagéo
de proteinas durante a defesa da planta perante o patégeno.

Outros fatores de transcricdo que aparecem entre as bibliotecas de
ambos os genotipos foram os WRKY. Os fatores de transcricdo WRKY s&o
caracterizados pela presenca do dominio WRKY, cerca de 60 aminoacidos
altamente conservados presente em todos os membros da familia. Alem disso, os
WRKY apresentam dominios dedos de zinco e alguns apresentam também outros
dominios como os ziperes de leucina, e possuem a habilidade de se ligar
especificamente ao dominio (T)(T)TGAC(C/T), conhecido como W Box, presente na
regido promotores dos genes que regulam (EULGEM et al., 2000).

Essas proteinas medeiam a resposta transcricional (resposta
secundaria) mediante os elicitores do patdgeno, pois se ligam a sitios presentes no
promotor de muitos genes associados a defesa, como os genes PR (EULGEM et al.,
2000). Diferentes membros da familia dos WRKY foram previamente descritos como
induzidos em resposta a infecgdo com FAS nos gendtipos PI1230970 e Embrapa 48
de soja (van de MORTEL et al, 2007), em que analises de microarranjos
demonstraram que 46 sondas correspondentes a essa familia de genes foram
diferencialmente expressas, porém, 18 foram diferencialmente expressas na
condicdo inoculada no gendtipo resistente a FAS (PI230970). Recentemente,
Pandey et al. (2011) silenciaram os fatores de transcricdo pertencentes as classes
dos WRKY e MYB sendo eles: GmWRKY36, GmWRKY40, GmWRKY45 e
GmMYB84 em plantas de soja contendo o alelo Rpp2 que confere resisténcia e
resposta de hipersensibilidade a FAS. As plantas com esses genes silenciados
tornaram-se suscetiveis a ferrugem asiatica, demonstrado que esses fatores de
transcri¢cdo estao diretamente envolvidos na resposta contra o fungo por ativar genes
envolvidos nas rotas de defesa. Os fatores MYB também estdo presentes nas

bibliotecas de ambos os genotipos (Tabela 4) e também ja foram previamente
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descritos na interagao FAS- soja (van de MORTEL et al., 2007; CHOI et al., 2008;
PANTHEE et al, 2009).

Os fatores de transcricdio NAC bem como outro dominio NAC
denominado NAM, também ja foram encontrados em interagbes compativeis e
incompativeis de P. pachyrhizi com soja (van de MORTEL et al., 2007; TREMBLAY
et al.,, 2010). Os Fatores de transcricdo NAC estdo presentes em ambos os
genotipos somente nos “bulks” 1 e 3 (Tabela 4), talvez por ativar genes especificos
no combate aos estagios iniciais e tardios de infeccéo.

Os dominios BEL-Like Homeodomain, KNOX homeobox, NDX
homeobox e Auxin response factor (ARF) foram encontrados exclusivamente em
P1561356 (Tabela 4). Esses dois primeiros dominios também foram encontrados por
Choi et al., (2008) que utilizou um gendtipo de soja contendo Rppl. Portanto esse
dois dominios podem conter informagbdes importantes, quanto aos genes que
regulam e que estdo envolvidos na resposta de resisténcia mediada por genes R
nesse mesmo grupo de ligagdo. Ja os NDX homeobox sao fatores de transcrigao
relacionados ao desenvolvimento dos nodulos para fixagcdo de nitrogénio em
legumes (MUKHERJEE, BROCCHIERI e BURGLIN, 2009). Estes fatores de
transcricdo podem nao estar envolvidos somente neste processo bioldégico da soja,
como a sua presenca na biblioteca SSH de P1561356 pode indicar uma possivel
funcdo na regulagdo de genes durante a defesa contra a ferrugem. Isto pode ser
comprovado através da quantificagao do nivel de expressdo desse gene em plantas
falso inoculadas e inoculadas com a doenga, por meio de RT-gPCR. A fungao dos
ARFs é regulada por outro dominio ARF, o AUX-IAA, que leva a degradacéo de
ambos por meio de degradagdo mediada por ubiquitina. ARFs induzem genes
responsivos a auxina e AUX-IAA controla negativamente essa indugao
(SWAMINATHAN, PETERSON e JACK, 2008). Dentre os transcritos encontrados
para ARF, dois sdo AUX-IAA e quatro sao ARF. Apesar de trabalhos demonstrarem
que o AS (acredita-se que AS seja o principal hormdnio na resposta contra FAS,
como ja discutido anteriormente) inibe a expressdo de varios genes induzidos por
auxina (WANG et al, 2007), muito ainda ha para se descobrir acerca das relagdes
hormonais durante a interagcdo da planta com cada patégeno, pois muitos genes que
sdo induzidos por horménios antagonistas podem ser induzidos por horménios

