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RESUMO

As pequenas proteinas de choque térmico (HSP20) sédo frequentemente associadas
com a resposta das plantas ao estresse causado por fatores abidticos e, mais
recentemente, tém sido também associadas a resposta aos estresses biodticos. Nas
plantas, os genes Hsp20 representam a classe mais abundante dentre as proteinas
de choque térmico, mas ainda pouco se conhece sobre essa familia de genes em
soja. Devido a suas aparentes multifuncionalidades, essas proteinas s&o alvos
promissores para o desenvolvimento de variedades agricolas melhor adaptadas a
condigbes de estresses abidticos e bidticos, até mesmo quando combinados. Dessa
forma, o presente trabalho realizou a caracterizagdo molecular in silico das regides
codificadoras e reguladoras da familia de genes codificadores para HSP20 de soja,
com foco em sua distribuicdo no genoma, localizagdo subcelular, divisdo em
subfamilias, estrutura secundaria e regulacao frente a estresses bioticos e abibticos,
além da identificacdo de padrbes de cis elementos, potencialmente envolvidos na
resposta da soja a nematoides. Apds a prospeccado de genes anotados em bancos
de dados do genoma da soja como Hsp20, foram obtidos 76 modelos génicos.
Dentre estes, apenas 52 modelos génicos fizeram parte dos potenciais candidatos a
GmHsp20 (Glycine max-Hsp20), devido as suas caracteristicas estruturais, de cis
elementos e de expressao. Em seguida, foram identificados, a partir das analises in
vivo, 45 genes como Hsp20 de soja, distribuidos em 11 subfamilias. Para cada uma
dessas, foi possivel observar padrdes de estrutura secundaria especificos. Dentre os
45 genes GmHsp20 responsivos ao estresse de calor, 5 foram também responsivos
ao estresse de frio e outros 5 ao estresse por infecgdo pelo nematoide M. javanica.
Além disso, foram observados mais dois genes responsivos ao estresse bibdtico, mas
nao ao choque térmico. Obtiveram-se modelos operacionais de promotores para os
genes responsivos a cada tipo de estresse analisado. Entre os cis elementos
identificados nos Hsp20, que respondem a infecgao por M. javanica, estao os Wbox,
CAAT box, ABRE e MYB, além do elemento HSE/Heat. Os promotores responsivos
ao estresse bidtico seguiram padroes de composicdo e distribuicdo de cis
elementos, descritos na literatura como relacionados a esse tipo de estresse e
outros. Tais resultados irdo auxiliar na geragao de tecnologias de expressao dirigida,
ainda mais avancadas, e novos genotipos de soja cada vez mais adaptados a
condigdes combinadas de estresse.

Palavras-chave: Glycine max 1. Estresse abidtico e bibdtico 2. Familia de genes
Hsp20 3. Modelos operacionais de promotores 4. Nematoides 5.
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ABSTRACT

The small heat shock proteins (HSP20) are often associated in plant stress response
caused by abiotic factors and, more recently, have also been associated with
response to biotic stresses. The Hsp20 genes represent, in plants, the most
abundant class among the heat shock proteins, but little is known about this gene
family in soybean. Due their apparent multifunctionality, these proteins are promising
targets to the crop varieties development for better conditions adapted to biotic and
abiotic stresses, even when they are combined. Thus, the present study conducted
an in silico molecular characterization of regulatory and coding regions of HSP20
genes from soybean, focus in its genome distribution, subcellular localization, division
into subfamilies, secondary structure and regulation under biotic and abiotic stresses,
besides the identification patterns to cis elements potentially involved in the response
to nematodes. After the exploration of Hsp20 genes annotation in soybean genome
databases, 76 gene models were obtained. After in silico analysis, just 52 gene
models were part of the GmHsp20 potencial candidates due to their structural
characteristics of cis elements and expression profile. In addition, based on in vivo
analysis, 45 soybean Hsp20 genes were identified, distributed in 11 subfamilies, for
which is possible to observe a specific secondary structure for each one. Among the
45 GmHsp20 genes heat stress responsives, 5 genes were cold stress responsive
and other five were nematode infection by M. javanica responsive. Moreover, two
genes were observed being responsive to biotic stress, but they weren’t responsive
to thermal shock. Operational Models of Hsp20 promoters were obtained to
responsive genes to each stress condition examined in this study. Among the
identified cis elements in Hsp20 soybean genes that were responsive to M. javanica
infection were W box, CAAT box, ABRE and MYB, besides the HSE / Heat element.
Promoters responsive to biotic stress in soybean follows composition and distribution
standards of cis elements, as described in the literature to be related to this type of
stress. These results, such as responsive genes and promoters to many different
stresses, can assist in generation of expression directed technologies even more
advanced and new soybean genotypes more adapted to under combined stress
conditions.

Keywords: Glycine max 1. 2 Biotic and Abiotic Stress. 3 Hsp20 Gene Family.
Operational Models of Hsp20 Promoter 4. Nematodes 5.
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montante disponivel. Os motivos obtidos pela analise MEME
foram plotados de acordo com suas posi¢coes dentro dos locais
e suas sequéncias consenso foram apresentadas como
graficos usando HMM. As ocorréncias de motivo s&o
classificadas por P-value e alinhados uns com os outros. O E-
valor de motivo € uma estimativa do numero esperado de
motivos com a mesma largura e numero de ocorréncias que
estariam presentes em um conjunto de tamanho similar de
sequéncias aleatdrias. A altura de simbolos em cada pilha no
motivo indica a conservacdo da sequéncia nessa posigao. As
sequéncias foram manualmente destacadas para indicar os
HSEs perfeitos (caixa vermelha) consenso reconhecido:
(nGAANNTTCnNnGAAnN ou nTTCnnGAANnTTCn); caixa amarela,
mostrando médulo imperfeito do HSE. Trés motivos foram
encontrados, sendo os elementos HSE perfeitos representados

pelos motivos 1 (Matches to Query 1) e 3 (Matches to Query 3)
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Mapa grafico obtido pela analise no programa MEME, na busca
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As barras azul claras e vermelhas indicam o posicionamento
dos elementos HSE da regidao promotora em cada um dos 53
modelos génicos candidatos a Hsp20 de Glycine max L, que
apresentam regido da montante disponivel no Phytozome. Na
escala, o numero 0 indica a regido -1 pb a montante, e 500, a
regiao -500 pb a montante do gene. Os valores de p-valeu sao
encontrados logo na coluna (lowest p-valeu) a direita da coluna
de glymas.(name). Apenas os motivos encontrados na fita
positiva foram considerados, obedecendo a orientacdo de

leitura do gene. O HMM para cada motivo pode ser visualizado

NA fIQUrA 11a .

llustragdo da predigdo dos sitios de ligagdo para o fator de
transcricdo de choque térmico nas regides promotoras dos
modelos génicos de soja: Glyma02g45810, Glyma13g27590 e
Glyma15g11360 pelo programa Matlsnpector. Para estes
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modelos génicos, os HSEs foram encontrados em posicoes
fora dos padrées normalmente encontrados para as Hsp20.
Foram analisados até 1500 pb a montante do sitio de inicio
transcrigdo predito. As marcas em marrom no decorrer das fitas
indicam a posicdo dos HSE em cada sequéncia. Na escala o
numero 1 indica o -1 pb ao sitio de inicio da transcricdo e o
numero 1500 indica -1500 pb. Apenas os motivos encontrados
na fita positiva foram considerados, obedecendo a orientagao
de leitura do geNEe. ... 85
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Apenas os motivos encontrados na fita positiva foram
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vermalha mais escura corresponde a mais forte expressdo. A
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Figura 15 - Eletroforese em gel de agarose 1,2% dos produtos de reagao

de PCR para testes de amplificagdo (especificidade e



temperatura de pareamento) dos primers em DNA gendémico de
soja. Nesta figura estdo os resultados dos testes com os
oligonucleotideos para os modelos génicos V74
(glyma20g01930), V48 (glyma13g24510), V52
(glyma14g04970), V64 (glyma16g04270), V63
(glyma16g01440) e V53 (glyma14g06900). Na primeira linha do
cabecalho de cada foto estdo anotadas as temperaturas
testadas para cada par de primers, e na segunda linha os
primers testados seguidos dos controles negativos de reacéao
(NO). Foi utilizado o marcador molecular de 50 pb (Ladder 50
pb — Invitrogen). b. Ladder de 50 pb — Invitrogen. Na horizontal,
estdo indicadas os tamanhos, em pares de base, das principais
bandas do MarCador. ..........oooiiiiiiiie e 98
Figura 16 - Eletroforese em gel de agarose 1,2% dos produtos das reagdes
de RT-PCR convencional tendo como alvo o cDNA. Nesta
figura estdo os resultados das analises de 1 primer especificos
para 1 modelo génico: V73 (glyma19g01440). Na primeira linha
do cabecalho de cada foto, estd anotada a codificacdo do
primer estabelecidas neste trabalho (Vn°) e o modelo génico
correspondentes. Na segunda linha, foram delimitadas as
repeticdes bioldgicas (numeros na terceira linha) de cada
tratamento, sendo 25°C (tratamento controle de tempetratura),
42°C (tratamento de choque térmico), 4° (tratamento de frio),
Inoc 4dpi (tratamento de infecgdo por M.javanica apds 4 dias
de inoculagédo), Mock 4dpi (tratamento falso inoculado por
M.javanica apos 4 dias de inoculacao), Inoc 8dpi (tratamento
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dpi (tratamento falso inoculado por M.javanica apds 8 dias de
inoculagao) e o controle negativo da reagao (NO). Foi utilizado
o marcador molecular de 50 pares de base (Ladder 50 pb —
INVITIO). oo 99
Figura 17 - Eletroforese em gel de agarose 1,2% dos produtos das reagdes
de RT-PCR convencional tendo como alvo o cDNA. Nesta

figura estdo os resultados das andlises de seis primers



especificos para seis modelos génicos: V3 (glyma02g41150),
V9 (glyma04g38530), V13 (glyma06g05740),
V17(glyma07g04860), V21 (glyma07g32070) e V26
(glyma08g07340), que demostram a indugéo desses genes sob
estresse de calor facilmente visualizada pela analise qualitativa.
Na primeira linha do cabecalho de cada foto, estdao anotadas as
codificagbes dos primers estabelecidas neste trabalho (Vn°) e
os modelos génicos correspondentes. Na segunda linha, foram
delimitadas as repeti¢cdes bioldgicas (numeros na terceira linha)
de cada tratamento, sendo 25°C (tratamento controle de
tempetratura), 42°C (tratamento de choque térmico), 4°
(tratamento de frio), Inoc 4dpi (tratamento de infeccédo por
M.javanica apos 4 dias de inoculagao), Mock 4dpi (tratamento
falso inoculado por M.javanica apés 4 dias de inoculagao), Inoc
8dpi (tratamento de infecgdo por M.javanica apos 8 dias de
inoculagdo), Mock 8 dpi (tratamento falso inoculado por
M.javanica apés 8 dias de inoculacéo) e o controle negativo da
reacao (NO). Foi utilizado o marcador molecular de 100
(Ladder 100 pb — Invitro) pares de base na primeira foto e o
marcador de 50 pb (Ladder 50 pb — Invitrogen) para as demais
(0] (o 1 101
Figura 18 - Eletroforese em gel de agarose 1,2% dos produtos das reagoes
de RT-PCR convencional tendo como alvo o cDNA. Nesta
figura estdo os resultados das analises de dois primers
especificos para dois modelos génicos: V16 (glyma07g03450)
e V62 (glyma15g41880), que demostram a inducdo desses
genes sob estresse de calor facilmente visualizada pela analise
qualitativa. Na primeira linha do cabecgalho de cada foto, estdo
anotadas as codificacbes dos primers estabelecidas neste
trabalho (Vn°) e os modelos génicos correspondentes. Na
segunda linha, foram delimitadas as repeticbes bioldgicas
(numeros na terceira linha) de cada tratamento, sendo 25°C
(tratamento controle de tempetratura), 42°C (tratamento de

choque térmico), 4° (tratamento de frio), Inoc 4dpi (tratamento



de infeccdo por M.javanica apds 4 dias de inoculagao), Mock
4dpi (tratamento falso inoculado por M.javanica apés 4 dias de
inoculagao), Inoc 8dpi (tratamento de infecgdo por M.javanica
apos 8 dias de inoculagdo), Mock 8 dpi (tratamento falso
inoculado por M.javanica apos 8 dias de inoculagdo) e o
controle negativo da reagao (NO). Foi utilizado o marcador
molecular de 50 pb (Ladder 50 pb — Invitrogen.)..............cueveveieieennee. 102
Figura 19 - Eletroforese em gel de agarose 1,2% dos produtos das reagdes
de RT-PCR convencional tendo como alvo o cDNA. Nesta
figura estdo os resultados das analises de quatro primers
especificos para quatro modelos génicos: V40 (glyma
12906210), V50 (glyma13g36220), V52 (glyma07g03450) e
V64 (glyma15g41880). Na primeira linha do cabecalho de cada
foto, estdo anotadas as codificagdes dos primers estabelecidas
neste trabalho (Vn°) e os modelos génicos correspondentes.
Na segunda linha, foram delimitadas as repeti¢cdes bioldgicas
(numeros na terceira linha) de cada tratamento, sendo 25°C
(tratamento controle de tempetratura), 42°C (tratamento de
choque térmico), 4° (tratamento de frio), Inoc 4dpi (tratamento
de infeccdo por M.javanica apds 4 dias de inoculagdo), Mock
4dpi (tratamento falso inoculado por M.javanica apés 4 dias de
inoculagao), Inoc 8dpi (tratamento de infecgdo por M.javanica
apos 8 dias de inoculagdo), Mock 8 dpi (tratamento falso
inoculado por M.javanica apos 8 dias de inoculagdo) e o
controle negativo da reagdo (NO). Foi utilizado o marcador
molecular de 100 pares de base (Ladder 100 pb — Invitro) para
o gel de V52 e o marcador de 50 pb (Ladder 50 pb — Invitrogen)
para as demais fOlOS. ... 103
Figura 20 - Eletroforese em gel de agarose 1,2% dos produtos das reacgdes
de RT-PCR convencional tendo como alvo o cDNA. Nesta
figura estdo os resultados das analises de quatro primers
especificos para quatro modelos génicos: V1 (glyma01g26570)
e V76 (glyma20g35650). Na primeira linha do cabegalho de

cada foto, estdo anotadas as codificagcbes dos primers



estabelecidas neste trabalho (Vn°) e os modelos génicos
correspondentes. Na segunda linha, foram delimitadas as
repeticbes bioldgicas (numeros na terceira linha) de cada
tratamento, sendo 25°C (tratamento controle de tempetratura),
42°C (tratamento de choque térmico), 4° (tratamento de frio),
Inoc 4dpi (tratamento de infeccdo por M.javanica apds 4 dias
de inoculagédo), Mock 4dpi (tratamento falso inoculado por
M.javanica apds 4 dias de inoculagéo), Inoc 8dpi (tratamento
de infecgdo por M.javanica apos 8 dias de inoculagdo), Mock 8
dpi (tratamento falso inoculado por M.javanica apds 8 dias de
inoculagao) e o controle negativo da reagao (NO). Foi utilizado
o marcador molecular de 100 (Ladder 100 pb — Invitro) pares
de base para o gel de V1 o marcador de 50 pb (Ladder 50 pb —
Invitrogen) para o gel de V76. .........ooooviiiiiiiiiiieecee e, 105
Figura 21 - Posi¢cado dos cis elementos identificados pelos programas de
predicdo na regido a montante -500 pb de cada um dos 8
genes Hsp20 responsivos ao estresse bidtico, identificados
neste trabalho e na literatura. As caixas azuis indicam os
elementos TATAbox, as vermelhas os HSE, as ver dessoldado
os CAAt box, as verdes os elementos TA-rich e as cinza os
elementos Wbox. Os genes identificados pelos glyma16g04270
e glyma18g41650 sao responsivos ao estresses biodtico, mas
[ F=To = To I o= o S 115
Figura 22 - llustracdo da estrutura de elementos comuns da regido
promotora de genes Hsp20 de soja — Modelo minimo. O
programa Frameworker Genomatix foi usado para procurar o
principal elemento comum entre os genes. O modelo
demonstra diversos padrbes com pelo mesmo dois HSE, um
(=10 g Jo7= o[- Wo] 4 T=1 0] ¢= To7= Lo S SURRORRR 120
Figura 23 - llustracédo do consenso de todos os modelos de estrutura de
elementos comuns da regidao promotora de genes Hsp20 de
soja — Modelo frio. O programa Frameworker Genomatix foi
usado para procurar os principais elementos comuns entre os

genes e suas posi¢coes de alta frequéncia. Para o modelo de



posicdo dos HSE na orientagdo negativa o valor de p-valeu foi
de 9,37E-01. Para o modelo dos elementos ABRE, MYBS,
MYCL e HEAT o valor de p-valeu foi de 9,57E-04. Outro
modelo sem elementos mandatoério resultou na inclusdo os
elementos L1BX, AHBP, GTBX, VTBP e HEAT com valor de p-
valeu de 4,789E-06. .........c.uuviiiiieie et 121
Figura 24 - llustragdo do consenso de todos os modelos de da estrutura de
elementos comuns da regido promotora de genes Hsp20 de
soja — Modelo bidtico. O programa Frameworker Genomatix foi
usado para procurar os principais elementos comuns entre os
genes e suas posi¢coes de alta frequéncia. Para o modelo de
posicdo dos HSE na orientagdo negativa o valor de p-valeu foi
de 0,0381311. Para o modelo dos elementos AHBP, GTBX,
VTBP (TATA box vertebrate), PTBT (TATA box plant) o valor
de p-valeu foi de 1,67E-04. Para o modelo Wbox com valor de
p-valeu foi de 5,02E-01. Outro modelo CAAT box com valor de
p-valeu foi de 0,167564. ...........coovuieeeeiie e 123
Figura 25 - Arvore filogenética e distribuicido em subfamilias dos 45
GmHsp20 identificados em soja. A arvore foi construida com
base no alinhamento da sequéncia de residuos de aminoacidos
que formam o dominio alfa-cristalino (ACD) dos organismos:
Glycine max (Hsp20 de soja em anadlise estdo destacadas em
vermelho), At Arabidopsis thaliana, Os Oryza sativa, Vv Vitis
vinifera, Ta Triticum aestivum, Ps Pisum sativum, Le Solanum
lycopersicum, Zm Zea mays, Lp Lycopersicon peruvianum, Cd
Cynodon dactylon, So Saccharum officinarum, Sb Sorghum
bicolor, Hv Hordeum vulgare. As GmHsp20 foram distribuidas
em 11 das 16 subfamilias ja descritas. Nenhuma das GmHsp20
candidatas foram enquadradas para as subfamilias
nucleo/citoplasmaticas CVI, CVII, CVIII, CIX e CX. Para
nomenclatura das subfamilias RE (reticulo endoplasmatico), P
(plastidios/cloroplasto), Px (peroxissomo), Ml e Ml

(MItOCONAIIA). ... e 132



Figura 26 -

Figura 27 -

Resultados positivos para a predicdo de peptideo sinal. a.
Resultado positivo para o Glyma10g32000 na predicdo de
peptideo sinal. No SignalP foram obtidos resultados positivos e
bastante semelhantes para as GmHSP20, Glyma16g33130,
Glyma19g01440 e Glyma20g35650, agrupadas junto com o
Glyma10g32000 na subfamilia ER na filogenia. b. Resultado
positivo para o Glyma12g01580 na predigdo de peptideo sinal,
agrupado na subfamilia MI. c. Resultado positivo para o
Glyma04g40790 na predicao de peptideo sinal, agrupado na
subfamilia P. O Glyma06g14000 e Glyma18g10760, também
agrupados na subfamilia P, apresentaram resultado positivo e
bastante semelhante ao obtido para o Glyma04g40790. Nos
graficos sao atribuidas pontuagdes (scores) para a predigao de
peptideo sinal (S-score), o C-score € um provavel de local de
clivagem. Y-score combina o resultado de C-score com S-score

para indicar com melhor precisdo um provavel sitio de

(o311 Z=To =1 o o SR

Diagrama para o resultado, com alta probabilidade, positivo (a)
e de baixa probabilidade (b). a. Resultado com alta
probabilidade, a predicdo da presengca de dominio
transmembrana no Glyma10g32000. Na legenda é possivel
verificar as linhas que indicam a predicdo de regides de
dominio transmembrana (vermelho), regides da proteina que
provavelmente estejam dispostas para o lado externo da
membrana (rosa) e do lado interno (azul). O Glyma19g01440
também apresentou um resultado muito semelhante para a
predicdo de dominio transmembrana obtido para o
Glyma10g32000. b. Diagrama obtido do resultado, mas com
baixa probabilidade para positivo, a predicado de dominio
transmembrana para o Glyma16g33130. O Glyma20g35650
também apresentou um resultado bastante semelhante. As
GmHSP20, codificadas pelos Glyma16g33130,
Glyma19g01440 Glyma10g32000 e Glyma20g35650, formam a

subfamilia ER na filogenia.............ccccoooiiiiiiiiie e

..135



Figura 28 - Diagrama ilustrando os padrées de estrutura secundaria
preditos para as proteinas das subfamilias de GmHSP20. As
posicdes de introns estdo apontadas por setas em vermelho.
As setas horizontais azuis delimitam regides de formacéo de
estruturas secundarias [3-pregueadas. Espirais em verde séo
utilizadas para delimitar as regides de possiveis formagdes de
estruturas secundarias em a-hélices. Os retédngulos em azul e
amarelo delimitam as regides preditas para os dominios a-
cristalinos e peptideos sinal, respectivamente. ............ccccccccovvveeee. 139

Figura 29 - Mapa de loci e coordenadas de eventos de duplicagbes dos
genes paralogos candidatos a GmHsp20 nos cromossomos 17-
20. As identificagbes de cada grupo de ligagédo s&o indicadas
no topo de cada barra. Na primeira fileira estdo apenas os
cromossomos em que os GmHsp20 candidatos foram
mapeados e apresentam valores de identidade para sequéncia
de nucleotideos acima de 70% com outros genes,
caracterizando uma possivel duplicagcdo génica. Os genes
possivelmente duplicados estdo ligados por tragos e a
porcentagem de identidade anotada na mesma cor do trago.
Os retangulos vermelhos indicam as duplicagdes génicas
SEGMENTAIES. ...iiiiiiieiiee e e e e e e e e aeaaaa 142

Figura 1S - Eletroforese em gel de agarose 1,2% dos produtos de reagao
de PCR para testes de amplificagdo (especificidade e
temperatura de pareamento) dos primers de detecgdo de
infeccdo de plantas por M. javanica. Para o teste de
especificidade foram utilizados DNA genémico de soja e de M.
javanica. O tamanho do fragmento esperado é de 945 pb. Na
primeira linha do cabegalho de cada foto estdo anotadas as
temperaturas testadas para os primers, e na segunda linha as
amostras com o controle negativo da reacao (NO). Foi utilizado
o marcador molecular de 1 kb plus (Ladder de 1 kb plus — life
technologies). b. Ladder de 1 kb plus — life technologies. Na
horizontal estdo indicadas os tamanhos em pares de base das

principais bandas do marcador ............cccooiiiiiiiie 161



Figura 2S -

Figura 3S -

Figura 4S -

Figura 5S -

Eletroforese em gel de agarose 1,2% dos produtos de reagéo
de PCR, com 945 pb, para confirmacgéao da infeccéo das plantas
de soja dos tratamentos bidticos pelo nematoide M. javanica.
Na primeira linha do cabegalho de cada foto estdo anotadas as
temperaturas testadas para os primers, e na segunda linha as
amostras com o controle negativo da reacao (NO). Foi utilizado
o marcador molecular de 1 kb plus (Ladder de 1 kb plus — life
technologies). b. Ladder de 1 kb plus — life technologies. Na

horizontal estdo indicadas os tamanhos em pares de base das

principais bandas do marcador ...........cccooooviiii i,

Eletroforese em gel de agarose 1% para a analise de
integridade das amostras de RNA total extraidas dos
tratamentos de estresse bidtico e abidtico. Na primeira foto
(superior) estdo os RNAs das amostras de BRS133 de 1 a 9,
estresse abiotico, e de 10 a 21, estresse bidtico (infeccao por
M. javanica). Na segunda foto (abaixo) estdo as amostras de
RNA somente do experimento de estresses por infecgao por
M.javanica. As amostras de 22 a 33 s&o oriundas da cultivar
P1595099 e de 34 a 45 de BRS133 (experimento de validagao).
Para avaliar a integridade do RNA a banda 28S deve ser quase

duas vezes mais intensa que a banda 18S as duas bandas em

boa intensidade e definicado (NARDINELLI, 2008) .............covvvuenn....

Eletroforese em gel de agarose 1,2% dos produtos da reagéo
de PCR para a confirmagdo de eliminacdo de DNA gendmico
da amostra apds tratamento com DNase |. O tamanho do
fragmento esperado é de 520 pb quando template for DNA
gendmico e 440 pb quando template for RNA. As amostras de
1 a9 e 10 a 21 sdo dos tratamentos de estresses abioticos e

bidticos, respectivamente. Foram utilizados o controle de DNA

gendmico de soja e de reagao (NO).........oovvviiiiiiiiiiiiiiiiceeee e,

Eletroforese em gel de agarose 1,2% dos produtos da reagéo
de PCR com o primer para o gene B-actina para a analise da

qualidade do cDNA sintetizado. O tamanho do fragmento



Figura 6S -

Figura 7S -

esperado é de 520 pb quando template for DNA genbmico e

440 pb quando template for RNA..........iiiiiiiicce e,

Eletroforese em gel de agarose 1,2% dos produtos de reagéo
de PCR para testes de amplificagdo (especificidade e
temperatura de pareamento) dos primers em DNA gendmico de
soja. Nesta figura estdo os resultados dos testes com os
oligonucleotideos para os modelos génicos V74
(glyma20g01930), V48 (glyma13g24510), V52
(glyma14g04970), V64 (glyma16g04270), V63
(glyma16g01440) e V53 (glyma14g06900). Na primeira linha do
cabecalho de cada foto estdo anotadas as temperaturas
testadas para cada par de primers, e na segunda linha os
primers testados seguidos dos controles negativos de reagao

(NO). Foi utilizado o marcador molecular de 50 pb (Ladder 50

pb — life TEChNOIOGIES) .....vvvviiiiiiiiiiiiiiiiii e

Eletroforese em gel de agarose 1,2% dos produtos de reagéo
de PCR para testes de amplificagdo (especificidade e
temperatura de pareamento) dos primers em DNA gendmico de
soja. Nesta figura estdo os resultados dos testes com os
oligonucleotideos para os modelos génicos V74
(glyma20g01930), V48 (glyma13g24510), V52
(glyma14g04970), V64 (glyma16g04270), V63
(glyma16g01440) e V53 (glyma14g06900). Na primeira linha do
cabecalho de cada foto estdo anotadas as temperaturas
testadas para cada par de primers, € na segunda linha os
primers testados seguidos dos controles negativos de reacao

(NO). Foi utilizado o marcador molecular de 50 pb (Ladder 50

pb — life TEChNOIOGIES) .....uvvviiiiiiiiiiiiiiiiii e
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bidtico (4dpi/cinza claro e 8dpi M.javanica/cinza escuro). Estao
plotados apenas os genes foram significativos ao nivel de 5%.
As escalas sio diferentes para cada tipo de estresse, podendo
apresentar valor negativos. Spots alinhados em escalas
positivos indicam genes que foram induzidos significativamente
e alinhados em escalas negativas foram reprimidos
significativamente. As barras de erro indicam em cada uma das
escalas em que esta os spots a margem de erro para mais ou
para menos. Os glymas seguem em linha reta na horizontal para
cada um dos graficos/tratamentos. ...........ccccviiiiiii 109

Grafico 2 - Resultado da analise de expressao relativa por RT-gPCR dos
genes candidatos Hsp20 no gendtipo resistente PI595099 e
sucetivel no tratamento de estresse bidtico (4 e 8dpi M.javanica).
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1 INTRODUGAO

As proteinas de choque térmico (Heat Shock Proteins — HSPs) foram
inicialmente identificadas em Drosophila melanogaster em resposta ao choque
térmico (RITOSSA, 1962 apud CASHIKAR et. al., 2005). As HSPs sao divididas em
proteinas de alta massa molecular, compreendendo as HSP100, HSP90,
HSP70/DnaK, HSP60/GroE, e de baixa massa molecular, as HSP20 ou small heat
shock proteins (sHSPs) de 15-42 kDa (SARKAR et. al, 2009).

Nas plantas, ha cerca de 4 vezes mais Hsp20 que nos animais. Essa
diversificagao génica e funcional dos genes heat shock, nas plantas, pode ser uma
consequéncia da biologia séssil das mesmas. As HSP20 vegetais sdo codificadas
por familias nucleares multigénicas e sao localizadas em diferentes compartimentos
celulares (WATERS et al., 1996). Em Arabidopsis ssp., 19 genes para Hsp20 foram
categorizados em 12 subfamilias, em fungao da localizagdo subcelular e homologia
(SCHAREF et al., 2001; MA et al., 2006; SIDDIQUE et. al., 2008; WATERS et. al.,
2008). A principal caracteristica das proteinas HSP20 é a presenga de uma
sequéncia de aminoacidos, evolutivamente conservada, contendo de 80-100
residuos, chamada de dominio a -cristalino (a —crystallin domain — ACD), localizado
na regido C-terminal (CASHIKAR et. al., 2005). Além disso, a regido a montante da
sequéncia codificante das Hsp20 apresenta, comumente, varias repeticbes do
dominio 5 nGAAnnTTCnnGAAn 3 (HSE, heat shock element), que s&o
reconhecidas e ativadas pelos fatores de transcricdo (FT) heat shock fators ou HSF.
(SARKAR et al., 2009).

As HSP20 sao chaperonas moleculares independentes de ATP que
formam grandes complexos oligoméricos com proteinas desnaturases, de 200-
800kDa e agem impedindo a agao das desnaturases, tanto em células procarioticas
como em células eucarioticas (LEE e VIERLING, 2000; CASHIKAR et. al., 2005).
Desempenham, ainda, funcdo de auxilio a outras chaperonas, na formacido da
conformagado nativa de cadeias polipeptidicas nascentes e reorganizagdo da
conformacao nativa de proteinas desnaturadas (TOROK et al., 2001; CASHIKAR et.
al., 2005).

As Hsp20s sao frequentemente associadas a resposta de plantas ao
estresse por calor, frio, metais pesados, espécies reativas de oxigénio e outros (SUN

et al., 2002). Mais recentemente, também tém sido associadas a resposta a infeccao
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por nematoides (ESCOBAR et al., 2003; FUGANTI et al., 2010; van OOIJEN et al.,
2010; KANDOTH et al., 2011), bactérias (MAIMBO et al., 2007; GAROFALO et al.,
2009) e outros patogenos. Ainda ndao se conhece os fatores especificos que
desencadeiam a expressdo dessas proteinas durante o estresse bidtico, mas as
préprias alteragbes metabdlicas decorrentes do ataque de patégenos podem gerar
estimulos indutores similares aos encontrados nas vias de estresse abidtico
(GRUNDLER e BOCKENHOFF, 1997; BARCALA et al., 2008)

Dada a diversificacao funcional das HSP20, essas proteinas séo
tidas como alvo ideais para auxiliar a geragao de cultivares agricolas tolerantes a
uma série de condi¢cdes de estresses abidticos e bidticos. Isso € especialmente
importante na cultura da soja se considerarmos sua ampla distribuicdo no Brasil
(CONAB, 2011). Até o momento, foi identificado um unico gene Hsp20 de soja, cuja
expressao varia em fungédo da reagao (resisténcia ou suscetibilidade) das plantas a
infeccao por Meloidogyne javanica (FUGANTI et al., 2010). A caracterizagdo da
familia Hsp20 em soja devera auxiliar na identificacdo de outros genes candidatos
potenciais para o desenvolvimento de cultivares mais produtivas sob condicdes
desfavoraveis. Neste sentido, este trabalho teve como principal objetivo a
caracterizagdo molecular da familia de genes Hsp20 em soja, com foco em sua
distribuicdo no genoma, localizagdo subcelular, filogenia e regulagdo frente a

estresses bidticos e abiodticos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

21 SoJA: ASPECTOS GERAIS E ECONOMICOS

A soja (Glycine max) € uma planta industrial por exceléncia, devido
as suas caracteristicas de cultivo e vantagens em relagao a outras culturas, como a
composi¢cao quimica, o que faz dela a commodity mais produzida e consumida na
alimentagao e industria mundial (QUEIROZ et al., 2006; CONAB, 2011).

Essa importancia tem alicerce nos inumeros subprodutos oriundos
da soja, dentre os quais o 6leo, amplamente utilizado no consumo humano, e o
farelo, utilizado para o consumo animal, sdo os principais (OLIVEIRA et. al., 2009). O
Oleo, oriundo da primeira etapa de processamento dos grédos da soja, o
esmagamento, pode ser do tipo comestivel, empregado na fabricagdo de
margarinas, Oleos de cozinha, maionese, gorduras vegetais e produtos
farmacéuticos, ou utilizado na industria como biocombustivel (OLIVEIRA et. al.,
2009).

Ao longo dos anos, a cultura da soja apresentou uma evolugéo
significativa no Brasil, tanto em produgédo quanto em produtividade, partindo de uma
producao de menos de 9,8 milhdes de toneladas em 1977/78, atingindo cerca de
75,32 milhdes de toneladas em 2010/11 (CONAB, 2011). Tal avang¢o decorreu em
parte pelo aumento da area destinada ao cultivo, mas o impacto significativo foi
resultante, principalmente, das tecnologias geradas por Universidades e Institutos de
Pesquisas. Esses estudos contribuiram para o desenvolvimento de -cultivares
superiores, geneticamente adaptadas a diferentes regides edafo-climaticas, além de
melhorias nas tecnologias e condi¢des de cultivo. Diversas dessas cultivares foram
desenvolvidas objetivando minimizar os efeitos dos diferentes estresses, bidticos e
abidticos, que interferem na produtividade da cultura (POPP et al., 2003).

No ambito socioecondmico, a cadeia produtiva da soja garante ao
Brasil mais de cinco milhdes de empregos, diretos e indiretos, e participa com pelo
menos 16% dos 35% do PIB (Produto Interno Bruto) gerado pela agroindustria
(EMBRAPA, 2010). Atualmente, o pais ocupa lugar de destaque no cenario mundial
de produgao de soja, como grande exportador, com valor total das exportagdes de
US$ 17,1 bilhdes anuais, e segundo maior produtor. Em 2011, o Brasil respondeu
por 28,44% da produgdo mundial de soja (EMBRAPA/USDA, 2011). Essa
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leguminosa € o produto agropecuario lider na pauta de exportagdes nacionais
(CARDOZO e PALMEIRA, 2006; EMBRAPA, 2011). Na safra 2010/11, o
agronegocio da soja participou com 45,58% do total de grdos produzidos no Brasil
(CONAB, 2011).

Na safra 2010/2011, a produtividade média da soja brasileira foi de
3.106 Kg/ha, chegando a alcancar cerca de 3.190 Kg/ha no Estado de Mato Grosso,
0 maior produtor brasileiro de soja, com producédo de 20,4 milhées de toneladas, e
area plantada de 6,4 milhdes de hectares. O Parana, segundo Estado produtor, com
area plantada de 4,6 milhdes de ha, responde pela produgao de 15,4 milhdes de
toneladas, com produtividade média de 3.360 kg/ha (CONAB, 2011; EMBRAPA,
2011).

Apesar de todos esses aspectos positivos da sojicultora brasileira,
ha de se considerar que os niveis nacionais de produtividade hoje alcangados ainda
podem e devem ser melhorados. A cultura ainda enfrenta desafios para crescer de
modo competitivo e sustentavel, para atender a demanda interna, conquistar e
manter espago no mercado externo (CARDOZO e PALMEIRA, 2006).

2.2 ESTRESSES ENFRENTADOS PELA CULTURA

O conceito de estresse € definido como todos os efeitos, sejam
bidticos ou abidticos, que levam a uma série de mudancas nas caracteristicas
morfoldgicas, fisioldgicas, bioquimicas e moleculares, tendo como consequéncia o
dano as plantas (TAIZ et al., 2009; WANG et al., 2001).

Os fatores que desencadeiam estresse podem ser divididos em
funcao de sua origem como bidticos e abidticos, e podem causar perdas importantes
na produtividade das culturas em todo o mundo (KNIGHT e KNIGHT, 2001 apud
SINGH et al., 2002). Os fatores de estresse abidtico geralmente ganham maior
importancia com a expansao territorial das culturas, como € o caso da soja, cuja
expansao tem levado ao aumento dos fatores de influencia sobre a produtividade,
destacando-se os edafo-climaticos.

O estresse abidtico € a principal causa de perdas na produgao
agricola em todo o mundo, inclusive no Brasil, reduzindo os rendimentos em mais de
50%, principalmente nas mais importantes culturas (BRAY et al., 2000 apud
RODRIGUEZ et al., 2005).
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Os estresses bidticos também apresentam elevado poder de dano
as culturas e sua abrangéncia e intensidade dependem da regido, gendtipos
utilizados e condigdes ambientais durante a safra. No Brasil, nos ultimos anos, os
principais fatores bioldgicos que vem causando perdas na cultura da soja de ampla
abrangéncia e/ou intensidade, sdo as doengas causadas por nematdides e a
Ferrugem Asiatica da Soja (FUGANTI et al., 2004; SANTANA, 2007; BETTIOL E
MORANDI, 2009). Outras doencgas, como oidio, podriddo de Phytophthora, mancha
alvo, etc. sdo menos expressivas e sao de facil controle, até o momento, com o

emprego principalmente de variedades resistentes ou defensivos.

2.2.1 Estresses Abidticos

Inevitavelmente, as plantas precisam interagir com os fatores
climaticos. Estresses ambientais, como a seca, salinidade, frio, calor e substancias
quimicas oriundas das atividades humanas causam efeitos adversos, muitas vezes
similares, sobre o crescimento das plantas e a produtividade das culturas (WANG et
al., 2003). Todos esses fatores podem agir simultaneamente e acabam por colocar a
planta sob estresses combinados, causando lesao celular e a produgao de estresses
secundarios, tais como os osmoticos e oxidativos (WANG et al., 2003; MITTLER et
al., 2006).

Dentre os estresses abidticos citados, a temperatura € um dos
fatores limitantes, mais importantes, para a produtividade e adaptacao das culturas,
especialmente quando os extremos de temperatura coincidem com os estagios
criticos de desenvolvimento da planta. Assim, consideraveis perdas econdmicas nas
lavouras sdo causadas, anualmente, por extremos de temperaturas (LONG e ORT,
2010). As plantas sdao muitas vezes expostas, diaria e sazonalmente, a grandes
flutuagbes de temperatura (EFEOGLU, 2009; LONG e ORT, 2010). Essas mudancgas
bruscas, dependendo da regido, podem ser frequentes no decorrer do dia e causar
danos irreversiveis. O estresse por temperatura afeta o metabolismo e a biologia
celular das plantas, especialmente as membranas celulares, e muitos processos
fisiologicos basicos tais como a fotossintese, a respiragcdo e as relagdes hidricas
(WAHID et al, 2007)

A temperatura 6tima de crescimento das plantas varia entre as

espécies, mas esta em uma faixa geral de 10°C a 40°C. Para a cultura da soja, as
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condi¢cdes oOtimas de temperatura para o desenvolvimento estdo no intervalo entre
20°C e 30°C. Qualquer temperatura acima ou abaixo desse intervalo gera estresse
sobre a atividade metabdlica das plantas (TRESHOW, 1970 apud EFEOGLU, 2009;
FINKA et al., 2010). O desenvolvimento das plantas ocorre através de reacdes
bioquimicas, que sdo realizadas e controladas por enzimas. Falando a nivel
molecular, a atividade das enzimas, além do equilibrio e a velocidade das reacdes
relacionadas a elas, é diretamente dependente da temperatura, acordo com a
constante de Michaelis-Menten (Km). Assim, atividade nula ou muito baixa é
encontrada quando as enzimas estdo submetidas a temperaturas abaixo ou muito
acima da 6tima para sua atividade (NELSON e COX, 2010). Nas plantas, a baixa
temperatura pode resultar, imediatamente, em restrigdes mecanicas, mudangas nas
atividades de macromoléculas e na redugao do potencial osmatico celular (XIONG et
al., 2002).

A velocidade das reagdes bioquimicas aumenta a medida que ha
aumento na temperatura. Contudo, temperaturas acima da faixa limite, 37°C,
diminuem gradativamente a velocidade das reagdes catalisadas pelas enzimas. A
alta temperatura influencia na integridade da estrutura terciaria desses catalizadores,
causando sua desnaturagédo ou mesmo inativagdo. Quando uma enzima ¢é inativada,
0 processo ao qual ela esta relacionada € reprimido ou reduzido (NELSON e COX,
2010, FINKA et al., 2010).

Nas plantas, a reacao de fotossintese € uma importante via afetada
pela temperatura ambiental. A fotossintese é realizada na faixa entre 10 e 30°C em
plantas de clima temperado. Sob temperaturas abaixo dessa faixa, a fotossintese
pode ser limitada pela disponibilidade de fosfato no cloroplasto. A medida que a
temperatura aumenta a taxa de fotossintese aumenta, mas quando as temperaturas
o6timas de reagao sao ultrapassadas, a taxa fotossintética volta a decrescer e o
sistema de transporte fotossintético de elétrons & afetado (TAIZ et al., 2009;
TRESHOW, 1970 apud EFEOGLU, 2009). Uma das estratégias realizadas pelas
plantas, em resposta as altas temperaturas, € o fechamento dos estdmatos para
diminuir a taxa de evapotranspiracdo de agua, mas que tem como consequéncia a
diminuicdo nas trocas gasosas influenciando nas taxas fotossintéticas e
fotorespiratoria (TAIZ et al., 2009).

Estudos sobre a termotolerdncia demostram que um complexo de

vias pode regular os diversos processos de resposta, tais como os fitormbnais
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através do acido salicilico e acido abscisico (HUA, 2009). O estresse de temperatura
também pode modificar drasticamente as propriedades fisicas das membranas
biolégicas, pelo aumento da degeneragéo oxidativa dos lipidios (DASH et al., 2002;
MATOS et al, 2007). A extraordinaria sensibilidade membranas bioldgicas a
estimulos ambientais das tem sido demostrada em diversos organismos. As
membranas podem adaptar sua composicao lipidica, até certo ponto, em resposta as
condigdes ambientais (SAIDI et al., 2010). Evidéncias comprovam que dispositivos
sensoriais presentes nas membranas sao capazes de detectar sinais especificos e
coordenar niveis de expressdo de conjuntos de genes-chave (LOS e MURATA,
2004). O estado fisico dos lipidos da membrana plasmatica também pode regular a
atividade de proteinas membranares, como os canais de ions, translocadores de
moléculas pequenas, aquaporinas e receptores quinase-associados (HOHMANN,
2003).

Atualmente, os avangos na area de pesquisa sobre estresses
abidticos tem foco na obtencdo de variedades tolerantes a esses estresses. As
estratégias em grande parte estdo embasadas principalmente na expressdo de
genes que codificam enzimas que metabolizam ROS (reactive oxigen species),
genes para proteinas de choque térmico (HSPs), e genes que codificam fatores de
transcricdo, como DREB (Dehydration responsive element binding) 1A e 2A,
relacionados a resposta seca, estresse osmoético e calor. Para a soja, as pesquisas
atuais voltadas para o desenvolvimento de cultivares tolerantes ao estresse abibtico,
tém como foco principal a seca, embora outros estresses também estejam sendo
estudados, como temperatura e salinidade (FRAIRE-VELAZQUEZ et al., 2011).

2.2.2 Estresses Bidticos

Além do estresse abidtico, as plantas como integrantes de sistemas
bioldgicos sofrem o ataque de pragas e diferentes patdogenos. Para a soja, ja foram
descritas mais de 50 doengas provocadas por fitopatdégenos (fungos, nematoides,
bactérias e virus), que infectam as plantas de soja em diferentes estagios de
desenvolvimento (BONATO, 2000; YORINORI, 2000).

Cerca de 15% a 20% das perdas anuais na produgao brasileira de
soja sao devido as doengas, sendo algumas capazes de ocasionar perdas de quase

100% (EMBRAPA, 2007). Dentre estas, as causadas pelo ataque de nematdides
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parasitos de raizes, pertencentes a diferentes géneros, tais como Meloidogyne spp.,
Heterodera spp., Pratylenchus spp. e Rotylenchus spp. e outros, contribuem para a
queda do rendimento da sojicultura, especialmente nas regides tropicais e
subtropicais (DIAS et. al., 2010).

Estima-se que 10,6% das perdas anuais da producédo agricola
mundial, sdo causadas pelo parasitismo desses organismos (BARKER e
KOENNING, 1998), em torno de US$ 125 bilhdes anualmente apenas pela agao dos
fitonematodides endoparasitas sedentarios (CHITWOOD, 2003). Esses fitopatdogenos
causam nao somente danos diretos as plantas, reduzindo o crescimento e/ou
tornando-as improdutivas, mas também indiretos pela sua interagdo com outros
organismos, como fungos e bactérias, que tem sua entrada facilitada pelo sistema
radicular danificado (FERRAZ et. al., 2001).

2.3  NEMATOIDES NA CULTURA DA SOJA

Os nematdides, também denominados “vermes”, pertencentes ao filo
Nematoda, possuem morfologia arredondada ndo-segmentada e simetria bilateral
(DECKER E SVESHNIKOVA, 1989 apud PAZHAVARICAL, 2009). Acredita-se que o
filo Nematoda tenha surgido antes do Cambriano (~750-650 Ma) o que contribuiu
para sua ampla diversificagdo. Esses organismos exibem uma excelente
adaptabilidade aos mais diferentes nichos ecologicos, desde regides polares
geladas a desertos, de vales de montanhas, e até mesmo agua salgada e doce, o
que os coloca como bem sucedidos evolutivamente (DE LEY e BLAXTER, 2002;
WEISCHER E BROWN, 2000 apud PAZHAVARICAL, 2009).

Os nematédides variam muito em tamanho, apresentando de menos
de 100 um a alguns centimetros. A grande maioria € de vida-livre, alimentando-se de
bactérias, protistas, fungos, de outros nematdides e de matéria organica do solo,
enquanto que alguns precisam de outros organismos vivos, como animais ou plantas
para completar seu ciclo de vida (parasitas). Centenas de espécies de nematdides
sao de grande importancia para o ser humano, pois parasitam animais vertebrados
ou invertebrados (incluindo humanos) ou plantas (PARKINSON et al., 2004,
SCHOLL e BIRD, 2005).

Alguns deles apresentam elevada importancia econémica por

causarem severos danos as plantas. Diversas espécies sao capazes de parasitar a
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soja em todo o mundo, sendo que mais de 100 espécies de nematoides ja foram
descritas, envolvendo cerca de 50 géneros. No Brasil, os géneros de nematdides
mais prejudiciais a cultura tém sido os formadores de cisto (Heterodera glycines), os
formadores de galhas (Meloidogyne spp.), o causador de lesdao radicular
(Pratylenchus brachyurus) e o reniforme (Rotylenculus reniformis) (NICKLE, 1991
apud PAZHAVARICAL, 2009). O estresse provocado diretamente pela invasao do
parasita € ainda aumentado por fatores secundarios decorrentes de sua instalacéo
tais como o estresse hidrico, sintomas de deficiéncias minerais (DIAS et al., 2010) e
favorecimento da instalacdo de outros agentes parasitas, como fungos, virus e
bactérias.

O nematdide reniforme, R. reniformes, parasito da soja em
praticamente todos os paises produtores do mundo, apresenta danos variaveis em
funcdo de fatores bidticos e abidticos. O nematdide de cisto da soja, H. glycines
possui grande importancia econdmica em paises como a China, Japao e Estados
Unidos, bem como a Argentina e Brasil. Com base na média anual de produtividade
da sojicultura americana, os calculos de perdas devido ao parasitismo do nematoide
de cisto para os anos de 2006 a 2009 resultaram em um prejuizo avaliado em 1,286
bilhdes de dolares (KOENNING e WRATHER, 2010 apud KANDOTH et al., 2011).
Efeitos depressivos na produtividade em lavouras de soja brasileira, mesmo sem
sintomas aparentes de danos, tém sido relatados nos estados de Sao Paulo, Parana
e Rio Grande do Sul. Os prejuizos podem atingir cerca de 400 kg/ha em lavouras
formadas por cultivares suscetiveis ao H. glycines (GARCIA et al., 2005 apud DIAS
et al., 2009).

O parasitismo por Pratylenchus brachyurus figura até o momento em
segundo lugar em termos de importancia para a cultura da soja no Brasil, 0 que
tornam as atuais e crescentes pesquisas referentes a tal grupo de nematdides
essenciais (FERRAZ, 2006). Recentemente, a ocorréncia de P. brachyurus tem
ganhado importancia, tanto pelos danos a cultura quanto pela ampla disseminagao e
alta incidéncia do patégeno em areas produtoras do Estado de Mato Grosso, regiao
importante no cultivo da soja.

Os nematoides formadores de galha, Meloidogyne spp. sdao uma
constante preocupagido aos sojicultores do Brasil, ha pelo menos 50 anos, por
causarem elevadas perdas diretas, por reducdo da producdo, e indiretas por

limitacdo ao uso agricola das areas infestadas (FERRAZ et. al. 2001). Segundo
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levantamento realizado por Wrather e colaboradores (1997), os danos causados
pelos nematéides a cultura da soja podem atingir 15% da produgdo, o que, em
termos globais representaria uma perda de cerca de 78 milhdes de dolares. As
meloidoginoses apresentam uma distribuigdo populacional abrangente em areas,
como o norte do Rio Grande do Sul, sudoeste e norte do Parang, sul e norte de Séo
Paulo e sul do Tridangulo Mineiro. Atualmente, também sdo um crescente problema
em lavouras do Mato Grosso do Sul e Goias na regido central do pais (AVILA et al.,
2007).

2.3.1 Aspectos Gerais Relacionados ao Género Meloidogyne — M. javanica

As primeiras observagdes de campo das meloidoginoses da soja no
Brasil tiveram inicio na década de 50, com estudos da eficiéncia do nematicida
Downfume W-10 no controle dos nematdides ocorrentes na regido paulista de
Campinas. Depois de diversos outros estudos, as publica¢gdes de Lordello em 1954,
descreveram as espécies M. javanica e M. incognita como as principais em
importancia no pais (FERRAZ et. al. 2001).

A partir dos anos 70, intensificaram-se os estudos objetivando o
levantamento das ocorréncias do nematodide de galha nas mais diferentes regiées e
a avaliacado de técnicas de controle. Dez anos depois iniciaram-se os trabalhos na
linha de melhoramento genético, visando a obtengdo de gendtipos resistentes.
Desde entdo, tém-se trabalhos cada vez mais elaborados, envolvendo métodos
avangcados de genética e biologia molecular, vém permitindo um melhor
conhecimento das interacées Meloidogyne/soja. (FERRAZ et. al. 2001).

O género Meloidogyne € representado por noventa espécies
(CARNEIRO et al., 2008). Até o presente momento, sabe-se da ocorréncia de varias
espécies pertencentes ao género Meloidogyne no Brasil, como M. coffeicola, M.
exigua, M. incognita, M. paranaensis, M. javanica e outros. No entanto, M. javanica e
M. incognita representam o maior problema para a cultura da soja, principalmente,
no Norte do Rio Grande do Sul, Sudoeste e Norte do Parana, Sul e Norte de Séo
Paulo e Sul do Tridngulo Mineiro, e na regido Central do pais onde varios focos tém
sido detectados. A ocorréncia de nematdides € mais comum nas regides

subtropicais e tropicais sendo possivel dizer que a expansao da cultura, inicialmente
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introduzida nas regides temperadas, certamente vem alterando a realidade das
meloidoginoses na soja (FERRAZ et. al., 2001).

O género Meloidogyne é cosmopolita e tem ampla gama de
hospedeiros, incluindo monocotiledéneas e dicotileddneas, plantas cultivadas
(perenes, semi-perenes e anuais) e daninhas, pertencentes a diferentes familias
botanicas. Sua capacidade reprodutiva varia nas tantas e tdo distintas espécies
vegetais (FERRAZ, et. al. 2001). Contudo, pode-se dizer que quatro caracteristicas
biolégicas adaptativas sdo responsaveis pelo sucesso do parasita na infecgdo e
estabelecimento nos mais diferentes ambientes. A primeira consiste na elaborada
estratégia de parasitismo, pela indugao a transformacao das células das raizes da
planta hospedeira em tecido nutridor diferenciado, que permite seu desenvolvido e
reprodugdo. A segunda caracteristica € definida pela morfologia das fémeas de
Meloidogyne, com forma corpérea arredonda (Figura 1) e comportamento
sedentario, possibilitando conter dois ovarios bem desenvolvidos para formar grande
quantidade de ovos (em meédia 400 ovos) ao longo de periodo variavel de quatro a
seis semanas sob condi¢cdes favoraveis (FERRAZ, et. al. 2001). Outra vantagem
adaptativa € que os ovos ficam aglomerados em uma massa gelatinosa junto aos
corpos das fémeas, interna ou externamente as raizes, protegidos em meio a
substancia gelatinosa produzidas pelas proprias fémeas. Por fim, no género
Meloidogyne podem ocorrer diferentes modalidades reprodutivas, que véo da
reprodugdo sexuada a reproducdo assexuada por partenogénese meidtica
(dependente de macho) ou mitética (independente de macho). Nessa Uultima
condicdo, a formacao de ovos independente da presenca de machos representa
uma vantagem apreciavel pela economia de energia que seria despendida a procura
de um parceiro sexual (FERRAZ, et. al. 2001).
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Figura 1 - Micrografia eletrénica de varredura de um de nematoide de galhas-fémea
(parasita de plantas), Meloidogyne arenaria.

Fonte: Foto por Eisenback JD (Virginia Polytechnic Institute e State University, Blacksburg, Virginia,
EUA) (BLUMENTHAL e DAVIS, 2004).

As espécies deste género apresentam, de forma generalizada, o
ciclo de vida de 22 a 25 dias, aproximadamente, dependendo da temperatura do
solo. As temperaturas 6timas estao entre 25 e 30°C, tendo sua atividade metabdlica
reduzida em extremos de temperatura (240 e <5°C) (CHRISTIE, 1976).

O ciclo de vida consiste de seis estadios de desenvolvimento: ovo,
quatro fases larvais (juvenis) e adulto (Figura 2). Ainda dentro dos ovos os juvenis
sofrem a primeira ecdise transformando-se em juvenis de segundo estagio (J2) ou
fase infectiva, que eclodem de seus ovos e passam a migrar no solo (ndo se
alimentam até o estabelecimento do parasitismo, e suas reversas energéticas sao
corpusculos de lipideos) até a penetragdo na raiz, que se da na base da coifa, na
zona meristematica da planta hospedeira. A coifa é encontrada por quimiotaxismo,
uma vez que possuem apurado sistema sensorial que percebe exudados vegetais.
ApoOs a penetragdo nas raizes, os patdégenos migram pelo cilindro vascular, pelo
emprego de forca mecanica do estilete e degradagédo enzimatica da parede celular e
lamela média, pela atividade de celulases, pectinases e proteases, para formacgao do
sitio de alimentacao para o fitopatégeno, as células gigantes (GHEYSEN e FENOLL,
2002; ABAD et al., 2003).

O sexo do nematdide € definido no quarto estadio de
desenvolvimento, juvenis - J4, alcangado apos ecdises do estadio J; para Js, e desse
para J4. A definicdo do sexo sofre influéncia das condigdes de interagao molecular
planta-nematdide. Quando favoravel, ocorre diferenciacdo para fémea adulta, e
quando em condicbes desfavoraveis de parasitismo, J4 se diferencia em macho
adulto, vermiforme, que abandona o hospedeiro (WILLIAMSON e GLEASON, 2003).
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Figura 2 - Ciclo de vida do fitonematéide endoparasita sedentario. Os juvenis J,
migram entre as células vegetais, facilitada pela digestdo da lamela
média, e modificam a fisiologia celular para a formagdo de células
gigantes e galhas. As fémeas adultas depositam seus ovos em massa

protéica.
Ovo
embrionado 4
Liberagdo o~ |
de ovos |

Formacio da
massa de ovos

Invasao

Ciclo de vida
Meloidogyne javanica

I.4° ecdise 3" ecdise

Fonte: (Modificado de http://www.nematoides.com.br/wordpress/index.php/sobre-nematoides/genero-
Meloidogyne/).

A infeccdo pelos nematdides de galhas na raiz implica no
desenvolvimento de células especializadas para alimentagao, no cilindro vascular do
periciclo, endoderme e a&reas do cértex, chamadas células gigantes ou
nutridoras. Essas células sdo muito grandes, com citoplasma denso e granuloso
(indicativo de um metabolismo ativo), multiplos nucleos poliploides, e uma espessa
parede celular com inumeras invaginagdes (BARCALA et. al.; 2010). Os sintomas
sdo provocados em fungdo da penetragdo dos juvenis de segundo estadio (J;), em
células que ainda nao estao diferenciadas, e pela injecao de secregdes produzidas
pelas glandulas esofagianas do nematodide. Tais secre¢des contém substancias que
atuam como fitormbénios e incitam modificagdes no ciclo celular, no balango

hormonal, na sinalizagao celular, na expressédo génica e, consequentemente, afetam
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a fisiologia da raiz e induzem a formagdao de multiplos sitios de alimentacao
(FERRAZ, et. al., 2001; BIRD et al., 2003;).

Outro dano distinto, mas também decorrente do mesmo evento, a
infeccdo, € a incitagdo de reagdes hiperplasicas e hipertroficas de células na regiao
parasitada, fazendo com que as raizes tenham uma aparéncia engrossada. O
processo culmina nas chamadas galhas na raiz (Figura 3), que podem levar a
compressédo de elementos de vasos do xilema, resultando na desorganizagdo do
cilindro vascular, e consequentemente, a interferéncia na absorcdo e transporte
interno de solutos e fotoassimilados (CARNEIRO et al., 1999).

Figura 3 - Formacdo de galha. As raizes de soja tornam-se engrossadas na regiao
do parasitismo como resultado do processo de infecgdo pelo nematoéide
M. javanica, que provoca reagdes de hiperplasia e hipertrofia nos tecidos.

Fonte: (http://www.nematoides.com.br/wordpress/index. .php/sobre-nematoides/genero-Meloidogyne/).

A presenca de galhas nas raizes sdo a maxima expressao
sintomatologica do parasitismo pelas espécies do género Meloidogyne spp., que
além das alteragdes de ordem estruturais e morfolégicas das plantas, culminam em
drasticas mudangas funcionais. Assim, nas lavouras de soja onde ha espécimes de
Meloidogyne, observam-se a formacgao de clareiras de plantas com porte reduzido,
clorose, manchas necroéticas, de crescimento lento e desigual e que murcham nas
horas mais quentes do dia, normalmente dispostas em manchas circulares
(reboleiras). (COSTAMILAN, 2000; FERRAZ, et. al., 2001; EMBRAPA 2007).
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2.4  SOBREPOSICAO DE VIAS DE SINALIZACAO EM RESPOSTA AO ESTRESSE ABIOTICO E
BIOTICO EM PLANTAS

No decorrer da evolugdo, as plantas desenvolveram estratégias de
adaptacao e superacéao a diferentes tipos de estresse abidticos e bidticos (FRAIRE-
VELAZQUEZ et al., 2011).