antagonizados, como € o caso da lipase estudada por Oh et al. (2005).
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O fator de transcricdo GATA, encontrado exclusivamente em
BRS231, apresenta dominio dedo de zinco (TAKATSUJI, 1998). Esse fator de
transcricdo teve sua fungao relacionada com a regulagdo da expressao de genes
mediados por luz em plantas (REYES, MURO-PASTOR e FLORENCIO, 2004).
GATA ja foi descrito anteriormente por van de Mortel et al. (2007) em soja infectada
por ferrugem, o que indica que esse fator de transcricdo também pode estar
relacionado com regulagdo de genes de defesa contra ferrugem, podendo ser

validado a expressao de GATA através de RT-qPCR.

Tabela 4 - Fatores de Transcricdo mais representativos em P1561356 e BRS231.
P1561356 BRS231

Bulk1 Bulk2 Bulk3 Total Bulk1 Bulk2 Bulk3 Total

Auxin response factor 6 - - 6 - - - -
Helix-loop-helix 7 - 2 9 2 - - 2
BEL-Like Homeodomain 6 1 - 7 - - - -
BZIP 6 - 2 8 3 1 - 4
Ethylene responsive TF 3 - 1 4 1 - - 1
GATA - - - - 1 1 - 2
KNOX homeobox 3 - - 3 - - - -
Leucine zipper 3 4 - 7 4 1 - 5
MYB 4 2 7 3 4 - 7
NAC 7 - 2 9 2 - 1 3
NDX homeobox 2 - - 2 - - - -
Transcription Factor (TF) 6 5 5 16 3 8 7 18
Zinc Finger 18 3 5 26 4 - -
WRKY - - 1 1 2 1 2
Total 71 14 20 105 25 16 10 51

3.2.4 Categoria Funcional: Modificagao/Catabolismo de proteinas

Sequéncias com similaridade a genes que codificam para E3
ubiquitina ligase (G0:0006464, GO:0006512, tabela 3) foram encontradas nas
bibliotecas subtrativas de ambos os genodtipos. Sabe-se que essa proteina é
necessaria para remover ou modificar a maioria dos peptideos anormais e alguns

reguladores de vida curta. Ela também influencia muitos processos como o ciclo
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celular, transdugao de sinais, transcricdo e respostas contra estresse, incluindo
defesa (CRAIG et al., 2009). O gene ACRE276, uma E3 ubiquitina ligase de tabaco,
esta envolvida na resposta de hipersensibilidade e morte celular, pois quando
plantas de tabaco reconhecem o elicitor, o peptideo Avr9, elas apresentaram lesdes
nas folhas. Os transcritos do gene ACRE276 foram rapidamente induzidos e
constantes até a morte celular perante Avr9, porém, quando esse gene foi silenciado
a célula perdeu a capacidade de resposta de hipersensibilidade (YANG et al., 2006).
E possivel que essas proteinas estejam também associadas, principalmente, aos
reguladores de vida curta e a transdugao de sinais nos genétipos estudados, sendo
que esses reguladores sdo responsaveis pela inducdo de genes expressos em
condigbes de desafio, como no caso de ataque de patdgenos.

A E3 ubiquitina ligase também participa do sistema de
ubiquitinizagdo para degradagao de varias proteinas. NPR1 que, como ja discutido,
€ uma proteina essencial, pois é coativadora da rota de AS, é degradada por meio
do sistema de ubiquinizagdo. E sabido que véarios patégenos tém como alvo de seus
elicitores proteinas envolvidas no processo de ubiquitinizagdo, justamente para
degradar essas proteinas chaves da propria planta em respostas contra patdégenos,
portanto eles utilizam da prépria maquinaria da planta em seu beneficio (TRUJILLO
e SHIRASU, 2010). Foi encontrado no genoma de A. thaliana, pelo menos, 1400
proteinas preditas para E3 ligase (LECHNER et al., 2006), portanto acredita-se que
muitas dessas proteinas possam funcionar como proteinas chamarizes, uma vez
que sao alvos dos elicitores, ou também essas E3 ligases podem simplesmente
reconhecer os elicitores para sua degradac&o via ubiquitinizagdo (TRUJILLO e
SHIRASU, 2010). Essa pode ser também uma das explicagdes para o aparecimento
desses transcritos nas bibliotecas dos gendétipos estudados.

A metionina sulféxido redutase € uma proteina envolvida no reparo
de danos causado pelo estresse oxidativo, pois geralmente a metionina é o
aminoacido que mais sofre oxidagdo. Esses transcritos foram encontrados nas
bibliotecas de BRS231, mas ha evidéncias de que possam ser do patdégeno, pois no
trabalho realizado por El Hassouni et al., (1999) relaciona essa proteina como
sendo uma das defesas do patdégeno Erwinia chrysanthemi contra as espécies
reativas de oxigénio produzidas pela planta Saintpaulia ionantha em sua defesa.

Com relacdo ao processo de catabolismo de proteinas, foram

encontrados transcritos para subunidades de 26s proteassoma, e protease
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dependente de zinco em bibliotecas da PI561356, enquanto que para BRS231, foi
encontrada subunidade regulatéria de 26s protease, subunidade de proteassoma,
além de ubiquitina.

As subunidades de 26s proteassoma e subunidade regulatoria de
26s protease estdo envolvidas no sistema de ubiquitina/26 proteassoma (UPS) que
emprega um importante papel na degradacdo de proteinas da qual E3 ubiquitina
ligase também faz parte. Esse sistema emprega um grande papel durante o
processo de morte celular programada, e muitos componentes desse sistema ja
foram relacionados a defesa contra patégenos, como é o caso da propria E3 ligase
(DIELEN et al., 2010). Com o aparecimento dos transcritos para proteinas
envolvidas nesse sistema de degradacéo de proteinas pode-se inferir que em ambos
0s genotipos esteja ocorrendo a degradacéo de proteinas através do sistema de
ubiquitina/26 proteassoma durante o ataque do patégeno, o que pode culminar em

morte celular programada, uma das respostas de defesa contra doengas.

3.3  SEQUENCIAS DESCONHECIDAS “UNKNOW” E “NO HITS”

Em um estudo realizado por Kruger et al. (2002), que construiu
bibliotecas de cDNA em trigo infectado por F. graminearum, das 3.546 sequéncias
nao redundantes, 49% correspondiam a proteinas com funcdo desconhecidas.
Muitas sequencias desconhecidas “unknow” e “no hits” foram também encontradas
tanto na BRS231 como na PI561356 (Tabela 2). Portanto, € importante a
investigacdo dessas sequéncias, ja que elas podem codificar proteinas envolvidas
nas rotas de sinalizacao e defesa da planta e que ainda nao foram descritas. Devido
a grande quantidade de sequéncias “no hits” que apareceram principalmente nas
plantas do genodtipo BRS231, algumas estratégias poderiam ser utilizadas para
trazer informagdes mais detalhadas a respeito da expressdo e validar um grande
numero de genes de uma sé vez, como o “northern-blot”, microarranjos de cDNA e
RNA-Seq. Apds a identificagdo desses genes, podem ser delineadas estratégias
para validar a fungdo dos mesmos, e verificar se estes genes estdo inseridos nos
mecanismos de defesa das plantas. Metodologias que sdo amplamente empregadas
para este fim sdo o silenciamento e a superexpressdo génica, através de técnicas
transientes, como o VIGS e de incorporacdo definitiva, como na transformacao

genética.
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3.4 RT-QPCR: IDENTIFICACAO DE GENES NORMALIZADORES PARA ESTUDOS DE
EXPRESSAO GENICA EM RESPOSTA A FAS