A percepcao de estresses e a transducdo de sinais sao as etapas
iniciais na determinacdo da reposta da planta. Esses sinais estdo relacionados a
ativacdo de canais iOnicos e cascatas de sinalizagdo das quais fazem parte as
quinases, com a producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e o acumulo dos
horménios acido salicilico (SA), etileno (ET), acido jasmdnico (JA) e acido abscisico
(ABA). Em consequéncia, ha uma série de alteragdes simultdneas ao nivel
transcricional, que resultam nas respostas metabodlicas de defesa (SINGH et al,
2002; FRAIRE-VELAZQUEZ et al., 2011). O complexo controle transcricional da
expressao de genes responsivos ao estresse € categorico para a defesa da planta.
O mesmo pode ser ativado por diferentes formas de estresse ambiental ou por
patdgenos (genes de resisténcia), mas culminam na sobreposi¢ao de vias (FRAIRE-
VELAZQUEZ et al., 2011).

O genoma dos eucariotos € constituido, em sua maior parte, por
regides reguladoras da fung&o génica, que atuam de forma conjunta para determinar
uma infinidade de fendtipos possiveis, a partir de um numero de genes muitas vezes
menor (SINGH et al, 2002). Tais regides reguladoras possuem sitios de ligacao de
proteinas, um aparato cerne, que ativam a expressao basal do gene. No caso de
genes envolvidos em respostas a situagdes especificas ou anormais, essas regides
contam com aparato melhor elaborado, para ativacdo em niveis diferentes. Os
promotores e os fatores de transcrigdo que se ligam a eles, sdo capazes de controlar
a resposta em situacdes de estresses, por multiplas vias de sinalizagao (SINGH et
al, 2002; FRAIRE-VELAZQUEZ et al., 2011).

Dentro do conjunto de genes induzidos e reprimidos, em resposta
aos mais variados estresses, podem ser encontrados: genes cujas proteinas agem
diretamente no metabolismo da planta contra os estresses; e genes cujos transcritos
ou proteinas por eles codificados regulam a expresséo e a sinalizagado génica, como

por exemplo, os fatores de transcri¢éo (ZHU, 2002 apud ZHU, 2006).
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A regulacao da expressao génica nos seres vivos pode ocorrer tanto
ao nivel transcricional quanto pds-transcricional, sendo o primeiro o principal ponto
de regulagdo. Mas o produto da expressao génica, seja ele um transcrito ou uma
proteina, é apenas parte de uma via de sinalizagdo que, em geral, requer a
participacdo de outros componentes tais como sinalizadores ibnicos, horménios nao
protéicos e outros. As vias de sinalizagdo nas plantas sado geralmente estudadas,
utilizando técnicas que permitem acesso global ao conjunto de genes expressos
(transcritoma), em resposta a uma determinada condigéo.

Muitos estudos vém demonstrando que os padrdes de expressao de
genes em resposta a diferentes tipos de estresses, mesmo quando ativados por
diferentes vias, sdo regulados em algum momento por uma sobreposi¢céo de sinais
(SINGH et al, 2002). Diversas investigagdes tém demonstrado que espécies reativas
de oxigénio e fons de Calcio (Ca?** - forma mais comum na natureza) s&o
mensageiros secundarios na resposta inicial aos estresses abidticos e bidticos. Por
exemplo, os niveis de Ca?* citosdlico aumentam nas células vegetais, em resposta a
diversas condicbes ambientais indspitas, incluindo o ataque de patdégenos e
estresses osmético, hidrico, por frio e ferimentos (FRAIRE-VELAZQUEZ et al.,
2011).

O acumulo de Ca®" no espaco intracelular sinaliza simultaneamente
para a inducdo de inumeras vias bioquimicas, que fazem parte da resposta de
defesa da planta, entre as quais estdo as reguladas pela atividade das proteinas
MAP (mitogen-activated protein), quinases Ca®" dependentes e calmodulinas
(FRAIRE-VELAZQUEZ et al., 2011). Estudos sobre a relagdo da concentragéo de
Ca?*, mediando a atividade das calmodulinas, tentam explicar a hipétese, ainda nado
confirmada, da fosforilacdo e a consequente ativacéo de fatores de transcricao (TFs)
(LIU et al., 2008; ZHANG et al., 2009). A ativacao dos TFs, pela fosforilagao,
possibilita ligacdo dos mesmos a sequéncias especificas na regido promotora de
genes e aumenta a expressao destes pela exclusédo de histonas (Figura 4) (GELLI et
al., 1999).



43

Figura 4 - Diagrama esquematico ilustrando o0s principais componentes de
sinalizacdo e ativacdo de resposta da planta ao estresse bidtico e
abidtico. Os estresses de elevacao/diminuicido da temperatura e ataque
de patogenos (1) provocam aumento na fluidez da membrana e permite
um fluxo intracelular de ions de Ca** (2). Esses mesmos agentes de
estresse desencadeiam nas células, por diferentes vias, a formagao de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e metabdlitos onde a ROS é
precursora que tem efeito oxidativo nos lipideos da membrana, levando
ao mesmo processo de ativagdo de canais de calcio (seta vertical
vermelha). A maior concentragdo de Ca®* ativa as calmodulinas (CaM),
que através da interacdo com as proteinas quinases (CBK) (3), promove a
fosforilagdo (P) dos fatores de transcricdo, como por exemplo os HSFs
(4). TFs ativados se ligam aos promotores de genes responsivos a
estresse, nesse caso genes codificadores para HSP20 (5), causando o
deslocamento das histonas e facilitando o acesso da RNA polimerase I
(6). Como consequéncia, ha alteragbes nos niveis de expressdo dos
genes Hsp20 as quais participam das respostas celulares e fisiolégicas,
realizando assim a manutencao da homeostase do organismo vegetal.
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Aparentemente, a sinalizagao do estresse de calor esta diretamente
relacionada com a concentragdo de ions de Ca?* no interior da célula, para ativaco
das calmodulinas e/ou MAP quinases e posterior fosforilagdo dos HSFs (Heat
Transcription Factors). Segundo Sangwan e colaboradores (2002), o fluxo de Ca®*
tem se mostrado essencial na ativagao de proteinas (MAP) quinases, sob estresse
de calor. A permeabilidade de ions através da membrana plasmatica é
profundamente afetada pelo estresse de calor, de forma que a concentracdo de

calcio livre no citoplasma pode ser rapidamente alterada em funcédo do estresse e,
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assim, sinalizar para a indugdo de proteinas de resposta a choque térmico
(SWINDELL et al., 2007). Segundo Xiong e colaboradores (2002), quando a planta é
submetida a baixas temperaturas ocorre influxo de Ca®*" através da membrana
plasmatica e seu acumulo no interior celular, possibilitando a aclimatagcdo da mesma
ao ambiente.

A ativacdo de quinases, pela alteragdo da concentracdo de Ca®*
durante o estresse bidtico, tem sido relatada. Os resultados de pesquisas recentes
sugerem que o ataque de insetos herbivoros desencadeie a ativagdo de vias
relacionadas a quinases, através do fluxo de Ca?* (Arimura e Maffei, 2010). Estudos
com tomates resistentes ao fitopatdégeno Fusarium oxysporum demostram que logo
apos o reconhecimento do gene de aviruléncia/elicitor do patdégeno, é desencadeada
uma resposta de defesa com acumulo significativo nas concentragdes de calcio
intracelular, com ativacdo de proteinas de fosforilagdo Ca®* dependentes e geracéo
de ROS (DEY et al., 2010). Ainda, segundo o mesmo autor, o fluxo intracelular de
calcio é essencial para a regulagdo do mecanismo de sinalizagdo de defesa de
plantas de tomate ao patégeno Fusarium oxysporu.

Sabe-se também que as plantas, durante os estresses abidticos ou
apos o reconhecimento de patdgenos pelos genes R (resisténcia), respondem com
um acumulo de espécies reativas de oxigénio (FRAIRE-VELAZQUEZ et al., 2011).
Além dos ions calcio, € bem conhecido também que o perdxido de hidrogénio (H203)
e Oxido nitrico (NO) funcionam como mensageiros secundarios em plantas sob
estresses bidtico e abidtico (NEILL et al., 2002; GOULD et al., 2003). A producgao de
H,O2 em plantas submetidas a elevadas temperaturas € bem conhecida. Segundo
Saidi e colaboradores (2011), recentemente foi estabelecido que a producédo de
H,O, contribui para a tradu¢do do sinal em plantas submetidas a choque de calor,
induzindo a expressao de HSPs (Heat Shock Proteins). Os estresses causados pelo
calor, frio ou seca, resultam no aumento da produgdo de ROS pelo aparato
fotossintético (MITTLER, 2006). Em Arabidopsis, estudos utilizando mutantes
deficientes para a sintese de NO, resultaram na auséncia ou ineficiéncia de resposta
de termotolerancia. A partir desses resultados foi possivel concluir que, nas plantas
selvagens, a termotolerancia é alcangada por meio da sinalizagdo NO dependente,
decorrente do estresse por choque térmico (XUAN et al., 2010). Ainda, foi
demonstrado que a expressdo de uma Hsp20 em Arabidopsis (AtHsp18.2) foi

alterada em funcdo da disponibilidade de NO celular, sendo inibida no mutante
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deficiente para a producdao de NO e induzida no mesmo mutante tratado com um
doador de NO (XUAN et al., 2010).

Em situacdo de estresse bidtico, as vias iniciais de sinalizacado para
resposta de defesa da planta a patdgenos estdo claramente associadas a abertura
de canais de idnicos de Ca®*" na membrana plasmatica, e producdo de espécies
reativas de oxigénio (DEY et al., 2010). A resposta de hipersensibilidade das plantas
contra o ataque de patdgenos leva a formagao de ROS, principalmente pela agéo de
NADPH oxidases na membrana plasmatica, causando o aumento na concentracao
de ROS no citoplasma. Tais espécies reativas te oxigénio também sao formadas nas
mitocdndrias e cloroplastos. Espécies reativas de oxigénio podem ser formadas
durante a fosforilagdo oxidativa, com a passagem de um elétron da ubiquinona para
O,, tornando esse reduzido. O radical superoxido O livre na célula é altamente
reativo e danoso; e apds sua formacgao, sdo rapidamente convertidos a peroxido de
hidrogénio (H20,), pela enzima superdoxido dismutase (SOD) (NELSON e COX,
2010). Apesar de causar danos em altas concentragdes, as ROS estdo envolvidas
em varias vias de protecdo e regulam o nivel de expressdo de genes de defesa
(NEILL et al., 2002). Evidéncias recentes demonstraram que a NADPH oxidase pode
ser ativada por sinais de alteragdo na concentracdo de Ca®* (FRAIRE-VELAZQUEZ
etal., 2011).

As vias metabdlicas ativadas nas plantas em resposta a fatores de
estresse abidticos e bidticos ainda nao sao totalmente compreendidas, e pouco se
sabe sobre os pontos de convergéncia de sinais que integram e sobrepbem essas
respostas. Aparentemente, as concentracdes de anions de Ca** no interior da célula
e a formagédo de ROS funcionam como mensageiros secundarios na modulacédo da
atividade de proteinas especificas. Todavia, estdo presentes em todos os tipos de
resposta das plantas ao estresse. Entre essas proteinas especificas, as quinases e
os fatores de transcrigdo estio entre os mais relatados (FRAIRE-VELAZQUEZ et al.,
2011).

As vias moleculares que levam a expressao das Hsp (heat shock
proteins), por exemplo, ndo sao totalmente compreendidas (SWINDELL et al., 2007).
Entretanto, a percepcdo do choque térmico estd acoplada a multiplas vias de
transducdo de sinais que levam a ativacdo de HSFs (Heat shock transcription

factors), os quais por sua vez reconhecem cis elementos especialmente presentes



46

nos genes que respondem a choque térmico, induzindo sua expressao (SWINDELL
et al., 2007).

Independentemente do mecanismo de ag&o das calmodulinas ou
Map quinases sobre a ativacdo dos HSFs, é fato que a presenca de tais proteinas
na célula é fundamental para a expresséo dos genes Hsps. Estudos de estresse de
calor utilizando plantas de Arabidopsis CaM3 (calmodulinas) mutantes e
superexpressando o gene, demonstram que essa proteina é essencial para a
resposta ao estresse. O nocaute do gene calmodulina 3 em Arabidopsis levou a uma
clara redugéo na termotolerancia sob tratamento de choque térmico a 45 °C durante
50 minutos. A superexpressao dessa proteina, ou silenciamento, em comparagao ao
tipo selvagem, resultou no aumentou e na redugdo da termotolerancia,
respectivamente (ZHANG et al., 2009). Liu e colaboradores (2008), analisando a
resposta de ativacdo dos HSFs e o acumulo de Hsps em plantas de Arabidopsis
cbk3 (calmodulinas binding quinase) mutantes, observaram que mesmo com O
aumento da temperatura ndo houve resposta ao estresse, o que € normalmente
observado em plantas nao mutantes.

Gould e colaboradores (2003) e Konigshofer e colaboradores (2008)
demostraram que os HSFs podem ser ativados tanto por NO quanto por H,O,, por
vias ainda ndo bem elucidadas. No caso das proteinas de choque térmico isso é
especialmente importante porque elas desempenham um papel excepcionalmente
amplo nos processos celulares, respondendo a estresses térmicos e nao térmicos,
incluindo os estresses bidticos. Atualmente é sabido que as HSPs sao
funcionalmente diversificadas e podem responder a estresses especificos, como por
exemplo, o gene Hsp18.0-Cl de arroz € induzido em resposta ao frio e ao calor, o
Hsp18.6-Clll é induzido em resposta a salinidade, a desidratagcdo e ao calor, ja o
Hsp17.4-Cl responde a diferentes tipos de estresse, sendo induzido em condi¢des
de alta salinidade, desidratacédo, calor, e também em funcdo da inoculagédo com
Magnaporthe grisea (SARKAR et al., 2009). Como os HSFs s&o fosforilados e
ativados durante o choque térmico ainda ndo esta bem esclarecido, mas
provavelmente exista uma relagdo com o aumento na atividade de calmodulinas e
MAP quinases (SAIDI et al., 2011).
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2.5 As HSPsE 0s FATORES DE TRANSCRICAO DE CHOQUE TERMICO

As plantas ndo sao capazes de evitar a exposicdo a fatores
adversos devido a sua natureza séssil, mas podem suplanta-los através da evolugao
de varios mecanismos morfoldgicos e fisioldgicos, que |hes permitem sobreviver ao
estresse. Todos os tipos de estresses por uma via ou outra acabam causando
disfungdo em proteinas e enzimas, e que em algum momento levam a inducao de
um grupo de proteinas chamadas proteinas de choque térmico (HSPs) (AL-WHAIBI,
2010).

As proteinas HSPs foram inicialmente identificadas em Drosophila
melanogaster, em resposta ao choque térmico (RITOSSA, 1962 apud CASHIKAR et.
al., 2005). Essas proteinas estdo agrupadas em cinco subfamilias conservadas,
divididas em funcdo de seu peso molecular aproximado: (1) HSP70/DnakK, (2)
HSP90/HtpG, (3) HSP100/ClpB, (4) HSP60/GroE e (5) HSP20 ou pequenas
proteinas de choque térmico (small heat shock proteins - sHsps) de 15 — 42 kDa
(MOSELEY, 1997; SARKAR et. al, 2009).

A complexidade das familias de genes HSP em plantas tem
dificultado a definicdo de suas fungdes durante o estresse, porque muitos membros
da familia também s&o essenciais para o crescimento e desenvolvimento, mesmo
em situagdes normais. As HSPs possuem um papel importante na biogénese de
proteinas celulares, auxiliando no dobramento e “controle de qualidade” (KOTAK et
al., 2007). Até o momento, sabe-se que as HSPs funcionam como chaperonas
moleculares que contribuem para a sobrevivéncia das plantas durante o estresse
(FINKA et al., 2010). Em relagéo a fungdo durante estresse térmico, as investigacdes
das HSP100 e HSP20 estdo mais avancadas (KOTAK et al., 2007).

As chaperonas moleculares participam no dobramento de cadeias
polipeptidicas nascentes e no redobramento de proteinas desnaturadas durante
condigbes de estresse. Podem prevenir a agregacéo irreversivel de proteinas cujas
superficies hidrofdbicas estdo expostas pela desnaturacéo, e contribuem, portanto,
para a homeostase celular (AL-WHAIBI, 2010). Elas reconhecem e se ligam a
proteinas quando estas nado estdo localizadas nos compartimentos celulares
apropriados. As cadeias polipeptidicas recém-sintetizadas podem dobrar-se
espontaneamente sem o auxilio de chaperonas moleculares, mas algumas proteinas

de alto peso molecular e complexos multi-proteicos requerem o auxilio de
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chaperonas moleculares e co-chaperonas para alcancar sua conformacao final e
estabilidade (CHEN e SHIMAMOTO, 2011). Outra informacéao relevante é que essas
proteinas nao séo altamente especificas para seus substratos.

Ainda, algumas HSP podem funcionar como ubiquitinas (peso
molecular de 8,5 KDa), reconhecendo e solubilizando proteinas que tenham sido
irreversivelmente danificadas para o processo de degradagdo por enzimas
proteoliticas. As HSPs agem também regulando a homeostase proteica, a fluidez da
membrana e, ainda, prevenindo ou atrasando a morte celular durante o estresse
térmico (AL-WHAIBI, 2010).

A transcricdo de genes que codificam para proteinas de choque
térmico (HSP) é controlada por proteinas chamadas de fatores reguladores de
transcricdo de choque térmico (Heat Shock Factors - HSFs). Os HSFs séao
componentes terminais da cadeia de transmissao de sinais, mediando a ativacao de
genes Hsps, os quais sdo responsivos ao estresse por calor e a um grande numero
de outros tipos de estresse. Estes fatores de transcrigdo reconhecem sequéncias de
ligacdo palindrbmicas (pentanucleotideo 5'GAAnNnTTCnnGAA3’ / invertido
5TTCnnGAANnTTC3’) conhecidas como HSE (Heat Shock Element). Os HSE sao
conservados nas regides promotoras de genes induziveis por choque térmico (von
KOSKULL-DORING et al., 2007). A maior parte das plantas apresentam em torno
de 21 HSFs, como no caso de Arabidopsis, cada um tendo o seu papel na regulagéo
da expressao dos genes Hsps, mas que cooperam em todas as fases de respostas
de stress (desencadeamento, manutencédo e recuperagao) (KOTAK et al., 2007;
SCHAREF et al., 2012). Contudo, esse numero de HSFs é muito maior em algumas
plantas, como é o caso da soja que apresenta 52 genes HSF (SCHARF et al., 2012).

Ao longo dos anos, as espécies Arabidopsis thaliana e
Sycopersicum esculetum (tomate) foram as plantas que tiveram seu sistema de
HSFs mais conhecido (KOTAK et al., 2007). A compreensao das caracteristicas de
estrutura funcional e o conhecimento em detalhes de seus dominios de
oligomerizacado permitiu a classificacdo de trés classes de HSFs em plantas: classe
A, B e C. Aparentemente, os fatores da classe A sdo dominantes durante a resposta
ao estresse, devido ao seu grande potencial de ativagado dos genes HSP e ao seu
acumulo durante ciclos repetidos de estresse e recuperagdo (von KOSKULL-
DORING et al., 2007).
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2.5.1 FAmiLIA HSP20

As pequenas proteinas de choque térmico ou HSP20 s&o
predominantemente produzidas em plantas principalmente sob estresse de calor, e
apresentam massa molecular de 15-42 kDa quando analisadas em gel de
poliacrilamida por eletroforese desnaturante (SUN et al., 2002). Essas proteinas
vegetais sdo codificadas por familias nucleares multigénicas. Em plantas superiores
existem pelo menos 20 genes Hsp20, mas 40 tipos ja foram identificados em uma
unica espécie (AL-WHAIBI, 2010). Esse numero pode ser quatro vezes menor
quando se trata de organismos animais. Acredita-se que nas plantas, as Hsp20
tenham sofrido uma grande diversificacao funcional para atender a condigdes nas
quais os animais, diferente das plantas, poderiam simplesmente escapar (WATERS
et. al., 1996; WATERS et. al., 2008).

Além disso, é interessante notar que nenhuma das proteinas HSP20
localizadas em organelas de plantas possui homélogas em animais, fungos, ou
mesmo em algas verdes (WATERS e VIERLING, 1999 apud WATERS et al., 2008);
nesses organismos, as HSP20 parecem estar localizadas apenas no
citoplasma/nucleo enquanto as plantas possuem diversas subfamilias de HSP20,
que estdo distribuidas em diversos compartimentos celulares. Em Arabidopsis, 19
genes codificadores de HSP20 foram categorizados em 12 subfamilias, de acordo
com a localizagdo celular e filogenia, enquanto foram encontrados 36 Hsp20 em
Populus trichocarpa e 23 em Oryza sativa (SCHARF et al., 2001; SIDDIQUE et. al.,
2008; WATERS et. al., 2008).

O dominio a-cristalino (a-crystallin domain — ACD), caracteristico a
todos os membros da familia de HSP20, possui em média 80 a 100 aminoacidos
conservados na porgao C-terminal das HSP20 (CASHIKAR et. al., 2005). Este
dominio é dividido em duas regides designadas consenso | e |l, separadas por uma
regido hidrofébica variavel em tamanho. A regido consenso | (27 aminoacidos) N-
terminal, consiste na sequéncia conservada Pro-X4)-Gly-Val-Leu; e a regido
consenso Il (29 aminoacidos) C-terminal, possui a sequéncia conservada Pro-
XaayVal/Leu/lle-Val/Leu/lle. O ACD é precedido por uma regido N-terminal variavel
em tamanho e de consideravel diversidade na sua sequéncia (CASHIKAR et. al.,
2005; WATERS et. al., 2008). Dentro do dominio ACD das HSP20 é formada uma

estrutura secundaria tipica, geralmente, com a formacédo de 6 a 8 configuracdes
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folha-B (estrutura B — pregueada). As configuragcdes 3 sdo numeradas ao longo da
cadeia de aminoacidos no sentido amino-caboxiterminal, sendo encontradas dentro
do ACD normalmente as cadeias 32 a B9 (SIDDIQUE et al, 2008).

Cada classe das HSPs tem uma funcéo caracteristica. As HSP20
sao proteinas que tem atividade independente de ATP, por isso ndo participam de
atividades que demandam energia, como o dobramento de proteinas recém-
sintetizadas e redobramento de proteinas desnaturadas ou inativas por dobramento
inadequado. No entanto, elas foram catalogadas dentro do grupo de chaperonas
moleculares pela sua capacidade de reconhecer e se ligar as proteinas
desnaturadas ou com dobramento inadequado e, assim, impedir interacbes
inapropriadas que levariam a formacgao irreversivel de agregados, precipitacdo e
degradagao dos mesmos por proteinases (SUN et al., 2002).

As Hsp20 sao algumas das representantes das proteinas chamadas
de ubiquitinas. Elas formam grandes complexos hetero oligoméricos que variam em
tamanho de 200-800kDa e também agem marcando agregados ja formados de
proteinas desnaturadas, ou de dobramento inadequado irreversivel, para a agao das
proteinas de degradacdo tanto em células procaridticas como em células
eucarioticas (AL-WHAIBI, 2010). A atuacado das HSP20 consiste em manter, quando
ainda possivel, os substratos proteicos em um estado integro e passivel para o
dobramento, ou marcar e permitir a acdo das proteinases quando necessario e, além
disso, podem direcionar proteinas para outros locais na célula (SUN et al., 2002; AL-
WHAIBI, 2010).

Estudos sobre a relagdo das HSP20 com a resposta ao estresse de
calor nas plantas tém revelado que mesmo em espécies divergentes, como plantas
C3, C4, MAC (Metabolismo Acido das Crassulaceas), monocotiledéneas, e outras
espécies, ha forte relacado entre o estresse de choque térmico e a expressao de tais
proteinas, sendo concomitantemente observado um acumulo de HSP20 em
organelas, como cloroplastos e mitocéndrias. Ha ainda a hipétese dessas proteinas
também estarem relacionadas com o controle de qualidade e manutencdo de
integridade da membrana, especialmente sob condi¢cbes de estresse (NAKAMOTO e
VIiGH, 2007).



51

2.6 As HSPs NA INTERACAO MOLECULAR PLANTA-PATOGENO

O conhecimento de como acontecem as interagdes moleculares
planta/patégeno é essencial, considerando a possibilidade de minimizar e mesmo
impedir prejuizos causados por patégenos as diversas culturas economicamente
importantes (HINES e ZAHN, 2009). Sabe-se que na resposta ao estresse bidtico,
estdo envolvidos genes que codificam proteinas de resisténcia (genes R) nas
plantas, os quais mediam o reconhecimento de proteinas patdégeno-especificas,
codificadas por genes de aviruléncia (genes Avr), ou elicitores (mecanismo de
resisténcia gene-a-gene) (van OOIJEN et al., 2010). Apdés o reconhecimento da
proteina Avr, os genes R s&o ativados e as proteinas por eles codificadas iniciam as
respostas de defesa.

A resposta de resisténcia da planta exige a interagdo de varias
outras proteinas, além das codificadas pelos genes R, as quais sdo denominadas
proteinas auxiliares na resposta de defesa, e incluem proteinas envolvidas na
geragdo de ROS, quinases e proteinas de choque térmico. (BUCHANAM et al.,
2000; van OOIJEN et al., 2010).

Recentemente, evidéncias genéticas revelaram que as chaperonas
desempenham um papel fundamental na imunidade da planta (SHIRASU, 2009). A
atividade das proteinas chaperonas de choque térmico durante o estresse bidtico,
por exemplo, tem se mostrado importante para a estabilidade e acumulo de
proteinas R, e assim para a coordenagao de toda a cascata de sinalizagado de
defesa (BOTER et al., 2007).

Maimbo e colaboradores (2007) estudaram as interagdes
compativeis e incompativeis de plantas de Nicotiana tabacum com cepas patogénica
e nao patogénica da bactéria Ralstonia solanacearum, indutoras de resposta de
hipersensibilidade. Através da técnica de differential display-PCR, foi realizado o
isolamento e a caracterizagao funcional de genes relacionados a interagao tabaco/R.
solanacearum. Dentre os fragmentos diferencialmente regulados nas folhas de
tabaco inoculadas com R. solanacearum, foi encontrada uma sequencia similar as
Hsp20 de Medicago truncatula, Cucumis melo e uma proteina hipotética de
Arabidopsis. Em tabaco, esse fragmento isolado tem sequéncia correspondente ao
gene codificador da proteina NtsHSP17, com comprovada resposta a indugao por

estresse de calor. Os resultados obtidos por PCR em tempo real, logo apods o
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silenciamento desse gene em tabaco e inoculagdo do patdbgeno, demostraram que a
expressdo de genes relacionados com a defesa, como proteinas de ligagcdo a
elementos de resposta ao etileno e genes relacionados a patogénese PR1
(patégeno-relacionada) e PR4, foi comprometida. O silenciamento do gene
NtsHsp17, codificador para uma NtHSP20, também resultou no aumento da
viruléncia de R. solanacearum, inclusive da cepa nao patogénica. Estes resultados
indicam que essa HSP20 pode ter importante relagdo na resposta de imunidade de
plantas de tabaco quando atacadas por R. solanacearum.

Resultados semelhantes foram encontrados por Garofalo e
colaboradores (2009), que analisaram a expressao de proteinas Hsp20 durante as
interagbes compativeis e incompativeis de plantas de laranja e pimenta com os
patdbgenos bacterianos Xanthomonas axonopodis pv. citri e Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria, respectivamente. Os perfis de expressao das Hsp20, nas
diferentes situacdes, estiveram relacionados ao tempo decorrido apds o tratamento
de inoculacdo das plantas e a compatibilidade da interagdo, sugerindo que tais
proteinas estejam relacionadas a resposta basal de defesa das plantas.

Em plantas de tabaco foi demonstrado que a resisténcia contra
Fusarium oxysporum e nematoides do género Meloidogyne mediada pela resposta
de hipersensibilidade é fortemente reduzida quando uma classe especifica de Hsp20
é silenciada. Em ambos os casos, proteinas Hsp20 interagem de forma especifica
com as proteinas codificadas pelos genes R especificos (I-2 e Mi-1,
respectivamente), desencadeando a resposta de hipersensibilidade (van OOIJEN et
al., 2010). Este é o unico relato demonstrando a interagéo fisica entre uma HSP20 e
um gene R do tipo NB-ARC-LRR (nucleotide binding sites-leucine-rich regions) em
tomate.

Alguns estudos recentes também sugerem a participagdo das Hsp20
na resposta a estresse biotico em soja. Kandoth e colaboradores (2011), estudando
0s mecanismos de resisténcia da soja ao nematdide Heterodera glycines,
compararam os perfis de expressdao génica de sincicios em desenvolvimento em
duas linhagens de soja diferenciadas apenas pelo gene Rhg1 (resisténcia a H.
glycines). Dentre os 1.447 genes que foram diferencialmente expressos entre as
duas linhagens, 4 correspondem a genes para proteinas HSP20: Glyma149g06910,
Glyma10g32000, Glyma08g07340 e Glyma04g05720; e outros para enzimas que

levam ao aumento dos niveis de espécies reativas de oxigénio. Esses resultados
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demostram que uma complexa rede de eventos moleculares ocorre durante a
resisténcia mediada por Rhg1, levando a uma resposta de defesa contra um
patdbgeno das raizes de soja e que, possivelmente, as Hsp20 desempenhem
importante papel na resisténcia.