Para evitar erros de normalizagdo dos genes-alvo durante a
quantificacdo relativa por RT-qPCR, foi realizada a analises de cinco genes
constitutivos para a escolha dos dois melhores normalizadores. Os genotipos foram
analisados juntos pelos dois algoritmos (geNorm e NormFinder), porém, como havia
a hipétese de que o normalizador possa se expressar de forma diferencial em cada
gendtipo, essa analise também foi feita em separado.

Os resultados de expressao e estabilidade dos endégenos obtidos
através do algoritmo NormFinder mostraram que os genes mais estaveis foram [3-
actina e GAPDH para a P1561356 e B-actina e Elf1b para BRS231. Quando os dois
gendtipos foram analisados em conjunto, B-actina e Elfib também foram os genes

mais estaveis (Tabela 5).

Tabela 5 -Valores de estabilidade obtidos através do programa NormFinder, onde os
melhores genes normalizadores sao os que apresentam os valores mais
proximos a 0.

Gene Valor de estabilidade
P1561356 BRS231 Gendtipos juntos
Btub 0,614 0,565 0,536
Bact 0,493 0,334 0,348
Elf1b 0,795 0,334 0,421
GAPDH 0,509 2,372 1,944
RNA18s 0,748 2,498 1,945

Com o uso do algoritmo geNorm o resultado foi mais discrepante
para P1561356, em que B-tubulina e GAPDH foram os genes mais estaveis (Figura
11B). Ja para BRS231, B-actina e Elfib (os mesmo apontados pelo NormFinder),
foram os mais estaveis, enquanto que para os dois genoétipos em conjunto, o
resultado foi similar ao apresentado pelo NormFinder, com (-actina e EIf1b
apresentando maior estabilidade (Figura 11A).

Como a intencdo dessa andlise era buscar os dois melhores
normalizadores para serem utilizados ao mesmo tempo em ambos os gendtipos,

optou-se pelo uso da B-tubulina e B-actina, pois nas analises em separado geNorm
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apontou Elf1b como sendo o normalizador menos estavel na PI561356 (Figura 11B)
e GAPDH como sendo o menos estavel em BRS231(Figura 11C). B-tubulina é o
terceiro gene mais estavel segundo tanto na analise da BRS231 quanto na analise
conjunta (Figura 11C e A); ja a B-actina é o terceiro gene mais estavel na PI561356
(Figura 11B). NormFinder também aponta Elf1b como o menos estavel na PI561356
e GAPDH como o segundo menos estavel em BRS231, ja a B-tubulina mostra-se
como o terceiro gene mais estavel em todas as analises realizadas por esse

algoritmo (Tabela 5).

3.5 RT-QPCR: VALIDACAO DOS GENES IDENTIFICADOS NAS BIBLIOTECAS VIA
HIBRIDIZACAO SUBTRATIVA

Sete genes pertencentes a pelo menos trés das principais categorias
funcionais identificadas nas bibliotecas de ambos os genétipos foram selecionados
para a validagdo dos resultados obtidos (Tabela 4). Visto que os mRNAs
sequenciados em ambas as bibliotecas sdo oriundos de subtracdo unidirecional,
sendo as amostras falso inoculadas utilizadas como “drivers”, espera-se que 0s
genes identificados, em sua grande maioria, sejam aqueles induzidos apds a
infeccdo com FAS em pelo menos um dos tempos de coletas e/ ou montagem dos
bulks.

Os oligonucleotideos iniciadores para esses genes foram
predominantemente desenhados na regido predita como 3'UTR, com excecao de
KR4, cuja sequéncia ndo apresenta essa regido conhecida (Tabela 6). A

quantificacao relativa de todos os genes esta representada na Figura 12.
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Figura 11 - Graficos obtidos através do programa geNorm apontando os genes mais
estaveis com os menores valores de M. Em A: Ambos os gendtipos
quando analisados conjuntamente, B: em PI1561356 quando analisada

084
Eitib

em separado, e em C: BRS231 quando analisada separadamente.
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Tabela 6 - Transcritos escolhidos para a validagdo das bibliotecas SSH. A
identificacdo corresponde as sequéncias das bibliotecas SSH de
BRS231 depositadas no banco de dados da Embrapa Soja e ao modelo
genico do Phytozome.

Categoria ) Idertificacdo . Amplico e
. Primer Sequencia Eficiéncia
Funcional
Ankyrir-3, Lgacdoa , ,
_ 5-TCAAAGCCACCAACCGLAS 97 64%
A PLACADRF_H12_ b 0%6.abl B2pb !
Ankyrin-G proteina nkyrin =T 3-CCGAGETACTTGAC GAGTTCCA-S' "
- SI-
disase N TITGAAGETGETEETATGTGATGAL-
. Leacaoa 3 93,34%
resigance . DRP PLACA24F (302_b_DOB.abl , 148pb ’
. proteina 3-
proten GAACCAGGTCATGTCTTAGGAGCTAA-
5
resisance 5 TTGCCTTCCCTTGGAL G3'
PL1OF_AOS b 0B5.abl 97,31%
) Apoptose KR4 S0 3 -GGTGOCCATAGAGGAGAACTTCA-  148pb ’
protein KR4 5
leucine-rich 5.
Membrana
repest-contaning - PLOGF_C10_b070.301  ATCCGTCATTAARACCTACCACCACT- .\ 8131%
) _ plasmética 3
proten, putatie 3-GOCCCTITCTICGCAGACACT-S!
Mitogen- 5'-GGACGACGGCTCAGCTCTT-3
activated proteéin  Cinase MPKK PL33F_H04_b_032.zb1 3- 1100 9518%
AGGTGATTCCAAGATCCAMCTCATAA-
kinzse kinase4 5
Sering/threonine-
protein kinase
S -CATCACTGGCACTTGTTCACTTCAT-
HT1, High leaf Cinme  SernefThrec PLACAZIF_G12_b_0B8.abl . 101pb  83,70%
temperature nne 3-GTAGATAAGGCAACCCGETGGAS'
protein 1
Pfam:03106
Fator de
WREY DNA - WRKY23 Glymal 5g11680 S-CACTCTCAGCTTCAGCACCATIC-3! 142pb 958, 79%
transcrigdo 3'-GCGGCTCCTGACCCAAAGT-5'
binding demain
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Figura 12 - Niveis de expressdao génica nos dois gendtipos de soja (BRS231 e
P1561356) em seis horarios apds inoculagcdo com FAS. A: Ankyrin, B:
DRP, C: KR4, D:LRR, E: MPKK, F: Serina/Treonina e G: WRKY23.
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Dos sete genes avaliados, seis tiveram os niveis de expressao
significativamente induzidos em pelo menos um dos tempos analisados para o
gendtipo BRS231, enquanto para o gendtipo PI561356 apenas 2 genes puderam
validar a subtragdo realizada. Isso pode ter ocorrido devido ao fato dos primers
terem sido desenhados nas regides 3’ UTR dos transcritos para BRS231. Era sabido
que os primers estavam na regido 3° UTR devido a um alinhamento contra os

modelos de genes da cultivar norte americana Willians 82 depositada no banco de
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dados do Phytozome. O alinhamento demonstrou alguns “gaps” nessa regiao e,
portanto, assim como havia esses “gaps” entre BRS231 e Willians 82, pode haver
também entre BRS231 e PI561356, tornando os primers validaveis em BRS231 e
nao em PI1561367. As regides UTR sao regides passiveis de sofrer mutacdes e,
portanto, constituem locais ideais para desenho de primers quando se quer apenas
um gene dentre tantos de uma familia génica. Por outro lado, estdo sujeitas a
variagdo entre genotipos, o que pode ter sido a causa dos resultados obtidos neste
experimento.