Fuganti e colaboradores (2004), utilizando marcadores
microssatélites, identificaram um QTL ligado a resisténcia ao patégeno Meloidogyne
javanica a partir de uma populacdo segregante de soja. O sequenciamento do gene
mapeado no QTL revelou alta similaridade com um gene da familia Hsp20, o GmHps
17.6-L. Fuganti e colaboradores (2010) avaliaram os niveis de expressao do gene
GmHps 17.6-L em gendtipos de soja resistentes e suscetiveis ao nematodide M.
javanica e observaram haver indugdo no nivel de expressdo desse gene nos
gendtipos resistentes, quando comparados aos genotipos suscetiveis. Tais dados
indicam que essa proteina pode participar de forma categérica na complexa resposta
de resisténcia da soja a esse patégeno, porém ensaios futuros sdo necessarios para
comprovar essa hipotese.

Outros estudos, também realizados com soja, vém sugerindo que o
posicionamento dos cis elementos de resposta a choque térmico nos promotores
das Hsp esta diretamente relacionado a sua ativacdo durante estresse bidtico.
Escobar e colaboradores (2003) analisaram a influéncia das alteragées de posigao
de elementos HSE (Heat Shock Element) na regido promotora de um gene Hsp20 de
girassol HaHsp17.7G4 sobre a sua expressao nas células gigantes, formadas apds a
infeccao pelo nematoide Meloidogyne incognita em plantas de tabaco transgénicas.
Os resultados obtidos pelos autores demonstraram que a Hsp20 HaHsp17.7
responde a infec¢do pelo nematdide e que a presenga de um unico elemento HSE ja
€ suficiente para sua inducado, desde que o mesmo ocorra até - 83 pares de base
(pb) do sitio de inicio da transcricdo. Quando o elemento HSE é posicionado a
distdncias maiores que - 83 pb do sitio de inicio da transcricdo, o gene Hsp20
HaHsp17.7 deixa de ser induzido em resposta a infec¢ao pelo nematéide.

Posteriormente, a analise comparativa dos promotores de
HaHsp17.7 (- 83 pb G4) e dois outros Hsp20 de girassol, que também respondem a
infeccado pelos nematdides, HaHsp18.6 (G2 contem dois HSE, um proximal, - 49 pb)
e HaHsp17.6 (G1 contem um HSE, mais distante, - 108 pb), em plantas de
Arabidopsis transformadas pela técnica de floral deep, corroborou com os dados

obtidos por Escobar e colaboradores (2003), ratificando a importancia da presenca
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de um unico nucleo de elemento HSE distantes até - 83 pb do sitio de inicio da
transcricdo (BARCALA et al., 2008). Para essas analises foram utilizadas
construgbes com o gene marcador Gus sob regulagdo de diferentes configuragdes
de posi¢des e numeros de elementos HSE no promotor. Além disso, no mutante G1,
a distancia entre o HSE e o TATAbox estavam muito maior do que a HSE | em G2
ou G4 (49 pb em comparacao a 12 pb no G2 e 21 pb no G4). Elementos CAATbox
também foram preditos e foram encontrados entre as matrizes de HSE no promotor
de G2 (posigdo de CAAT box - 177 pb e - 72 pb) e G4 (posigdo de CAATbox - 141
pb). Em contraste, com o CAATbox foi identificado no promotor posicionado - 67 pb,
antes do elemento HSE.

Os resultados demonstraram que o promotor G2 foi ativado apos a
infeccdo do nematdide em plantas de tabaco transgénicas, enquanto o G1 nao foi
induzido apés a infecgao do nematodide. Além disso, aparentemente o promotor G4
responde apenas a nematdides de galha, pois nao foi ativado nas plantas infectadas
por nematoide de cisto. Esses resultados indicam principalmente que a disposi¢cao
dos elementos HSE na regido promotora, e ainda a sua configuragdo em conjunto
com outros elementos, como TATAbox e CAATbox, exerce importante influéncia na
resposta desses genes sob estresse bidtico. Além disso, essa configuragdo parece

ter influéncia na expressao desses genes em diferentes espécies de patdégenos.

2.7  BIOINFORMATICA: ARMAZENAMENTO E ANALISE DE INFORMACOES

De acordo com a definicao do Centro Nacional de Informagdes sobre
Biotecnologia dos EUA— NCBI (2001); Bioinformatica € o campo da ciéncia onde a
Biologia, a Ciéncia da Computagao e a Tecnologia da Informagédo se reunem para
formar uma s6 disciplina. Existem trés vertentes principais dentro da bioinformatica:
a) o desenvolvimento de novos algoritmos e estatisticas que permitam avaliar
relacbes entre os membros de grandes conjuntos de dados; b) a analise e
interpretacdo de varios tipos de dados, incluindo sequéncias de nucleotideos,
aminoacidos, dominios de proteinas, estruturas de proteinas; c) o desenvolvimento e
implementacdo de ferramentas que permitem o acesso e a gestdo eficiente dos
diferentes tipos de informacgéao.

O termo “Biologia Molecular Computacional” pode ser usado, para

melhor entendermos esse novo campo da ciéncia, ou mesmo como sindnimo para
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Bioinformatica. De forma resumida, esse termo descreve qualquer uso de
computadores e programas computacionais para aplicar métodos matematicos e
estatisticos para analisar e caracterizar a estrutura, fungdo e variabilidade de
componentes moleculares, como sequéncias de DNA/RNA (genes), de aminoacidos
(proteinas) e qualquer outra informagao de origem bioldgica (SANTOS, 2004).

As tecnologias de sequenciamento de nova geracgéao, ou plataformas
de sequenciamento de alta performance (454, Solexa e SOLID), tém colocado a
bioinformatica como um conhecimento de fronteira na biologia molecular; o que
também pode ser visto na protedmica com os espectrdbmetros de massa cada vez
mais modernos, utilizados para o0 sequenciamento massivo de cadeias de
aminoacidos.

O uso de tais tecnologias provocou uma rapida expansao do volume
de dados de sequéncias biolégicas (nucleotideos e aminoacidos) geradas nos
ultimos anos, resultando no acumulo de informagdées como dados de expressao de
genes e de proteinas, interagbes moleculares, perfil metabdlico/bioquimico,
estruturas moleculares, filogenia, entre outras, gerando uma significativa demanda
por recursos de manipulagao e analise computacional especializada, que devem ser
especialmente pensados para as novas formas de obtencao da informagao. Toda
essa imensa quantidade de informagdes, oriundas de tipos de pesquisa e analise
diferentes em inumeros laboratorios de todo o mundo, precisa ser organizada e
colocada a disposicdo dos pesquisadores. As ferramentas de bioinformatica
permitem que esses dados sejam armazenados e organizados em banco de dados,
racionalizando o acesso para processamento, analise e interpretacdo dos dados
biolégicos em redes inter-relacionadas, interativas e amigaveis (LUSCOMBE et al.,
2001; QUEIROZ, 2002; De CARVALHO e SILVA, 2010).

A criacdo dos bancos de dados acelera a investigagdo em outras
areas como a medicina, a biotecnologia, a agronomia, etc. Um banco de dados pode
ser definido como um conjunto de dados, estruturado de forma que possa ser
utilizado com eficiéncia simultaneamente por varios usuarios dentro de uma
organizacao (SILBERCHATZ et al., 2006 apud CAITAR, 2010).

Os BDBM’'s (banco de dados de biologia molecular) estado
classificados de acordo com as informagdes bioldgicas neles contidas, em bancos
primarios, secundarios e especializados. Os bancos primarios sao aqueles que

armazenam informacdo de sequéncias, como de nucleotideos e proteinas. Os
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principais bancos dessa categoria s&do European Molecular Biology Laboratory
(EMBL)/European Bioinformatics Institute (EBI) (mais antigo), National Center for
Biotechnology Information (NCBI, GenBank) e o DNA Database of Japan (DDBJ),
todos formam o International Nucleic Acid Sequence Data Library (XIONG, 2006).

Os BDBMs secundarios armazenam resultados de analises feitas a
partir de dados primarios. Os bancos SWISS-Prot e o PIR (Protein Information
Resources) sdo exemplos de BDBs secundarios que armazenam informagdes
referentes as proteinas, como anota¢des de fungdo da proteina nos organismos,
estrutura secundaria e terciaria, além de literatura associada. Por fim, os BDBMs
especializados atendem a um interesse particular de pesquisa, como por exemplo,
um organismo em especifico ou tipo de dado de proteinas. Os BDs Flybase, HIV
sequence database, Soybase sao de organismos em especifico e o BD PROSITE &
de dados de proteinas (XIONG, 2006).

Atualmente, a maioria desses BDs apresentam atualizagdes
constantes e uma excepcional interligagdo entre os mesmos, 0 que permite uma
melhor busca e analise das informacdes. Um exemplo disso € o banco de dados
Phytozome, que é um projeto conjunto do Department of Energy's Joint Genome
Institute e do Center for Integrative Genomics. Nele esta contida uma grande
quantidade de dados de sequenciamento e anotagdes gendémicas de 25 espécies de
plantas, dentre elas a soja. Com acesso livre, esse banco de dados também é
integrado a outros BDs, como Pfam, KOG, KEGG e atribuicbes PANTHER e
anotacgdes a disposi¢cao do publico a partir RefSeq, UniProt, TAIR, JGI.

A correspondéncia entre bancos de dados tem provado ser um
método extremamente util para encontrar a funcédo de um gene, cuja sequéncia foi
recentemente adquirida, mas sua funcdo permanece desconhecida. Por exemplo, se
em uma analise de busca por similaridade, utilizando uma sequéncia desconhecida
obtem-se como retorno uma ou mais sequéncias, cuja fungédo ja € conhecida, a
atividade bioquimica ou estrutura da sequencia desconhecida pode ser inferida,
caso exista elevada similaridade entre as sequéncias. Porém, nenhum retorno pode
ser o resultado obtido em uma analise de busca por similaridade, o que indica que
provavelmente se trata de uma sequéncia ainda n&o descrita (REHM, 2001).

Atualmente, os milhdes de dados armazenados e disponibilizados a
comunidade cientifica nos BDs, e o conhecimento ja existente sobre os sistemas

biologicos, tem permitido o avango de uma nova metodologia de pesquisa, 0s
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ensaios in silico. Essa abordagem computacional tem poupado tempo e também
custos, que seriam despendidos durante uma triagem experimental, fornecendo uma
selecdo mais apurada de candidatos potenciais, como genes e proteinas para as
analises de interesse (XIE et al., 2007). Essa metodologia possibilita que a pesquisa
se inicie em etapas mais avangadas, tendo como base as informacdes disponiveis, e
permitindo o desenvolvimento de ensaios in vitro dirigidos.

Os bancos de dados de expressao génica digital sdo bons exemplo
para 0os casos em que o tempo de fase experimental da pesquisa pode ser
significativamente poupado. O Genenvestigator, agora na versdo V4, é um banco
de dados de expressao digital, disponivel via web, que permite explorar a regulagao
da expressao de genes de interesse em centenas de condi¢gdes experimentais, tipos
de tecidos, doencgas e gendtipos; Ou mesmo, quais genes estao regulados em uma
situacao de interesse. Atualmente, tem sido um dos mais importantes bancos dessa
categoria (expressao digital), usado por pesquisadores de inumeras universidades e
empresas em todo o mundo. Isso é devido, principalmente a qualidade das
informagdes disponiveis, ja que sdo dados curados, € ao acesso cada vez mais
facilitado, gragas as periodicas atualizagdes e redesign da interface grafica (HRUZ et
al., 2008).

Nos ultimos anos, o numero de bases de dados e ferramentas on-
line para analise de sequéncias e experimentos in silico aumentou
exponencialmente. Programas on-line, como MEME (multiple Em for motif
elicitation), Matlnspector (Genomatix), Place e PlantCare tém sido amplamente
utilizados para analises de motivos proteicos e também elementos cis regulatérios
(SARKAR et al., 2009; LIN et al., 2011). O pacote Genomatix ainda disponibiliza
ferramentas para a obtengao de modelos de disposi¢cao e composicao de elementos
cis regulatorios nas regides promotoras dos genes de interesse, tendo como base,
dados armazenados em bancos interligados e analises estatisticas. Outras
ferramentas on-line, como SignalP Server, desenvolvido por Petersen e
colaboradores (2011), podem ser utilizadas para a predigao in silico, a partir de um
Modelo de Hidden Markov (HMM), de peptideos sinais em sequéncias de
aminoacidos com diferentes aplicagdes (OUYANG et al., 2009). O software on-line
TMHMM server desenvolvido por Krogh e colaboradores (2000), é utilizado na
predicao e localizacdo de dominios transmembrana em sequencias peptidicas, e tem

tido bastantes aplicagdes. Os diagramas gerados como resultados no TMHMM
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indicam a probabilidade da presengca de um dominio transmembrana ao longo da
cadeia de aminoacidos. Quando ha alta probabilidade da presen¢a de um dominio, &
possivel definir sua ocorréncia por meio do diagrama, e identificar as regides
transmembrana, tanto intra quanto extracelulares.

Outras ferramentas como o Phyre vém sendo amplamente utilizadas
pela comunidade cientifica (média de 4.150 submissdes diarias) para predicao de
estrutura e funcdo de uma proteina a partir da submissdo de uma sequéncia de
aminoacidos (KELLEY e STERNBERG, 2009). O servidor Phyre dispée de um banco
de dados de estruturas secundarias e terciarias de proteinas conhecidas, e que é
atualizado a cada submissdo no Protein Data Bank (PDB) de uma nova estrutura
proteica. A predicdo da estrutura de uma proteina de interesse ocorre pela
submissao da sequéncia de aminoacidos que € comparada contra a base de dados
e a estrutura de uma proteina homologa serve de parametro para estabelecer o perfil
estrutural da proteina em questao (Bennett-Lovsey et al., 2008). Além de programas
para analises de sequéncia na busca de elementos cis regulatérios, dominios
funcionais e estruturas, atualmente, muitos bancos tem proporcionado a
investigacao digital da expressdo génica. Tais bancos sao alimentados por
resultados experimentais de investigagoes globais do transcritoma nas mais variadas
condigbes. Assim, o perfil de expressdo de um gene ou conjunto de genes de
interesse pode ser obtido avaliando-se sua expressédo digital. Além disso, as
mudancgas nas interfaces graficas de sites de analise e bancos de dados biolégicos,
para o uso de profissionais que ndo tenham conhecimentos profundos de
programagao e bancos de dados, estdo tornando mais simples o acesso e a
obtencédo dos resultados (LOPES e DIAS, 2010).

Tudo isso torna a pesquisa cada vez mais dindmica e interligada,
combinando os resultados obtidos pela comunidade cientifica e fazendo com que

todo o conhecimento seja aproveitado ao maximo.
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3 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho pretendeu, identificar membros e fazer uma
caracterizagao in silico das regides codificadoras e reguladoras dos genes da familia
Hsp20 de soja, a fim de estabelecer os padrdes de cis elementos potencialmente

envolvidos na resposta aos estresses abidtico e bidtico.

3.1 OBUJETIVOS ESPECIFICOS

v Caracterizar in silico a familia de GmHsp20 (Glycine max — Hsp20) quanto a

distribuicdo no genoma, localizagao subcelular e divisdo em subfamilias;

v' Caracterizar a familia de GmHsp20, quanto a presenga de elementos

conservados na regido codante e reguladora;

v’ Caracterizar in vivo os perfis de expressao das Hsp20 em raizes de soja, frente a
indugdo por estresses abioticos (calor e frio) e bidtico (infecgdo pelo nematdide

Meloidogyne javanica);

v Estabelecer modelos operacionais para os promotores dos GmHsp20, candidatos
induzidos por calor, frio e, principalmente pelo estresse bidtico (infecgdo por M.

Javanica);

v Avaliar niveis de expressdo diferenciados dos genes responsivos ao estresse
bidtico entre plantas de soja suscetiveis e resistentes ao patégeno submetidas a

infeccdo por M. javanica.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 ANALISES “IN SILICO”
4.1.1 Busca por Modelos Génicos Hsp20 em Soja
O modelo estatistico que representa a melhor sequéncia de um
dominio é conhecido como perfil do Modelo de Markov (Hidden Markov Model -

HMM). O HMM que representa o dominio das HSP20 (PF00011) foi obtido pelo site
Pfam (http://pfam.sanger.ac.uk/family/PF00011#tabview=tab4) e empregado para a

busca de modelos génicos anotados no genoma da soja como Hsp20. A submissao
da sequéncia perfil HMM utilizando a ferramenta BlastP contra os bancos de dados

Phytozome (http://www.phytozome.net/) e Superfamily

(http://supfam.cs.bris.ac.uk/SUPERFAMILY/) considerou todos os modelos génicos
com e-value < 0.001 e foi seguida da remocgéo de sequéncias redundantes entre os
dois bancos de dados. Como estratégia adicional de busca, foi utilizada a palavra-
chave “Hsp20” para a identificagdo de possiveis modelos génicos anotados como
Hsp20 em soja, que poderiam ter sido ignorados quando o perfil HMM foi utilizado,
devido a presenga do dominio Hsp20 incompleto.

As sequéncias peptidicas e 500 pb a montante do sitio de inicio da
transcricdo de todos os modelos génicos identificados (76 modelos) foram obtidas
com o] auxilio da ferramenta BioMart
(http://www.phytozome.net/biomart/martview/1510e95e6cd635e0cbbd85843a3f7d54)

4.1.2 Dominios Conservados e Estrutura Secundaria das GmHsp20

A presenga do dominio conservado alfa cristalino (alpha crystallin
domain —ACD) nas proteinas preditas foi determinada com o software MEME

(http://meme.sdsc.edu/meme/cgi-bin/meme.cgi), utilizando como parametros:

repeticao por sequéncia igual a 1, numero maximo de motivos encontrados igual a 1,
configurag&o para motivo ideal de 80 a 100 aminoacidos (CASHIKAR et. al., 2005) .
A sequéncia do motivo obtido foi submetida nos programas InterProScan

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/InterProScan/) e PROSITE (http://www.expasy.org), para

confirmacéao de identidade.
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A sequéncia protéica dos genes preditos da familia GmHsp20 foi
utilizada na ferramenta EXPASY PROTPARAM
(http://www.expasy.org/tools/protparam.html) para obtencdo das informag¢des sobre
peso molecular, ponto isoelétrico tedrico (Pl), composicdo de residuos de
aminoacidos e indice de instabilidade [sendo considerado um indice >40 como
instavel] (GURUPRASAD et al., 1990)]. As anotacdes de localizagdo cromossdmica
predita, numero e tamanho de introns em pb foram obtidos no banco de dados
Phytozome.

Para as predigdes de peptideos sinal, dominio transmembrana e
localizagao subcelular foram utilizados 0s softwares SignalP
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/), WoLF, PSORT (http://wolfpsort.org/)
(http://psort.nibb.ac.jp/), PREDOTAR (http://urgi.versailles.inra.fr/predotar.html/),
TargetP (http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/), e TMHMM 2.0
(http://www.cbs.dtu.dk).

4.1.3 Busca por HSE e Outros cis Elementos na Regido Regulatoria dos Modelos

Génicos

Nem todos os 76 modelos génicos possuem atualmente a regido
5UTR predita. Desta forma, foi possivel obter apenas 53 sequéncias com
informacgéo disponivel para pelo menos 500pb a montante do sitio de inicio da
transcricdo. Na busca por cis elementos nessas sequéncias foram utilizadas as
bases de dados PlantCare
(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/), PLACE
(http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/signalup.html), MEME (confirmado no TOMTOM
que permite a pesquisa por busca de similaridade do motivo encontrado nos bancos
de dados: Jaspar, Transfac e Uniprobe) e Matlnspector — Genomatix
(http://www.genomatix.de/cgi-
bin/matinspector_prof/mat_fam.pl?s=f3538718a86b1d874576e65b1b106706).
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4.1.4 Selecdo de Modelos Génicos para Anadlise “in vivo” e Desenho dos

Oligonucleotideos Iniciadores

Para as analises in vivo, foram selecionados os modelos génicos
que obedeciam aos critérios: (a) expressao evidenciada em pelo menos um dos
bancos de dados de expressao génica de soja: Genosoja
(http://www.bioinfo.cnpso.embrapa.br), SoyBase (Glycine max RNA-Seq Atlas)
(http://soybase.org/soyseq/), Genenvestigator
(https://www.genevestigator.com/gv/user/serveApplet.jsp?heapSize=500&exprMetho
d=rma); (b) presenca de dominio ACD na regiao codificadora; (c) presenga de pelo
menos um elemento HSE (heat shock element) na regido a montante do sitio de
inicio da transcrigdo. Quando a expressdo do modelo génico com dominio ACD
predito foi evidenciada nos bancos de dados disponiveis para a soja, mas a
presenca de elementos HSE nao foi avaliada devido a indisponibilidade da regiao
regulatoria, o modelo génico foi incluido para analise in vivo.

O desenho dos oligonucleotideos especificos para as analises de
RT-PCR e RTQg-PCR (two-step) foi realizado, utilizando o software Primer3Plus
(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi) e Vector NTI
Advance™ (Invitrogen), visando como alvo de amplificagdo segmentos de 85 —
150bases na regido 5'UTR, quando possivel. Essa estratégia foi adotada para
facilitar a amplificagdo especifica de cada elemento da familia de Hsp20. Para essa
familia génica em especifico, o desenho de primers na regido 5UTR foi mais
eficiente na busca pela especificidade, ja que existe uma alta conservagado nas
regidao proximas ao 3'UTR, pela presengca do dominio ACD. As principais
configuragbes para o desenho dos oligonucleotideos especificos, foram o tamanho
do fragmento, a porcentagem de CG de no minimo 40%, tamanho dos primers de 18
a 22 pb e PoliX maximo de 3. Todos os oligonucleotideos especificos obtidos foram
contrastados contra o banco de dados de Glycine max no Phytozome, para certificar
a especificidade da amplificacdo. A lista dos oligonucleotideos utilizados neste
trabalho (sequencia e tamanho do fragmento amplificado), bem como os modelos

génicos alvo-especificos € apresentada na Tabela 1S.
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4.1.5 Busca por Modelos de Promotores

Para a busca por modelos combinatérios de cis elementos nos
promotores dos genes Hsp20 foi utilizado o software FrameWorker — Genomatix
(http://www.genomatix.de/cgi-
bin/gems/launch.pl?s=3084bde478ae75857e7900731bf9e9c1;GEMS=1;TASK=fram
ework). Foram construidos modelos para a caracterizagcdo da regido promotora
minima dos genes Hsp20 de soja. Apds os resultados das analises de expressao in
vivo, por RT-qPCR, de dados obtidos de literatura e de bancos de expressao,
buscou-se também por modelos combinatorios de cis elementos nos promotores dos
Hsp20 que se mostraram responsivos a estresses bidtico e abidtico. A construgao do
modelo para os Hsp20 responsivos a estresse bidtico incluiu as identificadas no
presente estudo e os modelos génicos Glyma14g06910.1, Glyma10g32000.1,
Glyma08g07340.1, Glyma04g05720.1 (KANDOTH et al, 2011) e Glyma13g24460.1
(FUGANTI et al, 2010), que foram previamente identificadas em soja como
responsivos a estresse bidtico. Todas as etapas do estudo para a obtencdo de

modelos génicos de GmHsp20 esta apresentada no Fluxograma (Figura 5).

4.1.6 Relacédo Filogenética e Distribuicao em Subfamilias

A categorizagdo das HSP20 de soja em subfamilias foi possivel
através do uso da informacéao da predi¢ao de localizagao subcelular (SCHARF et al.,
2001) e relagao filogenética entre os candidatos, utilizando tanto a sequéncia de
aminoacidos de dominios proteicos quanto a regido regulatéria, quando disponivel.

Para analise da relagédo filogenética utilizou-se a sequéncia de
aminoacidos correspondente aos ACD identificados pelo MEME, para cada proteina
selecionada para a analise in vivo e predita como HSP20 de soja, as GmHSP20.
Também foram utilizadas as sequéncias dos dominios ACD de HSP20 de diversos
organismos (Arabidopsis thaliana, Oryza sativa, Vitis vinifera, Triticum aestivum,
Pisum sativum, Solanum lycopersicum, Zea mays, Lycopersicon peruvianum,
Cynodon dactylon, Saccharum officinarum, Sorghum bicolor, Hordeum vulgare) para
0sS quais ja se conhece a distribuicdo entre as subfamilias de todas, ou algumas,
HSP20. Através do software ClustalX (versdo 2.1) realizou-se o alinhamento multiplo

par-a-par de todas as sequéncias, e a partir deste alinhamento foi construida uma
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arvore filogenética (software Mega 5.0) ndo-enraizada pelo método neighbor-joining
(SAITOU e NEI, 1987) com bootstrap (1.000 repeti¢cdes). A estrutura secundaria das
possiveis GmHSP20 foi predita utilizado o] software Phyre2
(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2). Também foram anotados os tamanhos das
ORF (Open Reading Frame) e o numero e tamanho de introns preditos, disponiveis
no Phytozome. A ORF é uma sequéncia de DNA, delimitada por um cédon de inicio
de leitura e um cédon de parada.

A partir das estruturas secundarias preditas para as HSP20
estudadas e da analise filogenética para distribuicdo em subfamilias, foram
construidos modelos especificos para cada subfamilia das HSP20 de soja. Nessa
analise, foram consideradas a presenca de introns, a posicdo do dominio ACD, o
numero de regides R-pregueada e presencga/posicdo de peptideo sinal (van
MONTFORT et al., 2001).

4.1.7 Analise de Localizacdo Cromossémica e Duplicagao Génica

Para a analise de duplicagao génica, as sequéncias proteicas das 47
GmHSP20 candidatas foram analisadas pela ferramenta blastp suite-2sequences-
NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Os parametros de selegdo foram
minimo de 70% identidade e minimo de 80% de cobertura. Os genes GmHsp20
foram plotados nos cromossomos utilizando o software MapChart, através da
informacdo de suas posigcdes cromossémicas, disponivel no Phytozome, e do
tamanho em pares de base de cada um dos 20 cromossomos da soja.

Para estabelecer as possiveis duplicagbes dos genes GmHsp20 no
genoma da soja, foram utilizadas informagdes fornecidas no trabalho de Schmutz e
colaboradores (2010) a respeito das duplicagbes ocorridas durante a evolugcao da

soja, e os resultados de identidade e cobertura.
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Figura 5 - Fluxograma das etapas conduzidas para a realizagdo das analises in
silico dos genes Hsp20 de soja.
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4.2  ANALISES “IN VIVO”

4.2.1 Material Biolégico e Instalacdo do Experimento para Analises “in vivo”

O gendtipo de soja, BRS133, suscetivel a infecgdo pelo nematéide
Meloidogyne javanica, foi disponibilizado para este experimento pelo Banco Ativo de
Germoplasma (BAG) da Embrapa Soja. As sementes da cultivar foram tratadas com
fungicida, semeadas em papel de germinagao e mantidas na camara de germinagao
do Laboratério de Qualidade de Sementes da Embrapa Soja. Trés dias apos a
emergéncia, cada plantula foi transplantada para um tubete plastico com 5 cm de
diametro e 25 cm de altura contendo areia autoclavada. O experimento foi conduzido
em fitotron, tendo a temperatura controlada em 25°C + 3°C, humidade em 90% %
10% e regime de luminosidade de 16 horas luz e 8 horas escuro. Os tratamentos
tiveram inicio apds as plantas atingirem o estadio de desenvolvimento em V3

(formagéao do terceiro trifdlio).
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4.2.2 Tratamento — Estresse Abiotico (Temperatura)

O delineamento experimental para os tratamentos de estresses
abidticos foi inteiramente casualizado, com trés réplicas para cada uma das trés
repeticoes do tratamento. Os tratamentos utilizados foram choque térmico por trés
horas a 4°C (SARKAR et al., 2009; SWINDELL et al., 2007) (tratamento de frio), a
42°C (ZHOU et al., 2011; SWINDELL et al., 2007) (tratamento de calor) e 25°C
(tratamento controle), totalizando 27 tubetes com uma planta em cada (Figura 6).
Para as coletas, o sistema radicular de cada planta foi retirado e lavado, um a um,
utilizando agua destilada na temperatura respectiva a cada tratamento, para eliminar
0 excesso de areia. Em seguida, foi retida e descartada a parte aérea e,
imediatamente, a raiz foi envolta em papel aluminio, devidamente identificado e

armazenado em caixa de isopor contendo nitrogénio liquido.

Figura 6 - Representacdo esquematica do delineamento experimental instalado com
0 gendtipo BRS133, susceptivel a nematdide de galha, em fitotron para
exposigcao a condi¢cdes de estresse abidtico.
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4.2.3 Investigagao do Perfil Heat Shock em Tecido Especifico — Folha

Para analise de expressao dos modelos génicos candidatos a Hsp20
de soja que ndo foram induzidos nos tecidos radiculares sob estresse de calor,
caracteristica marcante dos genes da familia Hsp20, foi instalado um novo
experimento para coleta de folhas de plantas de soja do gendtipo BRS133
submetidas ao choque térmico. Essa estratégia visou a investigacdo da possivel
indugdo desses genes de forma tecido-especifica e permitindo assim o seu
enquadramento dentro da familia Hsp20. O delineamento experimental para o

tratamento de estresse por choque térmico foi inteiramente casualizado, com trés



67

repeticdes por tratamento (plantas), submetidas por trés horas a 42°C (ZHOU et al.,
2011; SWINDELL et al., 2007) e 25°C (tratamento controle). Para as coletas, da
parte aérea foram retiradas trés folhas de cada planta e, imediatamente, envoltas em
papel aluminio, devidamente identificado e armazenado em caixa de isopor

contendo nitrogénio liquido.

4.2.4 Preparo do Inéculo e Inoculagao das Plantas

Para a obtencdo do inoculo, uma populacdo de Meloidogyne
Jacanica foi multiplicada na casa de vegetacédo do Setor de Nematologia da Embrapa
Soja, em plantas de amendoim, por trés meses. As raizes das plantas de soja foram
processadas de acordo com a técnica de Boneti e Ferraz (1981), lavadas, cortadas
em pedacos e trituradas em liquidificador, para extracdo dos nematdides.
Posteriormente, as amostras foram passadas em peneiras de 60 e 500 meshs e,
apos enxague com agua corrente, o conteudo retido na peneira de 500 mesh (ovos,
larvas e adultos do nematdide) foi recuperado em beckers (Figura 8). Apds trés dias
em camara de eclosao, os J, viaveis foram coletados a cada dia, durante trés dias,
em frasco erlenmeyer. O material obtido na extracdo e eclosdo (incubado em
camara de eclosado) foi quantificado em lamina de Peters, utilizando 1mL da
suspensao para a projecao do numero total de individuos para que o inéculo fosse
ajustado para conter 125 individuos/mL (LOPES, 2009). A partir de uma Uunica
massa de ovos até 500 juvenis podem infectar uma ou mais raizes préximas e iniciar
um novo ciclo de vida (DROPKIN, 1989 apud TEREFE et al., 2009).

Figura 7 - Peneiras de 60 meshs (superior) e 500 meshs (inferior), utilizadas para
recuperar os individuos de Meloidogyne javanica a partir de raizes de soja
trituradas em liquidificador.
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Cada planta foi inoculada com 4mL de larvas juvenis (J;) de M.
Javanica com o auxilio de pipeta automatica, junto as raizes, através de um pequeno
orificio aberto ao lado da raiz da planta (Figura 9), totalizando cerca de 500

nematdides por planta.

Figura 8 - A. Abertura do orificio ao lado do colo da planta para a inoculagdo de
nematoides. B. Inoculagdo das amostras de soja com individuos de
Meloidogyne javanica.

Todas as amostras coletadas foram mantidas em ultrafreezer a -80°

C até a continuidade dos procedimentos de extracdo de mRNA.

4.2.5 Tratamento — Estresse Bio6tico (Infecgdo M. javanica)

O delineamento experimental para o tratamento de estresse bidtico
por infeccdo pelo nematdide M. javanica foi conduzido inteiramente casualizado,
com trés réplicas para cada uma das trés repeticbes do tratamento, e uma estrutura
de tratamentos com dois fatores: tempo de inoculagéo (dias apds inoculagéo - 4dpi e
8 dpi) (KANDOTH et al., 2011), e infecgao (inoculado - INOC e falso inoculado -
MOCK) (Figura 7), totalizando 36 tubetes com uma planta cada. A metodologia de

coleta ocorreu da mesma forma para o estresse abiético.
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Figura 9 - Representacédo esquematica do delineamento experimental instalado com

o genotipo BRS133, susceptivel a nematdide de galha, em fitotron para
inoculagao do nematéide M. javanica.
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4.2.6 Analise Comparativa dos Genes Responsivos ao Estresse por Infeccdo pelo

Nematdide em Gendtipo Resistente

Para analise comparativa entre os gendtipos suscetivel e resistente
a infecgao pelo patdégeno, foi instalado um experimento com a cultivar P1505099,
resistente ao patdogeno. Essa estratégia visou a analises de expressao relativa dos
genes que na cultivar suscetivel foram induzidos pela infecgdo. O delineamento
experimental e a coleta seguiram o mesmo procedimento aplicado no tratamento de

estresse bidtico para a BRS133.

4.2.7 Preparo das Amostras, Extracdo de DNA e RNA Total

Cada uma das trés repeticdes dos blocos, composta por trés
réplicas, foram maceradas separadamente utilizando-se pistilo, almofariz e
nitrogénio liquido. Apds maceradas, as amostras foram distribuidas em microtubos
de 1,5mL e armazenadas em ultrafreezer a -80°C.

O DNA das amostras de todos os tratamentos (estresse bidtico -
infeccdo pelo nematdide Meloidogyne javanica) foi extraido para diagnéstico
molecular (técnica de PCR - Polimerase Chain Reaction) e confirmacao da presenca
do parasita nos tecidos de raiz. O conjunto de oligonucleotidicos especificos para a
deteccao da espécie M.  javanica, com amplicon  de 945bp
(foward_5’CAAAACCACGCGGCTTCGGC? e
reverse 5TGGGGGTGCCCTTCCGTCAAZ’), foi desenhado utilizando o programa
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computacional Primer-BLAST/NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/index.cgi?LINK_LOC=BlastHome).

O DNA de fémeas do nematdide M. javanica foi extraido, utilizando
protocolo de extracdo modificado de Madani e colaboradores (2005), para servir de
controle positivo nas reacdes de PCR de confirmacgao da infeccdo nas raizes. Cerca
de 50 fémeas adultas foram coletadas diretamente das raizes, com auxilio de lupa e
espatula, em tubo eppendorf de 1,5mL contendo 20 yL de agua bidestilada e
autoclavada.

Em seguida, adicionou-se 12 pL de proteinase K (600 pg/ml) e a
amostra foi macerada dentro dos tubos com auxilio de pistilo. Na etapa seguinte,
foram adicionados 120 pyL de 1x Buffer PCR (/nvitrogen). A amostra foi incubada
durante 1 hora a temperatura de 65°C, seguida pela incubagdo por 15 minutos a
95°C. Em seguida, adicionou-se 150uL de cloroférmio e a amostra foi agitada por
suaves inversdes durante 5 minutos. Apds centrifugacao a 18000g por 5 minutos foi
transferido o sobrenadante para um tubo novo e precipitou-se o DNA com 0,2 mL de
isopropanol gelado. Na etapa seguinte, a amostra foi misturada por inversdes e
incubada durante 10 min a -20°C. Apds centrifugagdo a 18000g por 15 minutos a
4°C, o sobrenadante foi descartado e adicionou-se 0,4 mL de etanol 70%. Apods
centrifugagdo a 18000g por 5 minutos a 4°C o etanol foi removido e o precipitado
final ressuspendido em 30uL de agua Milli-Q.

Para a reacdo de padronizacdo de PCR de deteccido da infeccao
pelo nematoide foram misturados 1 uyL de DNA de soja e nematéides a [30ng/uL],
18,8uL de agua Milli-Q, 2,5 pyL de tampao de PCR [10x], 1 pL de dNTPs Mix a
[2,5mM], 1 yL de MgCl, a [50mM], 0,5 uL PCR primer, forward e reverse, a [10uM] e
0,2 uL Taq DNA Polimerase [5U/uL] (Kit PCR Invitrogen), tendo como volume final
de reacao 25 uL. As misturas de reacado foram incubadas em termociclador para a
amplificagdo dos fragmentos utilizando-se o programa: 95°C por 1’, seguido de 30
ciclos de 95°C por 30’, variado°C por 30” e 72°C por 1’ e um passo adicional de
72°C por 7 minutos. As reagdes de PCR foram feitas em duplicata, sendo testadas
seis diferentes temperaturas de pareamento para o par de oligonucleotideos (54, 56,
58, 60, 62 e 64°C) (Figura 13).

Em seguida as amostras foram aplicadas em gel de eletroforese,
preparado com agarose 1,5%, tampao TAE 1x (108g [2 moles] de Tris base, 57,1
ml acido acético glacial, 100 ml de solugdo de EDTA dissddico 0,5 M (pH 8.0), agua
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destilada para o volume de 1 litro) e corado com 25uL de brometo de etidio (10
mg/mL). Para a aquisicdo e armazenamento das imagens foi utilizado o
equipamento transluminador e fotodocumentador Loccus.

Para a extracdo de DNA dos nematdides, diretamente das raizes
infectadas no experimento, foi utilizado o protocolo descrito por Rahman e
colaboradores (2010) e a integridade avaliada por eletroforese.

As raizes maceradas em cadinho com nitrogénio liquido e
distribuidas em tubos de 1,5mL foram acrescidas de 1mL de tampao de extracao de
DNA [4% (w/v) CTAB, 100 mM Tris-HCI (pH 8,0), 1,4 M NaCl, 50% mM Na-EDTA
(pH 8,0) e 1 (w/v) DTT] para cada 50 mg (peso fresco) de tecido da raiz.

As amostras foram homogeneizadas em vortex por 5 minutos a
temperatura ambiente. Na etapa seguinte, foram incubadas por 30 minutos a 55°C.
Apos centrifugacédo a 18000g em temperatura ambiente por 5 minutos transferiu-se o
sobrenadante para um tubo novo de 2 mL. A segui adicionou-se 200ug de RNase A
por mL de tampao de extragao e incubou-se por 15 minutos a 37°C. Apds periodo de
incubagdo, adicionou-se igual volume de fenol: cloroférmio: alcool Isoamilico
[25:24:1]. Apo6s centrifugagdo a 18000g por 5 minutos a 4°C transferiu-se o
sobrenadante para um tubo novo de 2 mL, e foi adicionado volume igual de
cloroférmio: alcool Isoamilico [24:1]. As amostras foram vigorosamente agitadas em
vortex, centrifugadas a 18000g durante 5 minutos a 4°C durante 5 min, e em seguida
transferiu-se o sobrenadante para um tubo novo de 2mL. Para a precipitacido do
DNA adicionou-se 350 pL de isopropanol gelado, misturou-se por inversdes. Apos
incubacéo a -80°C por 1h as amostras foram descongeladas sem agitagdo a 4°C.
Em seguida, foram centrifugadas a 20000g durante 20 minutos a 4°C, descartou-se
o0 sobrenadante e adicionou-se 1mL de etanol 70% (v/v). Apds centrifugacéo a
14000g em temperatura ambiente por 5 minutos, descartou-se novamente o
sobrenadante e o precipitado foi ressuspendido em 20 uL de de agua Milli-Q. A
concentracdo e qualidade das amostras foram determinadas em espectrofotémetro
(A260/280 e A260/230) utilizando NanoDrop ® ND-1000 espectrofotometro
(Produtos Nanodrop, Wilmington, DE, EUA).

Para a reacdo de PCR de confirmacgao de infecgdo foram utilizadas
as condi¢cdes de reacao descritas anteriormente e temperatura de anelamento de
64°C. Em seguida, as amostras foram aplicadas em gel de eletroforese, preparado

com agarose 1,5%, tampao TAE 1x (108g [2 moles] de Tris base, 57,1 ml &cido
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acético glacial, 100 ml de solucdo de EDTA dissédico 0,5 M (pH 8.0), agua
destilada para o volume de 1 litro) e corado com brometo de etidio (10 mg/mL). Para
a aquisicdo e armazenamento das imagens foi utilizado o equipamento
transluminador e fotodocumentador Loccus (Figura 2S).

O RNA total das raizes coletadas nos tratamentos com Meloidogyne
javanica (infectada) e sadia, bem como nos experimentos de estresse abidticos, nos
diferentes tempos, foi extraido utilizando-se o reagente TRIZOL (/nvitrogen,
Carlsbad, CA, EUA), de acordo com instrugdes do fabricante. O Trizol € uma solugéo
monofasica de fenol e guanidina isotiocianato, que permite a extracdo de RNA
vegetal em uma etapa unica (CHOMCZYNSKI e SACCHI, 1987). Durante a
homogeneizagédo ou lise da amostra, o Trizol mantém a integridade do RNA
enquanto rompe as células e dissolve os componentes celulares.

As raizes maceradas em cadinho com nitrogénio liquido e
distribuidas em tubos de 1,5mL foram acrescidas do reagente Trizol (1 ml/100 mg
tecido). A amostra foi homogeneizada em vortex por 5 minutos a temperatura
ambiente. Em seguida, adicionou-se 0,2 mL de cloroférmio para cada 1 mL de Trizol,
agitou-se vigorosamente por 15 segundos e incubou-se por 3 minutos. Apds
centrifugacéo a 18000g por 15 minutos a 4°C transferiu-se a fase liquida para um
novo microtubo e precipitou-se 0 RNA com 0,5 mL de isopropanol para cada 1mL de
Trizol usado inicialmente. A adicdo de cloroférmio ao tampdo contendo RNA
solubiliza os lipidios da membrana celular e nuclear, e quando seguida da
centrifugacdo, separa a solucdo em fases aquosa e organica, permitindo a sua
remogao.

As amostras foram incubadas a temperatura ambiente por 10
minutos e fez-se nova centrifugacéo a 18000g por 10 minutos a 4°C para precipitar o
RNA. O sobrenadante foi removido e o precipitado lavado com etanol 75%. O etanol
foi removido por centrifugagédo a 14000g por 5 minutos a 4°C e o precipitado final
diluido em 50uL de agua tratada com DEPC (dietilpirocarbonato) autoclavada. Todas
as solugdes e utensilios para os procedimentos foram preparadas e tratados com
agua DEPC autoclavada, a qual atua inativando RNAses através da degradacgao dos
residuos de histidina presentes na enzima.

A concentracdo de RNA total das amostras foi determinada em
espectrofotdbmetro (nanodrop) a 230 nm e a integridade visualizada por eletroforese

em gel de agarose 1% contendo brometo de etideo (EtBr), em tampao SB pH 8,5
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(Figura 3S). Apds a extracao, todas as amostras de RNA foram mantidas em freezer
-80°C.

4.2.8 Sintese de cDNA

Em uma etapa previa a sintese de cDNA, as amostras de RNA
foram tratadas com a enzima Desoxiribonuclease | (Kit /nvitrogen - DNAse 1), a fim
de eliminar qualquer molécula de DNA presente na amostra. Para a reag¢ao, foram
utilizados 2 pg de RNA total, 1 yL do tampéao de reagdo da enzima (10x DNasel
Reaction Buffer), 1 uL de enzima DNasel [1U/uL] e agua DEPC para completar o
volume de 10uL. A reacao foi incubada a temperatura ambiente durante 15 minutos,
seguido da adigdo de 1 pL de solugdo EDTA [25mM]. A reacao foi incubada a 65 °C
por 10 minutos.

As amostras de RNA tratadas foram submetidas a uma avaliagcédo
pela técnica de PCR utilizando oligonucleotideos desenhados para o gene B-actina.
O intuito dessa reacéo foi de verificar a eficiéncia da reagdo de tratamento das
amostras de RNA com a enzima DNasel. Esse par de iniciadores € complementar a
dois exons diferentes, assim quando na presenca de moléculas de DNA gendmico, o
fragmento amplificado apresentaou tamanho igual a 520 pb e quando apenas na
presenca de RNA (cDNA) apresentou fragmento amplificado igual a 440 pb, ja que
um intron com tamanho de 80 pb é retirado apds a etapa de processamento do RNA
mensageiro (Figura 4S).

A concentraggo de RNA tratado foi determinada, em
espectrofotdbmetro (nanodrop) a 230 nm, utilizando como branco, uma reagéo
preparada com os mesmos reagentes da digestdo por DNasel, mas sem a adigao de
RNA.

Para a etapa de sintese de cDNA, foi utilizado o Kit SuperScript IlI
(Invitrogen). Foram utilizados na reacao 500ng de RNA tratado, 1uL de 50uM Primer
Oligo (dT)z20, 1uL de 10mM dNTP mix e agua DEPC para completar um volume final
de 10uL. A reacéo foi incubada a 65 °C por 5 minutos e logo em seguida colocada
no gelo por pelo menos 1 minuto. Em seguida foram adicionados 2uL de 10x RT
buffer, 4uL de 25mM MgCl,, 2 uL de 0,1M DTT, 1uL de 40U/uL RNase OUT™e 1uL
de 200U/uL SuperScript™ IlI. A reacdo foi incubada a 50 °C durante 50 minutos,

depois a 85 °C por 5 minutos e colocada no gelo para resfriar. A transcriptase
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reversa (RT) € uma enzima de origem viral, um retrovirus, que tem a capacidade de
produzir uma molécula de DNA fita simples a partir da cépia de uma molécula de
RNA mensageiro. Apds a sintese, a RT deixa um gancho no final 3'OH livre da
molécula, possibilitando o acesso da DNA polimerase e formagéo de segunda fita de
DNA (Griffiths, 2002). O RNAm utilizado como molde foi degradado pela ag¢ao da
RNase H, com a adicdo de 1ul da enzima seguida de incubagdo a 37°C por 20
minutos.

As amostras de cDNA foram submetidas a mesma avaliagao de
qualidade que as amostras de RNA quando tratadas com DNAsel (Figura 5S). Por

fim, as amostras foram armazenadas em freezer a -20°C.
4.2.9 Deteccao da Expressao das GmHsp20s por PCR Qualitativo

Previamente as analises de expressao, foram realizados testes por
PCR qualitativo para os 47 modelos génicos selecionados, avaliando-se a
especificidade e melhor temperatura de pareamento dos 47 oligonucleotideos
iniciadores desenhados. Para realizar os testes foi utilizado 60 ng de DNA gendémico
de soja. Para as misturas de reacgao foram utilizados 2 uL de DNA a [30ng/uL], 17,8
ML de agua Milli-Q, 2,5 yL de tampé&o de PCR [10x], 1 uL de dNTPs Mix a [2,5mM], 1
ML de MgCly a [50mM], 0,5 yL PCR primer, forward e reverse, a [10uM] e 0,2 uL Taq
DNA Polimerase [5U/uL], tendo como volume final de reagao 12,5 uL.

As misturas de reacdo foram incubadas em termociclador para a
amplificagdo dos fragmentos utilizando-se o seguinte programa: 94°C por 1°, seguido
de 30 ciclos de 94°C por 45, (variagdo)°’C por 30” e 72°C por 1" e um passo
adicional de 72°C por 10 minutos. As reag¢des de PCR foram feitas em duplicata e
sempre acompanhadas de reagdes controle (branco), sendo testadas trés diferentes
temperaturas de pareamento (60, 62 e 64°C) para cada oligonucleotideo.

Os produtos da amplificacdo foram analisados por eletroforese
convencional, sendo aplicado como marcador junto as amostras 4 pl de ladder de 50
pb (/nvitrogen), usado para inferir o tamanho do fragmento obtido na PCR (Figura
6S). Os géis de agarose 1,5%,foram preparados com tampao TAE 1x, e corado com
brometo de etidio (10 mg/mL). Para a aquisicdo e armazenamento das imagens foi

utilizado o equipamento transluminador e fotodocumentador Loccus.
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Uma vez determinadas as condi¢gdes ideais de amplificagao, os 47
iniciadores foram utilizados em PCR qualitativa para todos os tratamentos, a fim de
identificar modelos génicos com expressdo nao induzida pelo choque térmico, e
identificar genes responsivos ao choque térmico e/ou ao estresse bidtico (Figura 7S).
Para cada gene e tratamento analisado, foram preparadas triplicatas com trés
repeticdes bioldgicas na placa de PCR com 96 pogos. As misturas de reagcao foram
preparadas com: 2 yL de cDNA [dilucdo 1:2], 6,1 puL de agua Milli-Q, 2,5 pL de
tampao de PCR [10x], 0,7 uL de dNTPs Mix a [2,5mM], 1 yL de MgCl, a [50mM], 1
pL  PCR iniciador, forward e reverse, a [10uM] e 0,2 yL de Tag DNA Polimerase
[5U/uL] — Kit Invitrogen, tendo como volume final de reagdo 12,5uL. Todas as PCRs
tiveram como controle reagdo, reagdes negativas onde nao adicionou-se cDNA ou
qualquer outro tipo de molécula molde.

As misturas de reacdo foram incubadas em termociclador para a
amplificacdo dos fragmentos utilizando-se o seguinte programa: 94°C por 1’, seguido
de 30 ciclos de 94°C por 45’, 60°C por 30” e 72°C por 1° e um passo adicional de
72°C por 10 minutos. Os produtos da amplificagao foram analisados por eletroforese
convencional, sendo aplicado como marcador junto as amostras 4ul de ladder de 50
pb, usado para inferir o tamanho do fragmento obtido na PCR. Os géis de agarose
1,5%, foram preparados com tampao TAE 1x, e corado com brometo de etidio (10
mg/mL). Para a aquisicdo e armazenamento das imagens foi utilizado o

equipamento transluminador e fotodocumentador (Loccus).

4.2.10 Analise do Nivel de Expresséao - RTg-PCR

A analise do perfil de expressao dos modelos génicos foi realizada
pela técnica de RT-qPCR. A quantificacdo relativa, para cada gene e tratamento
analisado, foi realizada utilizando ftriplicatas técnicas de cada uma das trés
repeticbes bioldgicas. As reagbes de PCR em tempo real foram conduzidas em
termociclador ABI PRISM® 7500 Sequence Detection System (Applied Biosystems)
utilizando o kit SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), conforme as
instrugdes do fabricante. Como normalizador foi utilizado o gene de [(B-actina (acesso

n°: GMU60500), validado por Stolf-Moreira e colaboradores (2011), como controle

enddgeno para normalizar as quantidades iniciais de cDNA oriundo de experimentos

com plantas de soja
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A eficiéncia da reacao de amplificacdo para cada par de iniciadores
dos genes estudados e do normalizador foi estimada através de uma série de
diluicdes do cDNA (10 a 10™), onde foram testadas diferentes concentragdes finais
dos primers (0,14 pM, 0,16 pM, 0,2 uM, 0,24 uM). Os valores de Ct obtidos foram
plotados em fungao do logaritmo das dilui¢gdes, e o indice de inclinagao da reta foi
utilizado para calcular a eficiéncia de cada sistema de acordo com a féormula E=[10
Vslope)1 " Os parametros de ciclagem utilizados para as reacdes foram: ativacdo da
enzima “hotstart” a 95°C por 10 min, seguidos de 40 ciclos de 95°C por 15 seg para
o pareamento e extensao a 60°C por 1 min, sendo coletados os dados nesta ultima
etapa. Adicionalmente foi conduzida uma etapa de desnaturagao lenta com elevacéao
da temperatura de 1°C/ min para a construgédo da curva de dissociagao e verificagao
de possivel amplificagdo inespecifica. Considerando que os fragmentos gerados
apresentam temperatura de desnaturagao especifica é possivel detectar a presenca
de amplificagao inespecifica em uma mesma reacgao.

A reacao de quantificacao relativa foi realizada em um volume final
de 12,5 uL, adicionando-se 6,25 pL de SYBR Green PCR Master Mix 2X (composto
pelas enzimas uracil DNA-N-glicosilase e AmpliTaq Gold, MgCI2, dNTPs, KCI e o
fluoréforo SYBR green); de 0,14 a 0,24 uM de cada iniciador R e F; 1 uL de cDNA
na concentracdo 107", 1 pL fluoréforo ROX na concentragdo 1:10 e agua milliQ para
completar o volume final. Os parametros de ciclagem para as reagbes de
amplificagdo foram: 50°C por 2 min, 95°C por 10 min, seguidos de 40 ciclos de 95°C
por 2 min, 60°C por 1 min, sendo coletados os dados nesta ultima etapa.

A determinacdo dos niveis de expressdo dos genes alvos foi
realizada pela quantificacdo relativa utilizando a expressdo 2" (LIVAK e
SCHMITTGEN, 2001). Para cada tratamento foi detectado o valor de Ct (Cycle
threshold), tanto para o gene alvo quanto para o normalizador. Este valor representa
o ponto em que o sinal de amplificagcado é detectado. O valor de RQ sera calculado
utilizando-se o método ACt. Assim, o nivel de expressdo génica (RQ) é calculado
pela subtracdo do Ct da amostra alvo de cada tratamento pelo Ct do controle
enddgeno, para normalizar a reagao. Assim, obtém-se o valor de ACt. O valor de ACt
do tratamento é subtraido do valor do ACt do amostra controle (calibrador),
encontrando o valor de AACt. Este valor sera empregado na formula do nivel de
expressao (RQ), x*-AACt) onde “x” representa a somatéria da eficiéncia do gene
alvo (se 100%=1) e do controle enddgeno (se 100%=1) (LIVAK e SCHMITTGEN,
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2001). As eficiéncias dos genes alvo e endégeno devem ser préximas de 100%, néo
obrigatoriamente, pode-se trabalhar com eficiéncias menores, no entanto, elas
devem ser proximas. Para as analises estatisticas sera aplicado o teste T com nivel
de significancia igual a 5%.

Os dados de expressao relativa foram submetidos no programa
SigmaPlot 12.0 para a construgcédo dos graficos de dispersao utilizando a ferramenta

ScattarPlot Horizontal Error Bar.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 IDENTIFICAGAO DE GMHSP20 EM SOJA
5.1.1 Estudo da Regido Codificadora

As duas estratégias de busca por genes Hsp20 no genoma da soja,
busca por similaridade da sequéncia perfl HMM e busca por palavra-chave,
retornaram 73 modelos génicos (sequéncias preditas de genes) a partir do banco de
dados Superfamily e 74 a partir do banco de dados do Phytozome. No total, 76
modelos génicos preditos foram identificados como candidatos para Hsp20 no
genoma da soja.

Todos os candidatos inicialmente identificados e analisados por
meétodos estatisticos apresentaram uma sequéncia conservada de 80 aminoacidos,
similar ao dominio Alfa Cristalino, com valores de p-value bastante significativos e E-

-1785
(

value geral de 3.3e Figura 10a).

Figura 10a - Logo obtido no MEME/MAST para o Modelo de Higger Markov
referente ao dominio ACD (3.3e®%) encontrado nas proteinas
GmHsp20 preditas. O E-value do motivo € uma estimativa do numero
esperado de motivos com a mesma largura e numero de ocorréncias
que estariam presentes em um conjunto de tamanho similar de
sequéncias aleatérias. A altura dos simbolos em cada pilha no motivo
indica a conservacao da sequéncia de aminoacidos nessa posigao.

1
Ay IR i | ?ﬂLK b DEF«EEEE W RofRsokF R.F
Ly § : T L!
E.??f?:&ﬁ-:..a!"f,,;ﬁ?? SV B |90 et oyt g Bt Tveligank bt
o e She ST T e e e e T AN O= T . L A R e e T
e e i e e e R T e AL OOt e O DL T

P TRt

O dominio a-cristalino ou ACD, caracteristico a todos os membros
da familia de HSP20, foi descoberto ha quase um século e caracterizado em
proteinas estruturais cristalinas presentes na lente dos olhos de vertebrados
(MIIRNER 1894 apud De JONG et al., 1993). Posteriormente, Wistow (1985)
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constatou a presengca do mesmo dominio identificado nas proteinas cristalinas de
vertebrados, na regiao C-terminal de sequéncias de HSP20. O dominio que ficou
conhecido como ACD consiste em uma sequencia conservada de aproximadamente
80 aminoacidos que compdem a estrutura terciaria de uma subunidade a-cristalina.
Esse dominio esta presente em muitas proteinas, entre elas as Hsp20 (De JONG et
al., 1993). O posicionamento do dominio ACD nas 76 HSP20 preditas foi
identificado, em todos os casos, por valores significativos de p-valeu (5.59e-88 < p-
value = 3.03e-08) (Figura 10b).

Figura 10b - Mapa grafico obtido pela analise no programa MEME na busca pelo
dominio ACD em cada sequéncia de aminoacidos. As barras azuis
indicam o posicionamento do dominio ACD em cada um dos 76
modelos génicos candidatos a Hsp20 de Glycine max L. Na escala o
numero O indica a regido N-terminal e o 400 a regido C-terminal. Os
valores de p-valeu sdo encontrados logo na coluna (lowest p-valeu) a
direita da coluna de glymas.(name).
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Quanto a posigédo do ACD nas proteinas Hsp20 de soja preditas, foi
observado que a conservacao na regiao C-terminal ndo se manteve. A configuragcao
de posi¢ao do ACD, entre o centro da proteina e o brago N-terminal, ndo foi descrita
na literatura em genes Hsp20 de Arabidopsis e arroz (SIDDIQUE et al., 2008;
OUYANG et al., 2009; SARKAR et al., 2009). Dois genes com perfil de expressao
sob choque térmico, ja comprovado por ensaios de microarranjo (Genenvestigator —
WESTON et al., 2011): glyma13g27590 e glyma15g11360, apresentaram seu ACD
na regido entre o centro da proteina e o braco N-terminal, nunca na extremidade N-
terminal. Em Arabidopsis e arroz, duas espécies nas quais as HSP20 sdo bem
estudadas, o dominio ACD se mantém em uma regidao conservada C-terminal em
todas as subfamilias (SIDDIQUE et al.,2008, SARKAR et al., 2009; OUYANG et al.,
2009). BASHA e colaboradores (2006) investigaram o papel do dominio C-terminal-
cristalino e do brago de N-terminal em relagdo as variaveis interagbes das Hsp20
com outras proteinas. Essa pesquisa desmontou inicialmente que a variagdo da
regiao N-terminal, que precede o ACD, em comprimento e sequéncia de
aminoacidos € normalmente encontrada, e que contribui de forma importante para a
diversidade estrutural entre diferentes subfamilias de Hsp20. Algumas proteinas
preditas analisadas nesse trabalho, com configuracdo de posicdo do ACD na
extremidade N-terminal ja foram descritas como nado induzidas sob choque térmico
em experimentos de microarranjo (Genenvestigator — WESTON et al., 2011), como
por exemplo, os modelos génicos: glyma14g04970 e glyma16g04270. Segundo
BASHA e colaboradores (2006), o brago N-terminal das Hsp20, além de contribuir
para a diversidade estrutural das Hsp20, € importante tanto para sua atividade
quanto para a especificidade de interacdo. Assim, a posi¢ao variavel do dominio
ACD nas proteinas HSP20 de soja, mesmo na regido entre o centro da proteina e o
bragco N-terminal ndo impede sua indugao sob estresse de calor. Contudo, quando o
ACD é encontrado na extremidade N-terminal, deixando a regido N-terminal
insignificante, a proteina ndo demonstra ser induzida sob estresse de calor,

provavelmente porque nao tem atividade de HSP20.