O gene que codifica a proteina com dominios anquirina foi regulado
positivamente em 24, 48 e 192 hai, e negativamente em 72 hai no genétipo BRS231
(Figura 12 A). Ja na P1561356, esse mesmo gene apresentou expressédo diferencial
negativa em 24 hai (Figura 12 A). Os dominios de anquirina foram encontrados no
gene NPR-1 que codifica uma proteina chave na transdug¢ao de sinal mediada por
SA, horménio principalmente ativo em resposta a fungos biotréficos. Esses dominios
sdo especialmente importantes durante a interagéo proteina-proteina.

O transcrito com similaridade aos genes que codificam para as
proteinas Disease resitance protein DRP e KR4, uma proteina contendo dominio
LRR, foram selecionados por possuirem dominios comumente presentes em genes
de resisténcia. O gene DRP foi induzido nas plantas do gendtipo BRS231 nos
horarios 24, 48 e 192 hai (Figura 12 B), portanto ele foi diferencialmente expresso
nao somente no “bulk” 3 como apresentado na Tabela 4, mas também em alguns
dos horarios inicias da infecgao por ferrugem. Na PI561356, esse gene apresentou-
se “up’-regulado em 12, 72 e 192 hai, e “down”-regulado em 24 hai (Figura 12 B), o
que significa que ele é expresso durante todo o periodo de infeccdo das plantas.

O gene KR4 foi "down”-regulado, na BRS231 em 72, 96 hai e 192
hai, ndo tendo sido observada expressao diferencial em nenhum dos tempos
analisados PI1561356 (Figura 12 C).

O gene que codifica o dominio LRR foi "up”-regulado na BRS231 em
24, 48 e 192 hai, e “down”-regulado em 72 hai (Figura 12 D); ja na P1561356 esse
gene foi regulado negativamente em 72 hai (Figura 12 D). Este dominio é
amplamente presente nos genes de resisténcia identificados até o momento, como
por exemplo, RPS2 (proteina com dominio NBS-LRR) de Arabidopsis, que confere
resisténcia a Pseudomonas syringae (KIM et al., 2009); nos genes NiLRR1 e

NtLRR2 de tabaco que conferem resisténcia a P. syringae e ao virus do mosaico do
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tabaco (XU et al.,, 2009); nos genes Lr10 e RGA2 que conferem resisténcia a
ferrugem da folha do trigo (LOUTRE, et al., 2009); e também no gene R1 contra a
doenga causada por Phytophthora infestans em batata (BALLVORA et al., 2002).

KR4 e DRP sdo proteinas que foram associadas a resisténcia ao
virus do mosaico da soja que apresentam dominio NBS-LRR em dois gendétipos de
soja diferentes (WANG et al., 2004; HAYES et al., 2004). Em outro estudo, um gene
contendo o dominio NBS-LRR também foi associado a resisténcia a ferrugem
asiatica (MEYER et al., 2009). Esse gene, quando silenciado no genotipo resistente
P1459025B, reverteu o fendtipo de resisténcia (lesdo RB) para o de suscetibilidade
(TAN), e é um forte candidato a ser o alelo de resisténcia Rpp4.