5.1.2 Estudo da Regido Promotora

As analises de predicdo de nucleos HSE na regidao de 500 pb a

montante do sitio de inicio da transcricao foram realizadas apenas para os modelos
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génicos com a regiao 5’UTR predita disponivel no Phytozome. Dos 76 modelos
génicos para GmHsp20, apenas 53 deles apresentavam suas regides 5’UTR
preditas e disponiveis no Phytozome, e por isso tiveram suas sequéncias a montante
analisadas. Desses 53 modelos génicos, 49 apresentaram pelo menos um elemento
HSE predito, dentro do intervalo de pares de bases estabelecido como padrao das
Hsp20, por ao menos um dos programas utilizados na analise (Figuras 11a,11b e
13). Além dos 49 com HSE, foram encontradas trés exceg¢bes ao padrdo de
disposigdes dos elementos HSE até -500 pb. Os modelos génicos Glyma13g27590,
Glyma02g45810 e Glyma15g11360 apresentaram os cis elementos para ligacao dos
fatores de choque térmico muito acima do filtro utilizado para a selecdo das Hsp20
de soja. Apenas o programa Matlnspector detectou a presenca desses elementos

nessas posigdes (Figura 12).
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Figura 11a - Logos de Modelo de Higger Markov obtidos no MEME/TOMTOM
baseados em sequéncias de consenso dos promotores das 53 Hsp20
preditas para a soja com regidao a montante disponivel. Os motivos
obtidos pela analise MEME foram plotados de acordo com suas
posicdes dentro dos locais e suas sequéncias consenso foram
apresentadas como graficos usando HMM. As ocorréncias de motivo s&o
classificadas por P-value e alinhados uns com os outros. O E-valor de
motivo € uma estimativa do numero esperado de motivos com a mesma
largura e numero de ocorréncias que estariam presentes em um
conjunto de tamanho similar de sequéncias aleatérias. A altura de
simbolos em cada pilha no motivo indica a conservagcdo da sequéncia
nessa posi¢cao. As sequéncias foram manualmente destacadas para
indicar os HSEs perfeitos (caixa vermelha) consenso reconhecido:
(nGAANNTTCnNnnGAAn ou nTTCnnGAANnnTTCn); caixa amarela,
mostrando médulo imperfeito do HSE. Trés motivos foram encontrados,
sendo os elementos HSE perfeitos representados pelos motivos 1
(Matches to Query 1) e 3 (Matches to Query 3) na figura.

MELLTORNS Ten (HEEY: §

B iniiaan LT T

Rama  EEIE
L —

¥
LT R e S p——
i
PR T i
Pvmiee | S p

- S - o S o 2

Chmiag 4
el 1
(wiepl sl o=

¢
sl

Plarones Tos Prrmy: =

EOTIETer Alegnamesst

=) . TTed, Toha

o

MFWQ%M$M%%MJ

ML o Tos Qi 3

Dy At
L] vt —
LUAL >
Hlai sars s g
far ST b i"
- A
o i .
el
Tt r
T
* + FHVES
i £ SR ERE




84

Figura 11b - Mapa grafico obtido pela analise no programa MEME, na busca pelos
cis elementos HSE, em cada sequéncia de aminoacidos. As barras
azul claras e vermelhas indicam o posicionamento dos elementos HSE
da regido promotora em cada um dos 53 modelos génicos candidatos a
Hsp20 de Glycine max L, que apresentam regido da montante
disponivel no Phytozome. Na escala, o numero 0 indica a regido -1 pb
a montante, e 500, a regido -500 pb a montante do gene. Os valores de
p-valeu sdo encontrados logo na coluna (lowest p-valeu) a direita da
coluna de glymas.(name). Apenas os motivos encontrados na fita
positiva foram considerados, obedecendo a orientagcdo de leitura do
gene. O HMM para cada motivo pode ser visualizado na figura 11a.

[rovt s lrovtz  [lvout s
Combined | Desconhecide HSE
Name siabmrs Motif Location
Glyma20g01930.1 9.68¢-04 [em— —_— ==
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Glymal3gz4490.1 4.37e-14 o jm— |
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Glyma04g40790.1  1.09e-10 — S s
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Glymallg37450.1 5.28e-03 == f—
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Glymal3g24510.1 7.88e-16 |
Glyma20g35650.1  4.402-06 == = =
Glyma06g16490.1 1.02e-12 SE— L —
Glyma13g24460.1 4.06e-16 — — —— .
Glymal3g36220.1 1.18e-01 ~ —
Glyma07g04860.1 1.42e-10 == S——
Glymal6g33130.1 4.09e-07 e e —
Glyma01g26570.1  4.82e-05 — =
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Glymansg14000.1  3.59e-10 — — 1|
Glymal2g01580.1 6.62e-04 = === —
Glyma07g32110.1 2.84e-17 = [ W——a— |
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Glymal7g34220.1 3.45¢-09 == L |
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500 100 300 200 100 0
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Figura 12- llustragdo da predicdo dos sitios de ligagao para o fator de transcrigao
de choque térmico nas regidées promotoras dos modelos génicos de soja:
Glyma02g45810, Glyma13g27590 e Glyma15g11360 pelo programa
Matlsnpector. Para estes modelos génicos, os HSEs foram encontrados
em posicdes fora dos padrdées normalmente encontrados para as Hsp20.
Foram analisados até 1500 pb a montante do sitio de inicio transcricao
predito. As marcas em marrom no decorrer das fitas indicam a posicao
dos HSE em cada sequéncia. Na escala o numero 1 indica o -1 pb ao
sitio de inicio da transcricdo e o numero 1500 indica -1500 pb. Apenas
os motivos encontrados na fita positiva foram considerados, obedecendo
a orientagao de leitura do gene.

Glyma02q41150,1 .
e
Glymal3927590.1 _.
—
GlymalSq11260.1 ._ .
—0% _ @HSE
Os elementos HSE sao sequéncias consenso

5'nGAANNTTCnnGAAN3’ encontradas na regido promotora, geralmente acima do
TATAbox dos genes responsivos a choque térmico. Uma homologia de, pelo menos,
70 a 80% com a sequéncia consenso HSE é suficiente para induzir a transcrigdo dos
genes responsivos ao choque térmico, e tais elementos podem estar repetidos de
uma a trés vezes nessa regido, e localizados até -350pb a montante (RASCHKE et
al., 1988; CZARNECKA, et al, 1989). Na soja, os cis elementos HSE foram também
identificados (p value < 0.001) em repeticdes de 1 a 3 por sequéncia em 49 modelos
génicos (Tabela 1) dentro do intervalo de -500 pb a montante, dos quais 4 contém
dominios HSE incompletos (p value > 0.001) de acordo com as analises realizadas
utilizando o pacote de programas MEME.

E interessante notar que nos modelos génicos o nlcleo HSE est3,
de forma geral, distante até -150 bases a montante do sitio de inicio da transcricao
enquanto para outros o dominio aparece até -500 bases a montante, salvo excegdes
acima de -500 pb (Figuras 11a, 11b e 13). O artigo mais recente sobre
caracterizacdo de Hsp20 de soja analisou as sequéncias codificadoras e
reguladoras de apenas dois genes, GmHsp18.5-C e GmHsp17.9-D. Nesse trabalho,

as sequéncias foram obtidas utilizando a informacao para duas proteinas de choque
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térmico previamente identificadas (CZARNECKA et al., 1984 apud RASCHKE et al.,
1988). Os autores utilizaram essas sequéncias como base para o desenho de
sondas, que foram utilizadas para a identificacdo de proteinas de choque térmico
homologas no genoma da soja. Duas a nove repetigdes de elementos HSE foram
encontradas, em torno de -130 bases a montante do sitio de iniciacdo da transcrigao
para as duas unicas sequencias estudadas (RASCHKE et al., 1988). Em arroz, os
nucleos HSE foram encontrados variando em numero de 2 a 9 dentro da regido
promotora dos genes Hsp20 induzidos por tratamento térmico (OUYANG et al.,
2009).

O numero de repeticdbes de nucleos HSE parece nao ter forte
influéncia sobre a expressao dos genes Hsp20 em resposta ao estresse de calor.
Entretanto, estudos atuais sugerem que o posicionamento de tais elementos em
relagdo ao promotor cerne TATAbox exerca forte influéncia sobre sua ativacdo em
resposta a estresse bidtico (ESCOBAR et al., 2003). Nesses promotores tém sido
demonstrado que o posicionamento do primeiro nucleo de elementos HSE parece ter
importante relacdo com a expressdao de Hsp20 em resposta a infeccdo por
nematoides. Escobar e colaboradores (2003) demonstraram que o Hsp20
HaHsp17.7G4 responde a infecgdo por nematdide e que a presenca de um unico
elemento HSE ja é suficiente para sua indugdo, desde que o mesmo ocorra até -
83pb do sitio de inicio da transcricdo. Esses resultados foram comprovados por
transformacdo em Arabidopsis thaliana com construcbes contendo diferentes
configuracbes de posicdo e numero de nucleos HSE fusionado ao gene gus
(BARCALA et al., 2008). Os resultados da busca por cis elementos HSE, na regiao
promotora dos Hsp20 preditos em soja, demostraram que, em geral, esses
elementos se concentram dentro de uma regido em torno de —-150 pb, mas
aparentemente, existem algumas exceg¢des em que o unico elemento HSE da regiao
regulatoria localiza-se a cerca de —500 pb (Glyma02g41150) ou mais (Figura 11a,
11b e 13 e Tabela 1). Alguns modelos génicos de soja ja foram identificados como
responsivos a infeccdo por nematdides: Glyma08g07340, Glyma14g06910 e
Glyma10g32000 pelo nematdide H. glycines (KANDOTH et al., 2011), e
Glyma13g24460 encontrado sob estresse por infeccdo pelo nematoide M. javanica
(FUGANTI et al., 2010). Nestes modelos, o primeiro elemento HSE encontra-se
distante até -88pb. Ja o Glyma04g05720, também identificado como responsivo a

infeccao por nematéides (KANDOTH et al., 2011), apresenta o primeiro nucleo HSE
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na posicao -48 bases. Nesse sentido, parece que o posicionamento dos elementos
HSE nos Hsp20 de soja responsivos ao estresse por infecgdo com nematodide
obedece ao padrao previamente identificado, e consequentemente, outros Hsp20 de
soja, para os quais ainda ndo ha evidéncias de indugdo por estresse devido a
nematoides, foram identificados utilizando o padrao estabelecido por Escobar e

colaboradores (2003), e Barcala e colaboradores (2008).
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Figura 7 - llustragdo da predicdo dos sitios de ligagao para o fator de transcrigao
de choque térmico nas regides promotoras dos 53 modelos génicos de
soja, que apresentam regido da montante disponivel no Phytozome, pelo
Matlsnpector. Foram analisados até 500 pb a montante do sitio de inicio
transcricdo predito. As marcas em marrom no decorrer das fitas indicam
a posicao dos HSE em cada sequéncia. Na escala o numero 1 indica o -
1 pb ao sitio de inicio da transcricdo e o numero 500 indica -500 pb.
Apenas os motivos encontrados na fita positiva foram considerados,

obedecendo a orientagao de leitura do gene
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5.1.3 Analise de Dados de Expressao Digital das Hsp20 em Soja

Para a investigacdo dos reais genes Hsp20 de soja, foi ainda
realizada uma analise de expressao digital para os 76 modelos génicos candidatos
em trés bancos de dados de expressdo de soja objetivando filtrar entre os
candidatos aqueles cuja expressao nao tenha sido observada em nenhum outro
experimento prévio e que, portanto, possam representar erros de montagem do
genoma da soja ou genes nao funcionais. A abordagem foi baseada em analise de
perfil de expressao digital de ESTs identificadas no atlas de expressado de soja
(Glycine [ Al RNA-Seq Atlas) (SEVERIN et al., 2010), dados de expressao de
bibliotecas subtrativas em estresses de seca e fatores bidticos depositados no
Banco de Dados do Projeto Genosoja-Consércio Nacional para Estudo do Genoma
da Soja (I Al P://bioinfo03.ibi.unicamp.br/soja/) e dados de pelo menos 140
experimentos de microarranjo disponiveis no Genevestigator (Hruz et al., 2008), que
incluem analises de expressao realizadas em diferentes fases do desenvolvimento
da soja, com diferentes gendétipos e sob diferentes estresses bidticos e abidticos.
Um sinal positivo foi atribuido ao modelo génico, quando o mesmo apresentou nivel
significativo de expressao nos bancos de dados utilizado na busca (Tabela 1). A
selecao por nivel de expressao, nos trés bancos de dados utilizados, resultou na
eliminagcao de 24 modelos génicos.

Apods as analises de predicdo de dominio ACD, predi¢ao de HSE na
regido montante e identificagdo do nivel de expressdao em experimentos prévios
disponiveis em BDs, apenas 52 genes dos 76 inicialmente identificados como genes
candidatos foram classificados como potenciais GmHsp20 (Tabela 1), incluindo os 3
modelos génicos com HSE acima de -500 pb a montante para as analises in silico, e
outros 2 modelos génicos com indugao da expressao sob estresse de calor em soja,
glyma07g32090 e glyma18g10760 (Figura 14).

As demais andlises in silico realizadas neste trabalho consideraram
apenas os 52 potenciais candidatos em soja, e in vivo, foram analisados 47

potenciais candidatos em soja (Tabela 1).
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Figura 8 - Heatmap para experimentos de microarranjo, baseados em perfis de expressao de genes Hsp20 durante estresse de
calor em plantas de soja, obtido no banco de dados de expressdo Genevestigator. Expressao de genes Hsp20 durante
estresse de calor sdo apresentados como mapas de calor em vermelho/preto/verde em gradiente usando meta-analise
ferramenta em http://www.genevestigator.ethz.chGenevestigator. A cor vermalha mais escura corresponde a mais forte
expressao. A existéncia de mais de uma probe para um gene explica a presenga em alguns casos do mesmo glyma
estar repetido duas ou mais vezes. Os retangulos azuis marcam os cinco genes inclusos para as analises in silico.
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Tabela 1 - Resultados da analise in silico para a predigdo dos critérios minimos utilizados na selegao dos candidatos potenciais a
Gmhsp20. Estdo apresentados candidatos potenciais em negrito aqueles que possuem dominio ACD, pelo menos um
elemento HSE e expresséo previamente observada em ao menos um dos bancos investigados. Quando a predi¢ao de
elementos HSE nao foi possivel devido a indisponibilidade de sequéncia no Phytozome, mas quando houve
observancia dos outros critérios, o modelo génico foi considerado como candidato potencial. Os resultados de
ocorréncia e posicionamento dos elementos HSE s&do apresentados em quatro colunas distintas que correspondem
aos programas utilizados na analise. A sigla “nd” significa que a regiao a montante nao esta disponivel no Phytozome.

Posicao Predita de Ancoragem de HSE na Regido Regulatéria (I A)

Nivel de Expressao nos

BDs
Posicao qe rel:l(jlgaite"(i;ia Matlsnpector MEME Place PlantCare Soybea Genen
N°. Nome do Transcrito ACEZDFZ?d'ta (500pb) HSE* HSE1 HSE?2 HSE HSE Genosoja n Soy- vestiga
montante seq tor

1 *Glyma019g26570.1 29-108 dispon. -240 -143 -58 _ -59 i i +

2 *Glyma02g08400.1 37-116 dispon. . - -143 - + -

3 *Glyma02g41150.1 21-100 dispon. -510 + + +

4 *Glyma02g42000.1 38-117 dispon. -115 -63 - + -

5 *Glyma02g45810.1 154-233 dispon. -1142 - - +

6 Glyma03g16410.1 37-116 nao dispon.. nd nd nd nd nd - - -

7 *Glyma04g05720.1 39-118 dispon. -44 -52 -15-413 + i -

8 Glyma04g16160.1 187-266 dispon. -197 - - -

9 *Glyma04g38530.1 38-117 dispon. -99 -63 - -244 -364 + - -
10 *Glyma04g40790.1 120-199 dispon. -158 -102 - -73 + + +
11 Glyma05g01330.1 18-97 dispon. -151 - - -
12 Glyma05g14850.1 15-94 nao dispon.. nd nd nd nd nd - - -
13 *Glyma06g05740.1 39-118 dispon. -64 _ -50 i i -
14 *Glyma06g14000.1 120-199 dispon. -155 -95 - -56 + + -
15 *Glyma06g16490.1 35-114 dispon. -261 -202 -113 -103 -50 -58 -47 -413 + + -
16 *Glyma07g03450.1 79-158 nao dispon.. nd nd nd nd nd + - -
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Os modelos génicos com asterisco (*Glyma) sdo os potenciais candidatos a Hsp20 de soja. O modelos génicos em

negrito (*Glymas) foram selecionados, como descritos na metodologia, para o desenho de oligonucleotideos e analises in vivo.

Tabela 1 — Continuacéo.

Posigao Predita de Ancoragem de HSE na Regido Regulatoria (I A)

Nivel de Expressao nos

BDs
:’ggiﬁzgfa regﬁlgai’i')?—ia Matlsnpector MEME Place PlantCare S Goneny
N°.  Nome do Transcrito @A) n(}f;%(t);):t)e HSE* HSE1 HSE?2 HSE HSE Genosoja So))//-seq estlgato
17 *Glyma07g04860.1 43-122 dispon. -84 -82 -53 + - -
18  Glyma07g17080.1 37-116 néo dispon.. nd nd nd nd nd - - -
19 *Glyma079g32030.1 38-117 dispon. -154 -144 -114 -112 -142 . -18 -143 + + -
20 *Glyma07g32050.1 46-125 dispon. -110 -60 -40 -58 -118 + + -
21 *Glyma07g32070.1 38-117 dispon. -167 -126 -116 -43 -322 + - -
22  *Glyma07g32090.1 38-117 nao dispon.. nd nd nd nd nd - - +
23 Glyma07g932100.1 6-85 nao dispon.. nd nd nd nd nd - - -
24 *Glyma07g32110.1 38-117 dispon. -142 -132 -83 -73 -81-130 -166 - + -
25 *Glyma08g07330.1 38-117 dispon. -137 -106 -96 -63 -47 134 -85-402-95-228 + - -
26 *Glyma08g07340.1 38-117 dispon. -469 -177 -146 -136 -126 -106 -65 -125 + + -
27 *Glyma08g07350.1 38-117 dispon. -74 -53 -33 -23 -8 -22 -387 + + -
28 *Glyma08g22630.1 113-192 dispon. -236 -149 -52 -63 -140 - + -
29 Glyma08g24710.1 17-96 ndo dispon.. nd nd nd nd nd - - -
30 *Glyma08g43120.1 111-190 dispon. -130 -118 -45 + - -
31  Glyma09g29510.1 11-90 dispon. -337 - - -
32 Glyma09g35770.1 60-139 nao dispon.. nd nd nd nd nd - - -
33 Glyma10g15950.1 13-92 nao dispon.. nd nd nd nd nd - - -
34 *Glyma10g32000.1 62-141 dispon. -401 -225-139 -75 -73-137 -223 + + -
35 Glyma10g36900.1 23-102 nao dispon.. nd nd nd nd nd - - -
36 *Glyma11g14250.1 43-122 dispon. -147 -64 - + +
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37 Glyma11g31030.1
38 *Glyma11g37450.1

42-121
112-191

nao dispon.. nd nd nd nd nd - - =
dispon. -145 + + +

Os modelos génicos com asterisco (*Glyma) s&o os potenciais candidatos a Hsp20 de soja. O modelos génicos em

negrito (*Glymas) foram selecionados, como descritos na metodologia, para o desenho de oligonucleotideos e analises in vivo.

Tabela 1 — Continuacéo.

Posicao Predita de Ancoragem de HSE na Regido Regulatéria (I A) N 6l STTEEE S e

BDs
Posicdo de regﬁ?aitéc’)?ia Matlsnpector MEME Place PlantCare
N°.  Nome do Transcrito ACD(DPAr()adlta (500pb) HSE* HSE1 HSE2 HSE HSE Genosoja SS%};E::g G(teigz?ovres
montante
39 *Glyma12g01580.1 105-184 dispon. -420 -122 -84 -82 -120 -28 + + -
40 *Glyma12g06210.1 37-116 dispon. -418 -364 + + +
41  Glyma12g13090.1 64-143 nao dispon.. nd nd nd nd nd - - -
42  Glyma12g34340.1 77-156 dispon. -123 - - -
43  Glyma13g04350.1 36-115 nao dispon.. nd nd nd nd nd - - -
44 *Glyma13g24440.1 39-118 dispon. -477 -229 - -107 + + +
45 *Glyma13g24460.1 39-118 dispon. -182 -172 -131 -121 -60 + + -
46 *Glyma13g24480.1 39-118 dispon. - -234 - -138 + - -
47 *Glyma139g24490.1 46-125 dispon. -109 -59 -57 -117 - -281 + + =
48 *Glyma13g24510.1 37-116 dispon. -94 -84 -64 -62 - -84 + + +
49 *Glyma13g27590.1 19-98 dispon. -656 - - +
50 *Glyma139g36220.1 77-156 dispon. -42 -57 . -41 - - +
51  Glyma14g02970.1 154-233 dispon. - -388 - - -
52 *Glyma14g04970.1 9-88 dispon. - -73 - -
53 *Glyma14g06900.1 42-121 dispon. -125-115 -123 + >
54 *Glyma14g06910.1 42-121 dispon. -88 -40 -154 - + -
55 *Glyma14g11420.1 42-121 dispon. _ -156 . -465 -432 + + -
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56 *Glyma149g11430.1 42-121 dispon. -432 -289 -154 -65 -105 -462 + -
57 *Glyma149g39560.1 21-100 dispon. -128 -65 -63 - -
58 *Glyma15g11360.1 19-98 dispon. -1119 -1179 - - +
59 Glyma15g17160.1 64-143 nao dispon.. nd nd nd nd nd - - -
60 Glyma15g30010.1 91-170 ndo dispon.. nd nd nd nd nd - - -
Os modelos génicos com asterisco (*Glyma) sdo os potenciais candidatos a Hsp20 de soja. O modelos génicos em
negrito (*Glymas) foram selecionados, como descritos na metodologia, para o desenho de oligonucleotideos e analises in vivo.
Tabela 1 — Continuagéo
Posicao Predita de Ancoragem de HSE na Regido Regulatéria (I A) RlEES Eé(lg;esséo nos
Posicao de rel:slgaité:;ia Matlsnpector MEME Place PlantCare
o . ACD Predita . Soybean Genenves
N". Nome do Transcrito 0 A) (500pb) HSE* HSE1 HSE2  HSE HSE Genosoja  goyseq tigator
montante
61  Glyma15933630.1 170-249 nao dispon.. nd nd nd nd nd - - -
62 *Glyma15g41880.1 27-106 nao dispon.. nd nd nd nd nd + - -
63 *Glyma16g01440.1 42-121 dispon. -326 -93 -57 -91 -58 + - -
64 *Glyma16g04270.1 8-87 dispon. -478 -479 - + -
65 *Glyma16g33130.1 64-143 dispon. -331 -248 -238 -140 -52 -236 -190 + + -
66 Glyma17g10560.1 18-97 nao dispon.. nd nd nd nd nd - - -
67 *Glyma179g34220.1 42-121 dispon. -278 -209 -207 -66 -151 -390 + + -
68  Glyma17g34230.1 42-121 nao dispon.. nd nd nd nd nd - - -
69 *Glyma18g10760.1 96-175 nao dispon.. nd nd nd nd nd - - +
70  Glyma18g40590.1 4-83 ndo dispon.. nd nd nd nd nd - - -
71 *Glyma189g41650.1 53-132 dispon. -156 = + +
72  Glyma18g42240.1 64-143 nao dispon.. nd nd nd nd nd - - -
73 *Glyma19g01440.1 61-140 dispon. -403 -388 -128 -52 -157 -43 -119 + + -
74  *Glyma20g01930.1 39-118 dispon. -467 -284 -257 -52 -15 -234 + + -
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75  Glyma20g19680.1 32-111 nao dispon.. nd nd nd nd nd - -
76 *Glyma20g35650.1 59-138 dispon. -213 -141 -76 -74 -139 -211 -311 -486 + +

Os modelos génicos com asterisco (*Glyma) s&o os potenciais candidatos a Hsp20 de soja. O modelos génicos em

negrito (*Glymas) foram selecionados, como descritos na metodologia, para o desenho de oligonucleotideos e analises in vivo.
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5.2  ANALISES “IN VIVO” - INDUCAO DA EXPRESSAO DOS HsP20 CANDIDATOS NOS
DIFERENTES ESTRESSES

Visando identificar genes candidatos a Hsp20 em soja responsivos a
estresse bidtico e abidtico, foram avaliadas plantas submetidas a estresse de frio,
calor e infeccao pelo nematdide M. javanica por PCR convencional, para um
screening inicial da ativacdo de tais genes frente a estes estresses, seguida da

quantificagc&o via PCR quantitativo (RT-qPCR).
5.2.1 Analises Qualitativas

Inicialmente todos os oligonucleotideos desenhados foram testados
quando a especificidade e temperatura de pareamento ideal em analises de PCR
convencional. Conforme exemplificado na Figura 15, pode ser observado que a
temperatura de 60°C para o primer V74 (Glyma20g01930) e 64°C para o primer V48
(Glyma13g24510) foram as ideais. Nenhum dos oligonucleotideos apresentou
bandas inespecificas utilizando o DNA gendmico como alvo. Os primers V52 e V64,
desenhados para os modelos génicos Glyma14g04970 e Glyma16g04270,
respectivamente, pareiam um em cada exon. Esse resultado confirma a presenca de
um intron de 527bp dentro do gene identificado como Glyma14g04970 e outro de
457pb dentro do gene Glyma16g04270, previsto conforme a amplificacdo do cDNA,
que resultou nas bandas de tamanhos esperado 105 bp para V52 e 116pb para V64
(Figura 15).
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Figura9 - Eletroforese em gel de agarose 1,2% dos produtos de reagdao de PCR
para testes de amplificagdo (especificidade e temperatura de
pareamento) dos primers em DNA gendmico de soja. Nesta figura
estdo os resultados dos testes com os oligonucleotideos para os
modelos génicos V74 (glyma20g01930), V48 (glyma13g24510), V52
(glyma14g04970), V64 (glyma16g04270), V63 (glyma16g01440) e V53
(glyma14g06900). Na primeira linha do cabecalho de cada foto estédo
anotadas as temperaturas testadas para cada par de primers, e na
segunda linha os primers testados seguidos dos controles negativos de
reacado (NO). Foi utilizado o marcador molecular de 50 pb (Ladder 50
pb — Invitrogen). b. Ladder de 50 pb — Invitrogen. Na horizontal, estdo
indicadas os tamanhos, em pares de base, das principais bandas do
marcador.
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Embora nenhum intron tenha sido predito, no banco de dados
Phytozome, para o gene identificado pelo glyma19g01440, foram observados duas
bandas nao especificas na eletroforese dos produtos de PCR com cDNA para as

trés repeticbes de estresse de choque térmico a 42°C (Figura 16).
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Figura 16- Eletroforese em gel de agarose 1,2% dos produtos das reagdes de RT-
PCR convencional tendo como alvo o cDNA. Nesta figura estdo os
resultados das analises de 1 primer especificos para 1 modelo génico:
V73 (glyma19g01440). Na primeira linha do cabecalho de cada foto, esta
anotada a codificacdo do primer estabelecidas neste trabalho (Vn°) e o
modelo génico correspondentes. Na segunda linha, foram delimitadas as
repeticdes bioldgicas (numeros na terceira linha) de cada tratamento,
sendo 25°C (tratamento controle de tempetratura), 42°C (tratamento de
choque térmico), 4° (tratamento de frio), Inoc 4dpi (tratamento de
infeccdo por M.javanica apés 4 dias de inoculagdo), Mock 4dpi
(tratamento falso inoculado por M.javanica apds 4 dias de inoculagéo),
Inoc 8dpi (tratamento de infecgdo por M.javanica apés 8 dias de
inoculagao), Mock 8 dpi (tratamento falso inoculado por M.javanica apds
8 dias de inoculagéo) e o controle negativo da reacédo (NO). Foi utilizado
o marcador molecular de 50 pares de base (Ladder 50 pb — Invitro).
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A ocorréncia de mais de uma banda para um mesmo gene, em uma

determinada condigao de estresse, pode ser devido a presenca de introns no gene,
e que splicings alternativos ocorrem apds a transcricdo desse gene, em condigéo
especifica, de estresse de calor. A expresséo de variantes de splicing alternativo de
seis genes Hsp20 foi observada em arroz (SARKAR et al., 2009). Segundo Barbazuk
e colaboradosres (2008) esse tipo de mecanismo ja foi observado sob condi¢des
especificas de estresse de frio e seca combinado com salinidade.

Em trigo, foi observado que o fator de transcricao WDREB2 pareceu
ser controlado por niveis diferenciados de transcritos e também por splicing
alternativo. Esse fator de transcricao é ativado por varios estresses abioticos para
produzir trés transcritos diferentes por splicing alternativo e que sado expressos
diferencialmente. Isso porque sua expressdo € regulada através de duas vias
diferentes, ABA (acido abscisico) dependente na resposta seca e a salinidade, e
ABA independente em resposta ao frio. Sugere-se que mudancgas significativas de
fatores de splicing ocorrem, sob condi¢cdes de estresse abidtico, e que isso afeta os

padrdes de splicing dos transcritos do gene Wdreb2 (Egawa et al., 2006).