O gene que codifica uma proteina cinase MPKK foi "up”-regulado na
BRS231 em 24, 48 e 192 hai, e “down”-regulado em 96 hai, enquanto que na
P1561356 ele foi “down”-regulado em 24 e 48 hai (Figura 12 E). E sabido que as
diferentes combinagcbes de MAPK, MPKK e MPKKK sio responsaveis pela
percepc¢ao de sinais em nivel de membrana e imediatamente medeiam a transducéao
de sinais intracelularmente. O exemplo amplamente conhecido é a ativacdo de
cascata de sinalizagdo mediada por MAPK (AtMMPK3/6 e AtMKK4/5), em A.
thaliana, em resposta ao peptideo elicitor bacteriano Flg2. Além de serem ativadas
por FIg22, as MAPK cinases também podem desencadear a transdugdo de sinal
ativada por outros estresses como salino e oxidativo, bem como elicitores fungicos,
em Arabidopsis e tabaco. (PETERSEN et al., 2000; QIU et al.,, 2008; PEDLEY e
MARTIN, 2005). A ativacdo de MAP cinases no gendtipo BRS231 pode ser
explicada pelo reconhecimento de elicitores fungicos inespecificos, tais como
fragmentos de quitina, peptideoglucano, entre outros, capazes de ativar respostas
basais de resisténcia, uma vez que até o momento nenhum gene maior de
resisténcia a ferrugem foi descrito neste gendtipo. Sabe-se que a ativagado das
respostas a infecgdo a patégenos mediada por tais elicitores, também denominadas
padrées moleculares associados ao microrganismo ou ao patdégeno
(MAMPs/PAMPs), inicia-se pela percepgdo e reconhecimento dos mesmos por
proteinas receptoras presentes na membrana denominados de receptores de
padrées de reconhecimento (PRRs). As cascatas de transdugdo de sinal
desencadeadas apds a percepcao de MAMPs/PAMPs frequentemente envolvem a

participacdo de MAPK cinases, como AtMPK3/6 em Arabidopsis, em resposta a
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Fig2, e NtMEK2 em tabaco em resposta a elicitores fungicos (TSUDA e KATAGIRI,
2010).

O gene que codifica serina/treonina foi "up”-regulado na BRS231 em
24, 48 e 192 hai e reprimido em 72 hai. Na P1561356 esse gene apresentou valores
significativos em 24 hai onde foi "reprimido (Figura 12 F). Serina/Treonina cinase é
um importante dominio encontrado em proteinas de resisténcia que desencadeia
transducdo de sinais e em proteinas do tipo RLK. Em arroz, esse dominio esta
presente no gene xa2l que confere resisténcia a X. oryzae pv oryzae (SONG et al.,
1995). Em cevada, foi isolada uma proteina de resisténcia a ferrugem do caule que
continha uma estrutura ndo usual de proteina de resisténcia, pois a proteina em
questdo, RPg5, apresentava trés dominios de resisténcia: NBS, LRR e
Serina/Treonina cinase (BRUEGGEMAN et al., 2008). Porém como ja discutido
anteriormente, esse dominio pode ser encontrado também em proteinas RLK que
atuam como PRR reconhecendo os PAMP/MAMP (NURNBERGER e
KEMMERLING, 2006). Portanto, a proteina codificada por esse gene pode estar
também atuando no reconhecimento dos padrbes moleculares do patdogeno na
BRS231, ja que esta ndo possui um gene R, e desencadeando a transdugéo de
sinais para que outras proteinas sejam traduzidas para a defesa da planta, uma vez
que o gene esta presente em horarios iniciais de resposta de defesa a doenca.
Também pode atuar como mediador de transducdo de sinais em horarios mais
tardios de infeccéo, visto que é induzido nesses horarios também.

O gene WRKY23 teve sua expressdao aumentada na BRS231 em 12,
24 e 48 hai e em todos os tempos na PI561356, exceto em 24 hai (Figura 12 G). Ja
foi demonstrado que fatores de transcricdo WRKY, como o WRKY70, podem auxiliar
na modulagdo hormonal contra patdégenos biotréficos, como é o caso da FAS, pois
inibem respostas por outros horménios que ndo o AS (LI et al., 2004).
Recentemente, o envolvimento desses fatores de transcricdo foram associados a
resposta a FAS, em que, dentre outros genes, trés fatores de transcrigdo dessa
familia, GmWRKY36, GmWRKY40, GmWRKY45, foram silenciados em soja
resistente a ferrugem asiatica contendo o gene Rpp2 (PANDEY et al., 2011). Esses
genes quando silenciados tornaram as plantas suscetiveis a ferrugem,
principalmente nas plantas contendo GmWRKY36 silenciado, onde foi vista a
diminuicdo da transcrigdo de flavina monoxigenase, transportador de prolina,
GmWRKY12, GmWRKY19 e GmPR1, que sdo genes envolvidos na defesa da
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planta bem como na transcricdo de genes que podem estar também envolvidos na
defesa.