100

Um total de 40 dos 47 genes que foram analisados in vivo
apresentaram indugao acentuada sob choque térmico, facilmente visualizada em gel
de agarose apos a eletroforese dos produtos da reagcdo de RT-PCRs convencional,
enquanto nenhum para estresse de frio (inconclusivo) e nematéide. E importante
salientar que tais dados diferiram quando as amostras foram analisadas via PCR
quantitativo, cuja sensibilidade € maior quando comparada ao PCR convencional.

A ativacdo de 40 genes em resposta ao estresse térmico, sugere
que as estratégias adotadas para a selegao in silico dos Gmhsp20 candidatos foram
eficientes, ja que apenas 7 genes nao tiveram indugdo em tecidos de raiz no
tratamento de choque térmico (Figura 17, e Figura 7S). Sarkar e colaboradores
(2009) e Ouyang e colaboradores (2009) obtiveram resultados semelhantes em
testes qualitativos de Hsp20 em amostras arroz sob tratamento de choque térmico

em diferentes intensidades.
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Figura 10 - Eletroforese em gel de agarose 1,2% dos produtos das reagdes de RT-
PCR convencional tendo como alvo o cDNA. Nesta figura estdo os
resultados das analises de seis primers especificos para seis modelos
génicos: V3  (glyma02g41150), V9 (glyma04g38530), V13
(glyma06g05740), V17(glyma07g04860), V21 (glyma07g32070) e V26
(glyma08g07340), que demostram a indugao desses genes sob estresse
de calor facilmente visualizada pela analise qualitativa. Na primeira linha
do cabecalho de cada foto, estdo anotadas as codificacbes dos primers
estabelecidas neste trabalho (Vn°) e o0s modelos génicos
correspondentes. Na segunda linha, foram delimitadas as repeti¢cdes
biolégicas (numeros na terceira linha) de cada tratamento, sendo 25°C
(tratamento controle de tempetratura), 42°C (tratamento de choque
térmico), 4° (tratamento de frio), Inoc 4dpi (tratamento de infecgcdo por
M.javanica apés 4 dias de inoculagcédo), Mock 4dpi (tratamento falso
inoculado por M.javanica apés 4 dias de inoculagdo), Inoc 8dpi
(tratamento de infecg&o por M.javanica apos 8 dias de inoculagdo), Mock
8 dpi (tratamento falso inoculado por M.javanica apés 8 dias de
inoculagdo) e o controle negativo da reagdo (NO). Foi utilizado o
marcador molecular de 100 (Ladder 100 pb — Invitro) pares de base na
primeira foto e o marcador de 50 pb (Ladder 50 pb — Invitrogen) para as
demais fotos.
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A inclusdo dos genes, sem regiao regulatoria disponivel para as
analises in vivo, resultou na identificacao de outros dois GmHsp20: Glyma07g03450
(16) e Glyma15g41880 (62) (Figura 18), cuja a expressao foi ativa em resposta ao

estresse térmico.

Figura 11 - Eletroforese em gel de agarose 1,2% dos produtos das reagdes de RT-
PCR convencional tendo como alvo o cDNA. Nesta figura estdo os
resultados das analises de dois primers especificos para dois modelos
génicos: V16 (glyma07g03450) e V62 (glyma15g41880), que demostram
a inducdo desses genes sob estresse de calor facilmente visualizada
pela analise qualitativa. Na primeira linha do cabecalho de cada foto,
estdo anotadas as codificagdes dos primers estabelecidas neste trabalho
(Vn°) e os modelos génicos correspondentes. Na segunda linha, foram
delimitadas as repeticdes bioldgicas (numeros na terceira linha) de cada
tratamento, sendo 25°C (tratamento controle de tempetratura), 42°C
(tratamento de choque térmico), 4° (tratamento de frio), Inoc 4dpi
(tratamento de infecgéo por M.javanica apos 4 dias de inoculagéo), Mock
4dpi (tratamento falso inoculado por M.javanica apdés 4 dias de
inoculagéo), Inoc 8dpi (tratamento de infecgdo por M.javanica apos 8
dias de inoculagdo), Mock 8 dpi (tratamento falso inoculado por
M.javanica apés 8 dias de inoculagcéo) e o controle negativo da reacéo
(NO). Foi utilizado o marcador molecular de 50 pb (Ladder 50 pb —
Invitrogen.).
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Os resultados das analises de RT-PCR convencional conduzidas

para os tratamentos dos ensaios in vivo, demonstram que os modelos génicos V52
(Glyma14g04970) e V64 (Glyma16g04270) ndo tiveram alteragcédo significativa na
expressao em resposta ao estresse de choque térmico em tecido radicular que
pudesse ser observada pela andlise visual quando comparada ao controle (25°C)
(Figura 19). Nas analises de cis elementos HSE na regido promotora, os genes V52
e V64 apresentam o primeiro HSE nas posi¢des -73 pb (MEME p-valeu acima de

0,001) e -478 pb a montante (Matlnspector), respectivamente.
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Ainda, as analises das sequéncias peptidicas demostram que o ACD

esta localizado na regiao da extremidade N-terminal e ndo na regidao C-terminal, nem

mesmo entre as regides N-terminal e central, como normalmente pode ser
encontrado nas proteinas HSP20 (WISTOW, 1985 apud De JONG et al., 1993). A

auséncia de inducao sob estresse de calor, somada ao posicionamento do dominio

ACD na extremidade N-terminal nesses dois modelos génicos, indicam que eles nao

codificam para HSP20 verdadeiras em soja.

Figura 12 - Eletroforese em gel de agarose 1,2% dos produtos das reagdes de RT-

PCR convencional tendo como alvo o cDNA. Nesta figura estdo os
resultados das analises de quatro primers especificos para quatro
modelos génicos: V40 (glyma 129g06210), V50 (glyma13g36220), V52
(glyma07g03450) e V64 (glyma15g41880). Na primeira linha do
cabecalho de cada foto, estdo anotadas as codificagdes dos primers
estabelecidas neste trabalho (Vn°) e o0s modelos génicos
correspondentes. Na segunda linha, foram delimitadas as repeti¢cdes
biolégicas (numeros na terceira linha) de cada tratamento, sendo 25°C
(tratamento controle de tempetratura), 42°C (tratamento de choque
térmico), 4° (tratamento de frio), Inoc 4dpi (tratamento de infecgao por
M.javanica apés 4 dias de inoculagédo), Mock 4dpi (tratamento falso
inoculado por M.javanica apés 4 dias de inoculagdo), Inoc 8dpi
(tratamento de infecg&o por M.javanica apos 8 dias de inoculagdo), Mock
8 dpi (tratamento falso inoculado por M.javanica ap6s 8 dias de
inoculagdo) e o controle negativo da reagdo (NO). Foi utilizado o
marcador molecular de 100 pares de base (Ladder 100 pb — /nvitro) para
o gel de V52 e o marcador de 50 pb (Ladder 50 pb — Invitrogen) para as
demais fotos.
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Outros cinco genes: V2 (glyma02g08400), V36 (glyma11g14250),
V40 (glyma12g06210), V50 (glyma13g36220) e V71 (glyma18g41650) também
mantiveram padrao de expressao semelhante entre as amostras de choque térmico
e o controle no RT-PCR convencional. Tais genes, entretanto, possuem elementos
HSE preditos e apresentam dominio ACD C-terminal, o que os caracteriza como
Hsp20. Nesse caso, a auséncia de indugao sob choque térmico nas raizes de soja
possivelmente indique que esses trés modelos génicos codifiquem para HSP20 com
funcdo néao relacionada ao estresse de calor ou que sdo induzidas por este estresse
em outros tecidos da planta que n&o a raiz. Em arroz, por exemplo, a expressao de
quatro genes OsHsp20 é detectada em condigdes de 25°C, mas ndo sob choque
térmico. O resultado dessa hipdtese pode ser conferido no item seguinte - Analises
Quantitativas.

O tratamento de frio parece ter tido influéncia muito menor que o de
calor sobre a expressao das GmHsp20 preditas, ja que nas analises qualitativas néao
foi possivel notar, seguramente, nenhuma indugdo a 4°C. Os resultados obtidos via
RT-PCR convencional para o estresse de frio ndo puderam ser considerados como
conclusivos (Figura 20), devido a baixa sensibilidade e niveis baixos de ativagao.
Resultado semelhante foi encontrado por SARKAR e colaboradores (2009) em
experimento com plantas de arroz submetidas ao estresse de frio (4°C por 3h), onde
apenas trés OsHsp20 (Hsp16.9C-Cl, Hsp18.0-Cl e Hsp23.6-Mll) foram induzidas.
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Figura 20 - Eletroforese em gel de agarose 1,2% dos produtos das reagdes de RT-
PCR convencional tendo como alvo o cDNA. Nesta figura estdo os
resultados das analises de quatro primers especificos para quatro
modelos génicos: V1 (glyma01g26570) e V76 (glyma20g35650). Na
primeira linha do cabecalho de cada foto, estdo anotadas as
codificagbes dos primers estabelecidas neste trabalho (Vn°) e os
modelos génicos correspondentes. Na segunda linha, foram delimitadas
as repeti¢des biologicas (numeros na terceira linha) de cada tratamento,
sendo 25°C (tratamento controle de tempetratura), 42°C (tratamento de
choque térmico), 4° (tratamento de frio), Inoc 4dpi (tratamento de
infeccdo por M.javanica apés 4 dias de inoculagdo), Mock 4dpi
(tratamento falso inoculado por M.javanica apos 4 dias de inoculag&o),
Inoc 8dpi (tratamento de infeccdo por M.javanica apés 8 dias de
inoculagéo), Mock 8 dpi (tratamento falso inoculado por M.javanica apds
8 dias de inoculagao) e o controle negativo da reacédo (NO). Foi utilizado
o marcador molecular de 100 (Ladder 100 pb — Invitro) pares de base
para o gel de V1 o marcador de 50 pb (Ladder 50 pb — Invitrogen) para o
gel de V76.
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Em relacdo ao estresse bidtico, a inducédo ou repressao de nenhum
gene pbde ser confirmada utilizando a técnica de RT-PCR convencional. O
tratamento de estresse bidtico pode ter uma influéncia ainda menor sobre a
expressao das GmHsp20 preditas. Essa aparente discrepancia pode ser explicada
em funcao da propria diferenca na amplitude dos estresses aplicados. No choque
térmico, a planta toda foi submetida a condicdo de estresse de forma que todas as
células da raiz deveriam estar respondendo ao estresse. Ja no estresse bibtico,
somente algumas células da raiz sao afetadas pela infeccéo pelo nematéide o que
pode dificultar o acesso aos transcritos correspondentes aos genes responsivos a
infecgao.

Além disso, a obtencdo de resultados de expressdo génica
diferencial pela técnica de PCR convencional possibilita apenas uma comparagao
entre amostras por meio da visualizacdo de géis de eletroforese. Assim, essa

metodologia funciona relativamente bem quando as diferengas entre concentragao
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de transcritos do gene de interesse sdo grandes entre as amostras, mas nao tem
bons resultados quando ha apenas diferengas sutis. Isso acontece porque a PCR
convencional € analisada somente apds o término da reagao, na fase platd, onde a
reacao ja nao ocorre exponencialmente. Ao final da reacéo, a eficiéncia ja ndo é de
100%, pois pode haver escassez de reagentes (como primers e nucleotideos), e a
enzina DNA polimerase pode ter sua atividade diminuida ou totalmente inibida por
subprodutos formados durante a reagao. Além disso, € preciso correr as amostras
em gel de eletroforese e o resultado obtido, é analisado visualmente ou por
detectores de diferengca de intensidade pouco sensiveis. Todo esse processo
apresenta muitos interferentes que tornam variavel a correlagdo entre a quantidade
inicial de alvo com a quantidade de alvo amplificado no decorrer dos ciclos de
amplificacdo (BRASIL et al., 2010).

O RT-gPCR, por outro lado, possibilita o monitoramento da reagao
ciclo a ciclo. A emissao de fluorescéncia ocorre a cada ciclo de amplificagdo, sendo
diretamente relacionada com o aumento da quantidade do produto gerado. Os
dados sdo coletados na fase exponencial da reagdo, onde a quantidade de
fragmento alvo amplificado € proporcional a quantidade de material genético
utilizado no inicio da reagdo. Além disso, o uso do gene normalizador possibilita o
ajuste da quantidade de cDNA de cada amostra para que entdo a comparagéo entre

as amostras tratadas e controles possa ser feita (MARCELINO, 2006).

5.2.2 Analises Quantitativas

Os resultados das analises de eficiéncia, com a padronizagcdo da
melhor concentragdo de cada um dos 47 oligonucleotideos especificos para os 47
modelos génicos candidatos, estiveram entre 80 e 99,82%, com curvas de
dissociagdo mostrando apenas um pico bem definido. Somente o oligonucleotideo
especifico para o modelo génico 13936220 (V50) ndo pdde ser aplicado para as
analises de RT-qPCR, pois seus resultados de eficiéncia ndo estiveram dentro dos
padrdes lineares aceitaveis. O gene normalizador apresentou eficiéncia de 93,98%
quando utilizada a concentragdao final em cada reacdao de 0,32uM dos

oligonucleotideos. A concentragdo final de oligonucleotideos especificos nas
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reacdes de RT-gPCR para os 47 genes Hsp20 candidatos esteve no intervalo entre
0,12uM e 0,2uM para o forward e reverse.

Os resultados de expressao do estresse de calor relativo ao controle
nas analises de RT-gPCR foram coerentes com os obtidos pela técnica de PCR
convencional, com 40 genes induzidos dos 47 avaliados. A expressao dos genes
Hsp20 durante o estresse de calor € muito acentuada, assim pdde ser avaliada
mesmo pela técnica convencional, resultado apresentado no item anterior. Esses 40
genes, confirmados e inseridos como responsivos ao choque térmico, somados aos
5 genes ja descritos por experimentos analisados por microarranjos disponiveis no
Genenvestigator, formam as familia de GmHsp20 de soja descrita nesse trabalho.
Os demais 7 modelos génicos candidatos, ndo foram induzidos por choque térmico.
Sé&o os glymas 02g08400, 11914250, 12906210, 14904970, 16904270, 18941650 e
13936220. Com excegao dos glymas 16g04270 e 18g41650, que foram responsivos
ao estresses por infeccdo pelo nematoide M javanica, € provavel que os outros cinco
genes logo acima apresentem uma expressdo constitutiva em o6rgaos vegetativos,
estando envolvidos em atividade de manutencido celular ou em outra condigao
especifica, que ndo a de choque térmico.

O primer V50 nao funcionou para as analises de RT-gPCR, mas
seguiu o padrédo obtido nas analises de PCR convencional para os genes que néo
foram induzidos sob choque térmico. Além disso, todos os outros genes descritos
como nao induzidos nas analises de PCR convencional demostraram o mesmo
padrdao no RT-gPCR. Considerando essas comparacgdes, foi inferido que o gene
13936220 provavelmente, também n&o responde a estresse de choque térmico.
Além disso, as analises de expressdo génica digital em experimentos de
microarranjos de plantas de soja submentidas a choque térmico nao foram
conclusivas quanto a sua indugdo. Assim, esse gene nao foi incluso nas analises in
silico de distribuicdo em subfamilias, estrutura secundaria, duplicacdo génica e
outras. Contudo, caso seja posteriormente comprovado um perfil de indugéo de
expressdo sob estresse de calor, esse gene sera o unico representante da
subfamilia CVI de soja de acordo com resultado de analises investigativas a parte
realizadas para esse trabalho.

A existéncia de genes controlados por promotores tecido-

especificos ja foi comprovada. Swindell e colaboradores (2007), por exemplo,
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analisaram os padrbes de expressdo de Hsp20 de Arabidopsis, sob estresse de
calor, em diferentes tecidos, e obtiveram padroes de expressao diferentes quando
comparados entre em tecidos vegetais distintos. Sarkar e colaboradores (2009)
observaram a expressdo de dois genes de arroz, OsHsp18.8-CV em flores e
OsHsp19.0-Cll em pistilo, sugerindo que a expressao destes genes Hsp20 pode ser
regulada diferencialmente entre os tipos de tecidos. Considerando esses resultados
em pesquisas anteriores, analises de RT-gPCR de tecidos foliares submetidos ao
choque térmico foram conduzidas para observar se a auséncia de indugdo nas
raizes desses 7 genes se mantém nas folhas de soja. Os resultados dessa andlise,
realizada apenas por RT-qPCR, demonstram que nao ha discrepancia de indugao
dos genes Hsp20 entre os tecidos de raiz e folha na soja sob estresse de choque
térmico — calor.

Para os demais estresses, frio e infecgao por M .javanica, a indugao
ou repressao de genes pdde ser notada apenas por RT-qPCR, devido a
sensibilidade da técnica. Sob estresses de frio, a analise de expressao dos 47 genes
resultou na identificagdo de 5 genes responsivos, todos os cinco também induzidos
sob estresses de calor. Os genes induzidos sao identificados pelos glymas
01926570, 07904860, 16g01440 e 20g35650.1, e o gene reprimido 11g37450. As
analises semi-quantitativase conduzidas por Sarkar e colaboradores (2009) em
arroz, resultaram em 3 genes Hsp20 relacionados ao frio. Contudo, os autores n&o
obtiveram resultados compativeis nas analises de microarranjo. A analise por blastP,
das proteinas de soja responsivas a estresse por frio, contra o banco de dados de
proteinas de arroz no Phytozome resultou em 69,1% de identidade entre a proteina
codificada pelo gene (glyma01926570) em soja e a proteina HSP16. 9C-CI de arroz.
Outra proteina codificada pelo gene (glyma07g4860) apresentou 49,1% de
identidade com a proteina HSP18.0-Cl de arroz, todas induzidas sob estresse de
frio.

Os resultados de RT-qPCR para os tratamentos de estresse bidtico
por infecgdo pelo nematdide M.javanica, resultaram na identificagdo de 7 genes
responsivos, cinco deles também induzidos sob estresses de calor (Grafico 1). Os
genes identificados pelos glymas 10932000, 13924460, 14906910, 14939560 e
19901440 foram induzido em pelo menos um dos tratamentos de estresse biotico e

ao estresse de calor, enquanto os genes identificados pelos glymas 16904270 e
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18941650 tiveram indugao no tratamento de 4 dpi, mas nao foram induzidos por
choque térmico.

Grafico 1 - Resultado da andlise de expresséo relativa por RT-qPCR dos genes
candidatos Hsp20 no gendtipo suscetivel BRS133 nos tratamentos de
estresse abidtico (calor/vermelho e frio/azul) e bidtico (4dpi/cinza claro e
8dpi M.javanicalcinza escuro). Estdo plotados apenas os genes foram
significativos ao nivel de 5%. As escalas s&o diferentes para cada tipo
de estresse, podendo apresentar valor negativos. Spots alinhados em
escalas positivos indicam genes que foram induzidos significativamente
e alinhados em escalas negativas foram reprimidos significativamente.
As barras de erro indicam em cada uma das escalas em que esta os
spots a margem de erro para mais ou para menos. Os glymas seguem
em linha reta na horizontal para cada um dos graficos/tratamentos
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O gene identificado pelo glyma10g32000 foi induzido no tratamento
de estresse bidtico em 4 dpi e reprimido em 8 dpi, e 0 glyma14g06910 foi induzido
em 4

dpi. Esses dois e mais outros dois genes Hsp20 de soja,
glyma04g05720, glyma08g 07340 foram descritos por Kandoth e colaboradores
(2011) como responsivos a infeccao por H. glycines. Em resposta a estresse bidtico

em plantas de arroz de 4 dpi por M. grisea, foi observada a indugao de 4 genes
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Hsp17.4-Cl, Hsp18.0-Cl, Hsp16.9A-Cl, Hsp18.0-Cll, enquanto outros 4 genes, todos
pertencentes a subfamilia MI foram reprimidos Hsp22.3-CVI, Hsp16.6-CVIII,
Hsp18.8-CX e Hsp17.8-CXl (SARKAR et al., 2009). Apds a analise por blastN foi
observado que o gene Hsp17.4-Cl de arroz é homdlogo ao gene identificado pelo
glyma14g06910 de soja. Esse resultado sugere que as fungdes desses genes em
resposta a infeccdo por patdégenos podem ter sido mantidas, mesmo depois da
divergéncia entre as espécies durante o processo evolutivo.

Os genes identificados pelos glymas 14g39560 e 19901440 tiveram
indugdo nos tratamentos por infeccdo pelo nematdide M.javanica em 4 e 8 dpi e
somente em 4 dpi, respectivamente. O glyma13g24460 foi reprimido no tratamento
de 8 dpi na cultivar suscetivel (BRS133), resultado discrepante ao obtido por Fuganti
e colaboradores (2010), ja que esse gene havia sido induzido mesmo no gendtipo
suscetivel sob infeccdo por M. javanica. Os resultados de Fuganti e colaboradores
(2010) apresentaram uma alteragao de nivel de indugao entre o gendtipo resistente,
que teve maior inducdo em relacdo ao suscetivel. Essa discrepancia provavelmente
pode ser explicada pela alteragdo no gene de referéncia utilizado na técnica de RT-
gPCR no presente trabalho. Na pesquisa desenvolvida por Fuganti e colaboradores
(2010), o gene 18S ribossomal foi utilizado como gene de referéncia, ou
normalizador, enquanto no presente trabalho, foi utilizado o gene B-actina. Segundo
Hruz e colaboradores (2011), embora muitos genes possam ser utilizados como
normalizados em reagdes de RT-gPCR, o ndo estabelecimento de um melhor gene
de referéncia para as analises em uma determinada espécie pode ser a causa de
uma grande variagao nos resultados experimentais.

Com o objetivo de avaliar se a alteragao nos perfis de expressao dos
7 genes responsivos ao estresse bidtico na cultivar suscetivel poderia ser também
observada na cultivar resistente (P1595099), plantas de soja resistentes infectadas
com o nematoide foram também utilizadas nas analises de expressdo desse
conjunto de genes. Os resultados obtidos demonstram que apenas trés genes foram
induzidos significativamente na cultivar resistente no tratamento de 8 dpi,
glyma10g3200, glyma13g24460 e glyma14g39560 (Grafico 2).
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Grafico 2 - Resultado da andlise de expressao relativa por RT-qPCR dos genes
candidatos Hsp20 no gendtipo resistente P1595099 e sucetivel no
tratamento de estresse bidtico (4 e 8dpi M.javanica). Estdo plotados
apenas os genes foram significativos ao nivel de 5% em algum dos
tratamentos. Na legenda, cada cor indica uma cultivar submetida a um
dos tratamento por infeccdo do nematdide. Apenas os tratamentos em
que a alteracdo no nivel de expressao genica foi significativo estao
marcadas com asterisco logo acima. As barras de erro indicam na
escala a margem de erro para mais ou para menos
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Quando comparado ao resultado obtido por Fuganti e colaboradores
(2010), o gene identificado pelo glyma13g24460 apresentou resultado semelhante,
com a indugao na cultivar resistente, no entanto nao foi possivel observar a indugcao

na cultivar suscetivel.




112

Aparentemente a indugao das Hsp20 na cultivar resistente ocorre
em periodo tardio em relagéo a cultivar suscetivel. No tratamento de 8 dpi a cultivar
suscetivel apresenta dois (glyma10g3200 e glyma13g24460) genes reprimidos,

enquanto a resistente tem esses mesmos dois genes induzidos.

5.3  IDENTIFICACAO DE ELEMENTOS REGULATORIOS

A predicdo de cis elementos na regido regulatéria dos GmHsp20
candidatos foi realizada utilizando os programas Matinspector, Place e PlantCare.
Além dos elementos HSE, também buscou-se a identificacdo de elementos
TATAbox, CCAAT, Wbox e TA rich region, os quais foram previamente reportados
como frequentes nas regidbes promotoras de Hsp20, bem como outros genes
responsivos a estresses.

Esses elementos aparentemente agem como participante ou mesmo
determinantes na ativagdo dos genes em situagdes especificas em outras espécies
(YU et al., 2001; THURAU et al., 2003; BARCALA et al., 2008; FUGANTI et al.,
2010). Os elementos TATAbox sdo normalmente encontrados em torno de -30 bases
do sitio de inicio da transcricdo nos eucariotos e dessa forma, para apenas 28 dos
45 Hsp20, e 7 dos genes nao responsivos ao estresses de calor, foi identificada a
presenga de um provavel elemento TATABox (Tabela 2). O fato de nao ter sido
encontrado esse elemento nos demais genes deve estar relacionado a erros nas
sequéncias disponiveis no Phytozome, pois possivelmente todos os genes Hsp20 de
soja apresentam o TATABox. Tal erro também pode ter ocorrido para a predigdo dos
demais elementos regulatorios, como, por exemplo, os HSE, considerando que o
nivel de informatividade para regides UTR’s e promotoras em soja é menor
comparado com a predicao das ORFs.

O elemento Wbox funciona como elemento de ligagdo no DNA para
os fatores de transcricdo da familia WRKY, os quais sdo conhecidamente
importantes na indugao de genes de defesa via elicitor (YU et al., 2001). Na soja,
genes da familia WRKY vém sendo relacionados a resposta de resisténcia a
ferrugem asiatica. O fendtipo de resisténcia mediado pelo gene Rpp2 é alterado
quando qualquer um de trés fatores de transcrigdo (FT) WRKY especificos s&o

silenciados. Além disso, o silenciamento dos FT WRKY impediu a indugao de genes
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normalmente presentes em resposta da ferrugem, entre os quais estd o gene
GmPR1 (relacionado a patdgenese), que é caracterizado pela presenca de multiplos
nucleos W-boxes na sua regido promotora do GmPR1, provavelmente necessarios
para sua regulagao pelo FT GmWRKY36 (PANDEY et al., 2011).

A presenca do elemento W-box foi também evidenciada na regiao
promotora do gene NPR1 (non-expressor of pathogenesis related genes) de
Arabidopsis, um regulador positivo basal da resposta de resisténcia a doengas em
plantas. (YU et al., 2001). De acordo com os resultados obtidos em nossas analises,
o elemento W-box esta presente em posigdes variadas em 30 genes dos 45
GmHsp20 e 7 nao responsivos ao calor estudados (Tabela 2). Dos genes de
GmHsp20 identificados neste trabalho e na literatura como responsivos a estresses
por infeccdo de nematdides, os modelos génicos Glyma04g05720 e Glyma08g07340
nao apresentaram nenhum elemento Wbox. Ja os outros genes: glyma10g32000,
glyma13g24460, glyma14g06910 e glyma14g39560 apresentam um nucleo W-box
em suas regides reguladoras, embora em posi¢des diferentes (-406 pb, -4 pb, -71 pb
e -476 pb, respetivamente).

O elemento CAAT box, por outro lado, foi encontrado em todos os
genes reportados como responsivos ao estresse por infeccdo pelo nematdide,
aparecendo caracteristicamente entre os elementos HSE preditos (-56 a -472 pb).
Recentemente tais elementos foram observados na regido promotora do gene Hs1
pro-1 que confere resisténcia completa ao nematdide do cisto Heterodera schachtii
(JUNG e LOPTIEN, 1986 apud THURAU et al., 2003). Os elementos CAAT box
estdo presentes em uma regido que € essencial para regulagao sitio- especifica da
expressao do gene que ocorre apos infecgdo pelo nematodide (THURAU et al., 2003).
Nos GmHsp20, os elementos CAAT box preditos localizam-se nessa mesma regiao
embora ainda nao haja evidéncia experimental de sua fungao na inducéo de tais
genes.

Os resultados obtidos por Barcala e colaboradores (2008) dao
indicios que os genes Hsp20 responsivos ao estresse bidtico apresentam uma
configuracao especifica de HSE em conjunto com elementos TATAbox e CAATbox.
O padrao de disposi¢cao dos elementos de ligacéo a fatores de transcrigdo na regiao
promotora dos mutantes Hsp20 de Arabidopsis responsivos a infeccado por

nematoide, demostra que o TATAbox deve estar preferencialmente entre — 12 bases
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e — 21 bases a montante, seguido do nucleo HSE a cerca de — 83 bases e
imediatamente a montante dos HSE, posicionado a cerca de — 84 bases a — 141
bases, em relacdo ao sitio de inicio da transcricdo, os elementos CCAATbox.
Nossos resultados para os GmHsp20, responsivos ao estresse bidtico, indicam uma
distribuicdo heterogénea entre os promotores que apresentam de dois a cinco
nucleos CCAAT (Tabela 2). Tais elementos apresentam o mesmo padrao dos genes
Hsp20 de Arabidopsis e girassol (THURAU et al., 2003), com os CAAT box entre os
elementos HSE e/ou imediatamente acima, e os Wbox mais distantes, acima dos
HSEs. Para todos os genes, confirmados como Hsp20 de soja responsivos a
estresse bidtico, foram identificados HSE seguido de CAAT box. Para os genes
glyma10g32000, glyma14g06910 e glyma14g39560 os resultados indicaram a
presenca desses dois elementos e um padrédo de posi¢cdes semelhante ao descrito
anteriormente, sendo pelo menos um primerio HSE seguido de CCAAT e depois o

Wbox mais distante (Figura 21).
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Figura 13 - Posicao dos cis elementos identificados pelos programas de predi¢cao

na regido a montante -500 pb de cada um dos 8 genes Hsp20
responsivos ao estresse bidtico, identificados neste trabalho e na
literatura. As caixas azuis indicam os elementos TATAbox, as
vermelhas os HSE, as ver dessoldado os CAAt box, as verdes os
elementos TA-rich e as cinza os elementos Wbox. Os genes
identificados pelos glyma16g04270 e glyma18g41650 sdo responsivos
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Tabela 2 - Ocorréncia e posicionamento dos cis elementos: CCAAT, TATABox, Wbox e TA-rich na regidao a montante (- 500pb)
dos 47 modelos génicos identificados como candidatos potenciais a GmHsp20. As posigdes sao estimadas em relagéo
ao sitio de inicio da transcrigdo. *Os resultados s&o apresentados para os trés programas utilizados nas andlises de cis
elementos. Os demais elementos foram obtidos pelo programa PlantCare. A sigla “nd” significa que a regido a
montante n&o esta disponivel no Phytozome.