As W-box (sequéncias conservadas de reconhecimento dos WRKY)
estdo presentes no promotor de divesos genes responsaveis pela defesa da planta
contra patégenos como PR-10 (RUSHTON et al., 1996), quitinase (YAMAMOTO et
al., 2004) e também dos genes para NPR1 (YU et al., 2001), que auxiliam na
indugdo de AS. Portanto, visto que o gene WRKY23 foi regulado positivamente na
condigdo de infeccdo, estudos para caracterizar a rota em que esse gene esta
iserido (através de silenciamento e superexpressdo génica) e quais genes sao
responsaveis pela indugdo da transcricdo, podem auxiliar na compreengao dos
mecanismos de defesa das planta contra a FAS, para que se possa delinear
estratégias de transgenia através das sequéncias promotoras reconhecidas por esse

fator de transcricao.
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CONCLUSAO

Aparentemente, muitos genes apresentaram respostas similares em
ambos os genotipos, PI561356 e BRS231 apds a infecgdo por FAS. Porém, a
identificacdo de transcritos que codificam para a proteina chalcona sintase e
chalcona isomerase somente em PI1561356, além de 4-coumarate-CoA Ligase
aparecer nos tempos iniciais (“bulks” 1 e 2) em PI561356 e somente no “bulk” 3 em
BRS231 pode trazer evidéncias de que a rota de fenilpropandides esta sendo
ativada mais cedo em P1561356 do que em BRS231. Os dominios de fatores de
transcricdo exclusivos em PI561356 (BEL-Like Homeodomain, KNOX homeobox,
NDX homeobox e Auxin response factor), bem como GATA em BRS231, podem
indicar um diferencial na resposta de resisténcia, uma vez que esses fatores de
transcricdo podem estar ativando genes gendtipo especificos ou até mesmo genes
ainda nao caracterizados pertencentes aos “no hits”. Portanto as sequéncias que
nao apresentam similaridade (“‘unknow” e “no hits”) com proteinas ja descritas,
principalmente em BRS231, podem estar contribuido para essa diferenca também.

Quanto aos genes validados, WRKY23 e DRP mostraram-se
importantes para ambos os gendtipos, pois foram induzidos em diferentes horarios
nos mesmos. KR4 foi regulado negativamente em BRS231 e né&o foi
diferencialmente expresso na PI561356. Os demais genes apresentaram-se
induzidos em BRS231 em algum dos horarios analisados, porém foram regulados
negativamente em PI561356. Portanto, esses genes devem pertencer ao
mecanismo de resisténcia encontrado em BRS231, ou entdo, podem ser
superexpressos em P1561356 em horarios que ndo foram quantificados neste
trabalho.

Deve-se investigar melhor o nivel de expresséo de outros genes que
codificam proteinas envolvidas nos mecanismos de resisténcia, como genes
envolvidos em rotas de sinalizagdo e estresse oxidativo, outros fatores de
transcricdo e genes envolvidos na rota dos fenilpropandides, pois como
demonstrado, os mesmos genes estdo presentes em gendtipos diferentes, porém
existem diferencas na expressdo, e podem ser essas diferencas, o ponto chave
causador de divergéncia entre os tipos de resisténcia.

A utilizacdo de resisténcias qualitativa e quantitativa pode ser

utilizada em estratégias de melhoramento, pois, a unido desses dois mecanismos de
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resisténcia conferiria resisténcia mais duradoura contra o patégeno. No entanto, sao
necessarios mais estudos moleculares para caracterizacdo dos genes envolvidos
nos diferentes mecanismos de resisténcia, de forma, a saber, o que causa a
diferenca entre os mecanismos de resisténcia: se séo diferentes genes expressos
durante a infecgcdo do patdgeno, ou diferentes rotas metabdlicas ativadas por

diferentes respostas hormonais induzidas na planta.
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