Matlnspector — PLACE — PlantCARE

Glymas ‘CCAAT *TATABox *Whbox TA-rich region
Glyma01g26570 -14 -110 -280 -333 -377 -29 _ _
Glyma02g08400 _ -14 -30 _ _
Glyma02g41150 -2 -105 -165 -166 -262 -356 -471 -472 - -17 -323 -
Glyma02g42000 -86 -158 - 290 -299 - 447 -468 -473 -30 -263 -264 _
Glyma02g45810 -215-221 -240 _ -31-35 _
Glyma04g05720 -372 _ _ -309
Glyma04g38530 -119 -120 -300 -488 . _ -
Glyma04g40790 -296 -395 -32 _ _
Glyma06g05740 -196 -253 -290 -409 -32 -120 -
Glyma06g14000 -17 -186 -28 -5 _
Glyma06g16490 -154 -229 -357 -41 -170 -169 -396
Glyma07g03450 nd nd nd nd
Glyma07g04860 -36 - 67 -306 -330 -406 -19 -315-165 -493 _
Glyma07g32030 -178 -301 _ _ _
Glyma07g32050 -442 -25 _ _
Glyma07g32070 -401 -202 _ _ _
Glyma07g32090 nd nd nd nd
Glyma07g32110 -313 _ -215 _
Glyma08g07330 -491 -28 -306
Glyma08g07340 -188 -219 -238 -275 -312 _ _ _
Glyma08g07350 -85-106 -116 -135 - 249 -347 - - -
Glyma08g22630 -13 -284 -40 -87 _
Glyma10g32000 -253 -370 -19 -406 -4
Glyma11g14250 -42 -103 -247 -278 -425 -440 -8 _ _
Glyma11g37450 -109 -27 -96



Glyma12g01580 -295-410 - -69 -292 _
Glyma12g06210 -28 -130 -159 _ _ _
Glyma13g24440 -215 -304 -494 -26 _ _
Glyma13g24460 -69 -420 _ -4 -178
Glyma13g24480 -246 -333 -461 -57 -481 -377 -
Glyma13g24490 -260 -24 -331 -437 -464 _
Glyma13g24510 -156 - 477 - -198 -342 -398 _
Glyma13g27590 -129 -202 -394 -24 -442 _
Glyma13g36220 -326 -397 _ -169 -252 -366 _
Glyma14g04970 -46 -134 -252 -256 -454 -474 -488 -34 -97 -100 -336 _
Glyma14g06900 -176 -218 -377 -493 -26 -288 -
Glyma14g06910 -56 -74 -238 -44 -71 -44
Glyma14g11420 -274 - 312 - 366 -32 -240 -390 _
Glyma14g11430 -163 -332 -422 -485 _ -167 _
Glyma14g39560 =77 -198 -472 -25 -476 _
Glyma15g11360 -36 -182 -256 _ _ _
Glyma15g41880 _ _ _ o
Glyma16g01440 -72 -76 -442 -24 - -
Glyma16g04270 -22 -88 -294 -28 -412 -452 -251
Glyma16933130 -271 -396 -26 _ _
Glyma17g34220 -128 -301 -331 -29 -222

Glyma18g10760 nd nd nd nd
Glyma18g41650 -50 -157 -293 -300 -341 -452 -35 _ _
Glyma19g01440 -103 -221 -308 -320 - - -
Glyma20g01930 -207 -265 -345 -398 -433 _ -131 -477 _
Glyma20g35650 -21

117
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Diferente dos elementos TATAbox e Wbox, o elemento TA-rich
consiste em uma regido rica em elementos repetitivos TA a montante do sitio de
inicio da transcricdo que deve exercer fungéo regulatoria ou ainda alterar a distancia
entre cis elementos de modo a potencializar a expressao dos genes (WHITE et al.,
1994). O gene GmHsp17.6-L é fortemente induzido em plantas de soja resistentes a
M. javanica e sua expressao relaciona-se ao numero de repeticbes TA presentes no
elemento TA rich (FUGANTI et al. 2010). O numero de repeticbes TA parece
também estar relacionado a forga de indugcédo da expressdo do gene, como
demonstrado para GmHsp17.6-L em resposta a infeccdo pelo nematdide M.
Javanica. As plantas resistentes possuem 32 repetigdes TA enquanto as suscetiveis
apresentam apenas 9 repeticbes (FUGANTI et al. 2010).

Entre as Hsp20 de soja foram encontradas regides ricas em TA nas
posicoes -178, -4, e -309pb dos genes ou glymas: glyma04g05720 (TA)+z,
glyma13g24460 (TA)9, glyma10g32000 (TA)13, glyma14g06910 (TA) e
glyma16g04270 (TA)s, respectivamente; sendo os quatro ultimos comprovadamente
induzidos em raizes de plantas de soja infectadas com nematdides pelos resultados
de analise de expressao relativa por RT-gPCR, e todos responsivos ao estresse de
calor, exceto o ultimo, glyma16g04270. Assim, parece que a regiao rica em TA nas
GmHsp20 possa funcionar de modo a potencializar a expressdo do gene, como
encontrado para a GmHsp17.6-L (Glyma13924460) (FUGANTI et al., 2010), mas
também possa exercer fungido regulatéria, ja que sua presenca foi observada
apenas entre alguns dos genes GmHsp20 responsivos ao estresse bidtico por
infeccdo por nematdides.

As analises de predigcao de cis elemento HSE e de expressao in vivo
dos 47 genes, antes candidatos a Hsp20, sob a infecgdo com M. javanica nos
permitiram comprovar a relagao previamente proposta por Barcala e colaboradores
(2008) entre o posicionamento dos elementos HSE e sua influéncia na expresséo de
Hsp20 de soja em resposta ao estresse por infecgéo pelo nematéide M. javanica.

Todas as cinco Hsp20 de soja responsivas ao estresses bibtico, por
infeccao pelo nematdide M. javanica, seguem o padrao estabelecido por Barcala e
colaboradores (2008), com a posigao do primeiro HSE até -83 pb a montante. Além
da presenca e posi¢cao dos demais cis elementos investigados. Os outros dois genes

nao caracterizados como Hsp20 (glyma16g04270 e glyma18g41650), mas que
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também estado relacionados aos estresse por infecgdo pelo nematodide M.javanica
seguem um padrao distinto em relagdo ao descrito por Barcala e colaboradores
(2008).

5.4  IDENTIFICAGAO DE MODELOS OPERACIONAIS DE PROMOTORES

A identificacdo de elementos cis regulatérios € primordial para a
caraterizacdo de promotores. Entretanto, a combinacao de diferentes elementos em
padrdoes que se repetem entre promotores responsivos a estimulos semelhantes que
define sua estrutura basica e permite a comparagao entre promotores distintos
(FESSELE et al., 2002; WERNER et al., 2003). Nesse sentido, analises utilizando o
software FrameWorker foram empregadas para procurar por padrées ou modelos
operacionais que se repetem entre as comprovadas GmHsp20 (modelo minimo),
entre 0 grupo das responsivas a estresse de frio e ao estresse por infecgao do
M.javanica.

O primeiro modelo minimo encontrado indica a presenca de pelo
menos um elemento HSE na fita positiva. Como o FrameWorker considera nao
apenas a presenga de um elemento, mas também a conservacdo de seu
posicionamento, este resultado corrobora com a analise realizada pelos programas
de predicdo de posicdo de cis elementos, demonstrando haver variacdo no
posicionamento dos elementos HSE entre os promotores Hsp20 de soja.

Os genes GmHsp20 apresentam seus elementos HSE na regido a
montante do gene, em geral, até -400 pb na orientagdo da fita positiva. Existem
excegbes com o primeiro HSE até cerca de -1100 bp na orientagao da fita positiva. O
modelo formado sugere a ocorréncia de 14 padrbes distintos entre as Hsp20,

exemplificados pelos glymas da figura 22.
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Figura 14 - llustragdo da estrutura de elementos comuns da regido promotora de
genes Hsp20 de soja — Modelo minimo. O programa Frameworker
Genomatix foi usado para procurar o principal elemento comum entre os
genes. O modelo demonstra diversos padrées com pelo mesmo dois
HSE, um em cada orientacéo.
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A analise comparativa entre os promotores dos 5 glymas
responsivos ao estresses de frio: 01926570, 07904860, 16901440, 11937450 e
20935650, resultou na formacao de seis modelos, um sem elemento mandatorio e
cinco contendo o elemento mandatorio (HEAT). Nessa analise, foram observadas a
presenca de familias de elementos comuns: L1BX, AHBP, GTBX, VTBP, MYBS,
MYCL, MYBL, ABRE, além do elemento HEAT (Figura 23).

Figura 15 - llustragdo do consenso de todos os modelos de estrutura de elementos
comuns da regidao promotora de genes Hsp20 de soja — Modelo frio. O
programa Frameworker Genomatix foi usado para procurar os principais
elementos comuns entre 0os genes e suas posigdes de alta frequéncia.
Para o modelo de posi¢cdo dos HSE na orientagao negativa o valor de p-
valeu foi de 9,37E°'". Para o modelo dos elementos ABRE, MYBS,
MYCL e HEAT o valor de p-valeu foi de 9,57E°*. Outro modelo sem
elementos mandatdrio resultou na inclusao os elementos L1BX, AHBP,
GTBX, VTBP e HEAT com valor de p-valeu de 4,789E™.

£ A AN
L B BN

A L1 box (L1BX) foi identificado em A. thaliana como um elemento
presente na regido promotora essencial para a expressdo do fator protodérmico
(PROTODERMAL FACTOR1 - PDF1). Curiosamente, algumas sequéncias alvo
semelhantes de L1 box tem sido identificadas na regides a montante de genes
patdgeno relacionados (ABE et al., 2001)

A primeira sequéncia caracterizada com dominio bZIP era do gene
EmBP1. Esse dominio reconhece e se liga a sequencias consensos na regiao
promotora de genes, os elementos do tipo ABRE (acido abscisico - ABA Responsive
Element) (MARALHAES JUNIOR, 2010). A sequencia consenso desse elemento
regulatério apresentam uma sequéncia de 8 a 10 pb com um nucleo central ACGT
(regido G-box) (YAMAGUCHI-SHINOZAKI e SHINOZAKI, 2005). A presenca desses
cis elementos ja foi descrita, principalmente em promotores de genes responsivos ao

ABA. Em plantas de Arabidopsis, duas sequéncias ABRE sao necessarias para a
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expressao do gene RD29B, que foi identificado como responsivo a estresse por
déficit hidrico. Atualmente, o promotor desse gene tem sido amplamente utilizado
para o controle de expressao de genes de interesse, principalmente sobre estresse
de déficit hidrico. Contudo, esse e outros genes que apresentam o elemento ABRE,
além de responsivos ao déficit hidrico, também sio induzidos quando a planta esta
sob estresse de frio e por ABA. Esses genes também sao induzidos em plantas
mutantes ABA-deficientes ou ABA-insensiveis por falta de agua e frio (MARALHAES
JUNIOR, 2010).

Outros elementos regulatérios encontrados nos promotores das
GmHsp20 também sao sitios de reconhecimento e ligagdo para fatores de
transcricdo nas rotas de transducdo de sinais ABA-dependente, como o MYB
(Myeloblastosis Oncogene) e MYC (Myelocytomatosis Oncogene). A principal
caracteristica dos fatores de transcricdo MYCL é a sua base estrutural hélice-alca-
hélice (bHLH), em um trecho de 40 a 50 aminoacidos contendo duas alfa-hélices
anfipaticas separadas por uma regiao de ligagdo de comprimento variavel (MURRE
et al., 1994). A expressao do gene que codifica para o fator de transcrigdo AtMYC2
de Arabidopsis, (ABA)-induzido, tem sido demonstrada em plantas sob o stress seca
(LORENZO et al., 2004).). Atualmente, os fatores de transcricdo da familia MYB tém
sido muito associados ao papel nas reacdes de defesa das plantas. Contudo, sua
regulagdo em plantas, parecem estar também envolvida no controle do metabolismo
secundario ou resposta a metabolitos secundarios, tais como o metabolismo dos
flavondides e fenilpropandides e da via das antocianinas (BUCK e ATCHLEY, 2003)

A andlise comparativa entre os promotores dos 8 glymas
responsivos a infecgdo pelo nematdide M. javanica e outros patdgenos, como
H.glycines: 08g07340, 10g32000, 13924460, 14906910, 14939560 e 19901440,
responsivos a estresse de calor, e 16g04270 e 18g41650, ndo induzidos sob choque
térmico, resultou na formagdo de trés modelos, todos com elemento mandatorio
HEAT. Nessa analise foi observada a presenca de familias de elementos comuns:
AHBP, GTBX, VTBP, MYBS, WBXF e CAAT além do elemento HEAT (Figura 24).



123

Figura 16 - llustracdo do consenso de todos os modelos de da estrutura de
elementos comuns da regido promotora de genes Hsp20 de soja —
Modelo bidtico. O programa Frameworker Genomatix foi usado para
procurar os principais elementos comuns entre os genes e suas
posicdes de alta frequéncia. Para o modelo de posicdo dos HSE na
orientagcdo negativa o valor de p-valeu foi de 0,0381311. Para o modelo
dos elementos AHBP, GTBX, VTBP (TATA box vertebrate), PTBT (TATA
box plant) o valor de p-valeu foi de 1,67E*. Para o modelo Wbox com
valor de p-valeu foi de 5,02E™°'. Outro modelo CAAT box com valor de p-
valeu foi de 0,167564.

100 bp

PECAAT

Varios estudos demonstraram que em muitos promotores de genes
de defesa de plantas ha presenca de elementos de Wbox (TTGACC / T), onde os
fatores de transcricdo WRKYs s&o capazes de reconhecer e ligar-se (YAMASAKI et
al, 2005). A transcricao de genes WRKY ¢ forte e rapidamente induzida em inUmeras
espécies de plantas em resposta a infecgéo, ferimento por patégeno, ou estresses
abidticos, como a seca, a adaptacao ao frio ou calor tolerancia induzida pelo frio e
outros (RIZHSKY et al, 2002).

5.5 ANALISES DOS GENES CARACTERIZADOS COMO HsP20 DE SOJA

A caracterizagdo, in silico, dos modelos génicos anotados nos
bancos de dados como Hsp20 de soja, consideraram aspectos especificos para
enquadra-los como possiveis candidatos a genes codificadores de Hsp20 de soja.
Enquanto que, as analises in vivo, estabelaceram os genes que demonstram o perfil
de expressao Hsp20, sendo induzidos sob estresses de choque térmico. Assim,

apenas 45 genes fazem parte da familia de Hsp de soja.
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5.5.1 Regiao Codificadora

Nos GmHsp20, as ORFs preditas variaram em tamanhos de 426 a
3463 pb. Foi verificado que entre codantes de mesmo tamanho ou tamanhos muito
préximos houve variagado no numero e tamanho de introns. (Tabela 3).

Segundo Schmutz e colaboradores (2010), a estrutura exon-intron e
a posigao dos introns nos genes das plantas mostram elevada conservagao entre as
espécies. Genes com introns duplicados tém uma forte tendéncia a manté-los,
assim como o tamanho desses. Segundo Schmutz e colaboradores (2010) a taxa de
perda de introns é mais lenta em poplar (0,4%) do que na soja (0,6%). Dentro da
familia de Hsp20 de soja caracterizada, nossas analises indicam que 32 (53,84%) do
total de GmHsp20 nao apresentam introns. Este € um percentual médio muito
superior ao dos genes Hsp20 de arroz preditos (19,9% - 48,72% de genes sem
introns) (JAIN et al. 2008; OUYANG et al., 2009). Entre os genes de soja com
introns, 10 (35,71%) apresentam um unico intron. Com base na presenca e no
numero de introns, os genes podem ser divididos em trés padrées. O padrao 1
consiste em genes sem introns, enquanto para o padrdao 2 ha apenas um intron. Ja
para o padrao 3, menos comum, sdo encontrados mais de um intron. Dentre os
GmHsp20 de soja os padrées 1 e 2 foram prevalentes. Contudo, quando
enquadrados no padrdo numero 3, de 6 genes, 5 apresentaram apenas dois introns.
Uma consideracao relevante é a presenga de introns nas regides nao traduzidas,
principalmente na posi¢ao 5, que acredita-se potencializar a traducéo. Entre os 4
genes com introns preditos, dois o0 apresentam na regido 5’UTR. O padrao global da
posicao dos introns pode ser utilizado como base, no estabelecimento das relacdes
filogenéticas em uma familia de genes. Isso sera melhor apresentado, a seguir, nas

secoes de subfamilias de GmHsp20 e estrutura secundaria.
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Tabela 3 - Localizagdo cromossOmica, caracteristicas fisico-quimicas, padrao de introns e localizacdo subcelular para as
GmHsp20. As abreviagdo na coluna de localizagao subcelular predita estdo identificadas para as organelas: citoplasma

(cito), peroxissomo (Px), cloroplasto (clorop), mitocéndria (mito) e reticulo endoplasmatico (R.E.)

Nome do Transcrito Localizagdo no Genoma - Tamanhlo da introns - Tamanho  Peso Molecular pI. indiqe_ de Lsolfsgﬁﬁj?
Cromossomo ORF Predita (bp) (pb) Predito (KDa) Predito Instabilidade Predita
Glyma01g26570 gg‘?&%%_ﬁéao 48,596 435 0 16,37 556  44.69 cito
Glyma02g41150 2(;?3%8,22(211.?26,3 10788 915 480 16,25 698 4583 Gito/Px
Glyma02g42000 E?r?c;gg,zefgg.t_)_%,ogs,oso 462 0 17.29 676 5245 Gito
Glyma02g45810 fgf’grg?,zé?;%g’% 4816 3463 1018/110/268/378/903 28,63 763 5230 cito
Glyma04g05720 Zr3°6”;?géfj_i,366’873 477 0 17,94 662 3952 cito
Glyma04g38530 2209“;(1)45(%) 44.922271 426 0 15,91 8.86  41.78 Gito
Glyma04g40790 fé?ﬂg?égg.)_:_ 46,745,820 1741 1045 25,99 774 4173 clorop
Glyma06g05740 ff&?gggfﬁj 01,520 477 0 17.80 662  46.88 cito
Glyma06g14000 10{?(;28%532_)_:_ 11062.336 1685 989 26,06 698  36.98 clorop
Glyma06g16490  Sromos(C2). 453 0 17,10 676 4501 Gito

12,926,962...12,927,793



Glyma07g03450

Glyma07g04860

Glyma07g32030

Glyma07g32050

Glyma07g32070

Glyma07g32090

Glyma07g32110

Glyma08g07330

Glyma08g07340

Glyma08g07350

Glyma08g22630

Glyma08g43120

Glyma10g32000

CromQ7(M):
2,422,428...2,423,510

CromQ7(M):
3,586,439...3,587,416

CromOQ7(M):
36,962,519...36,963,220

CromQ7(M):
36,977,969...36,978,814

CromQ7(M):
36,987,613...36,988,240

CromQ7(M):
36,995,756...36,996,604

CromOQ7(M):
37,000,908...37,001,669

Crom08(A2):
5,260,106...5,260,914

Crom08(A2):
5,263,766...5,264,591

Crom08(A2):
5,268,144...5,269,164

Crom08(A2):
17,182,793...17,184,632

Crom08(A2):
42,987,975...42,988,809

Crom10(O):
40,472,306...40,473,244

1083

705

462

486

462

462

462

462

462

462

1653

758

588

440/61

129 (5'UTR)/87

771/210 (3'UTR)

97

21,62

18,21

17,61

18,51

17,51

17,54

17,52

17,48

17,42

17,35

25,66

25,35

22,38

7.02

6.97

6.86

5.99

5.72

5.33

5.70

5.80

5.52

6.17

6.92

9.52

5.74

34.40

43.81

41.05

44 .25

43.37

42.12

38.95

43.81

40.85

42.98

46.96

37.34

45.06

mito

cito

cito

cito

cito

cito

cito

cito

cito

cito

mito

clorop
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Glyma11g37450 gg”%yég: _)_‘_38, 550,879 360 27,33 847  59.06 clorop
Glyma12g01580 Crom12(H):  941,609..942,895 949 310 23,81 693 4962  mito
Glyma13g24440 Crom13(F): 27,839,030...27,840,066 465 0 17,53 598 4151  cito
Glyma13g24460 Crom13(F): 27,847,751..27,848,553 465 0 17,59 570 4370  cito
Glyma13g24480 Crom13(F): 27,853 ,841...27,854,840 465 0 17,53 598 4286  cito
Glyma13g24490 Crom13(F):  27,862,859...27,863,745 486 0 18,50 793 4324  cito
Glyma13g24510 Crom13(F): 27,869,587...27,870,386 459 0 17,39 6.86 4759  cito
Glyma13g27590 Crom13(F):  30,780,322..30,781,372 714 312 1523 532 3821  cito
Glyma14g06900  Crom14(B2): 5,086,252...5,086,956 474 0 17,74 633 5403  cito
Glyma14g06910  Crom14(B2): 5,087,964...5,088,623 480 0 17,91 686 4192  cito
Glymal4g11420 Crom14(B2): 9,944,523...9,945,260 480 0 17,86 549 5082  cito
Glymal4g11430 Crom14(B2): 9,947,884...9,048 637 480 0 17,99 579 4381  cito
Glyma14g39560 Crom14(B2): 48,651,742...48,652,904 914 479 16,16 692 5532 cito/Px



Glyma15g11360

Glyma15g41880

Glyma16g01440

Glyma16g33130

Glyma17g34220

Glyma18g10760

Glyma19g01440

Glyma20g01930

Glyma20g35650

Crom15(E):

Crom15(E):

Crom16(J):

Crom16(J):

Crom17(D2):

Crom18(G):

Crom19(L):

Crom20(l):

Crom20(I):

8,325,524...8,326,426

49,087,958...49,088,389

1,023,807...1,024,860

36,161,134...36,161,989

38,089,483...38,090,271

9,611,401...9,612,296

1,063,015...1,063,949

1,455,228...1,456,036

43,885,724...43,886,516

647

432

814

594

480

896

594

477

579

245

129 (5'UTR)/199

160/98

15,38

16,42

17,97

22,51

17,88

23,86

22,32

17,92

21,96

5.20

5.86

6.16

6.40

5.95

9.40

5.88

6.62

6.24

44.98

48.18

46.98

35.08

38.96

32.00

49.08

41.17

39.47

cito

cito

cito

cito

clorop
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As analises de peso molecular tedérico das sequéncias protéicas
preditas de GmHSP20 resultaram em um intervalo de 15,23 KDa (133aa_
Glyma13g27590) a 28,63 KDa (144aa_ Glyma02g45810). No entanto, foi possivel
observar que algumas proteinas tiveram diferentes pesos moleculares, mesmo
quando apresentaram o mesmo numero de residuos de aminoacidos. Isso pode ser
explicado pelas diferengas na composicdo de aminoacidos entre as proteinas.
Embora ndo demostrado na tabela 3, a analise de predi¢gdo de peso molecular foi
expandida para todos os 76 modelos génicos anotados como GmHsp20. Essa
observacao é relevante, considerando que as classes de HSPs sao divididas tendo
como critério principal o peso molecular, e as pequenas proteinas de choque térmico
HSP20 apresentam predominantemente massa molecular de 15-42 kDa, e o limite
maximo das Hsp20 de soja a cerca de 30 kDa. (SUN et al., 2002). De acordo com a
analise realizada, duas proteinas preditas correspondentes aos Glymas 15930010
(45,08 kDa) e 15933630 (48,42kDa), apresentaram peso molecular superior a faixa
determinada para as HSP dessa classe, ambas sendo excluidas do conjunto de
HSP20 selecionadas por ndo estarem em conformidade aos critérios utilizados nas
analises anteriores (disposi¢céo de nucleos HSE e expresséo digital).

Os resultados de predicao de ponto isoelétrico ficaram entre 5.20
(Glyma15g11360) e 9.52 (Glyma08g43120), e os indices de instabilidade indicaram
o Glyma18g10760 com pontuagcédo 32.00, como mais estavel, e o Glyma11g37450
com indice de 59.06, como a proteina mais instavel. Esses resultados demostram
qgue o indice de instabilidade e pl aparentemente estejam relacionados, pois dentre
as 10 GmHSP20 e que foram consideradas estaveis (indice de corte valores <40), a
maioria também apresentou pl alcalino. Além disso, 67,30% das GmHSP20 sao
instaveis.

O termo “estabilidade” para proteina refere-se a tendéncia em
manter sua conformagao nativa. Sabe-se que caracteristicas como pl e a
estabilidade sdo determinadas, principalmente, pela composicdo de aminoacidos da
proteina. As interagbes fracas (ndo covalentes) e ligagdes de dissulfeto, formadas
entre os aminoacidos, auxiliam na conformacgdo proteica, principalmente as
interacdes hidrofobicas estabelecidas por aminoacidos apolares (NELSON e COX,
2010). Guruprasad e colaboradores (1990) determinaram o indice de instabilidade

para o programa ExpasyProtparam, utilizado neste estudo, apds analises estatisticas
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feitas com proteinas estaveis e nao-estaveis. Os resultados da pesquisa desses
autores sugerem que a instabilidade proteica in vivo possivelmente possa estar
relacionada com a disposi¢gao de determinados dipeptideos ao longo da sequéncia
de aminoacidos.

Em termos funcionais, acredita-se que a instabilidade proteica seja
uma caracteristica comum entre proteinas que respondem a estresse. Isso porque a
resposta ao estresse ocorre como um evento pontual na célula, e deve permitir o
rapido turnover das proteinas relacionadas, voltando para a transcricdo a regulagao
da presencga da proteina no ambiente celular (COOKE et al., 1979).

As células eucaridticas sdo organizadas em compartimentos que
estdo delimitados por membranas, muito semelhante a propria membrana
citoplasmatica da célula, e nesses compartimentos ou organelas existem
mecanismos de controle do pH interno. Os resultados de predicdes de ponto
isoelétrico das proteinas HSP20 agrupadas na subfamilia P (cloroplasto) (préxima
secao a ser apresentada e discutida), demostram que elas tem pl na faixa entre 7.74
e 9.52, a faixa mais alta de pl encontrada nas analises. Organelas como cloroplasto,
por exemplo, apresentam pH alcalino devido aos mecanismos de bombeamento de
prétons através da membrana durante a cadeia de transporte de elétrons (ALBERTS
et al., 2002). Os resultados de pl para as proteinas agrupadas nas subfamilias
mitocondriais estiveram na faixa entre 6.95 e 7.02. Para as proteinas da subfamilia
RE, os resultados de pl estiveram na faixa entre 5.5 e 6.5.

Os resultados de predigdao de peso molecular e pl se mostraram
complementares aos de predicdo de dominios e demais analises para predi¢éo de
Hsp20 em soja, corroborando varias das predi¢gdes realizadas. O conhecimento,
mesmo que tedrico, sobre as caracteristicas dessas proteinas, facilitam o isolamento
e a caracterizacao in vivo daquelas HSP20 de interesse por técnicas de protedmica,

como os géis bidimensionais.
5.5.2 Subfamilias de GmHsp20
Os resultados obtidos nas analises filogenéticas com o alinhamento

das sequéncias peptidicas das 45 GmHSP20 (somente as responsivas ao estresse

de calor) mostraram haver uma identidade minima de 17,39% e maxima de 98,05%
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entre as GmHSP20, principalmente evidenciada na regidao C-terminal das
sequéncias correspondentes ao dominio ACD. Comparando duas sequéncias de
GmHsp20 de classes diferentes, GmHsp18.5-C e GmHsp17.9-D, Raschke e
colaboradores (1988) obtiveram identidade de 38%, sendo maior principalmente na
extremidade 3’ da regiao codificadora.

Para examinar as relagcbes evolutivas da familia Hsp20 da soja e
dividi-las em subfamilias, uma arvore filogenética n&do enraizada foi construida a
partir do alinhamento das sequéncias do ACD das 45 GmHsp20. A inclusdo de
representantes de HSP20 de diversas espécies para todas as subfamilias ja
descritas possibilitou a diferenciagcdo das GmHSP20 em 11 das 16 subfamilias ja
descritas em outras espécies, sendo 11 citoplasmaticas (ClI, ClI, Clll, CIV, CV, CVI,
CVII, CVIII, CIX, CX e CXl), 2 mitocondriais (Ml e MIl), uma de cloroplasto (P), uma
de reticulo endosplasmatico (ER) e uma de Peroxissomo (PX). A maioria das
GmHsp20 foram distribuidas nas subfamilias Cl (19 GmHsp20) e Cll (6 GmHsp20),
assim como observado em arroz (OUYANG et al, 2009). Para as demais
subfamilias citoplasmaticas CIII, CIV, CV, CVI, CVII, CVIII, CIX, CX e CIX foram
distribuidas 2, 1, 2, 0, 0, 0, 0, 0 e 1 GmHsp20, respectivamente. No geral, a
distribuicdo das GmHSP20 nas subfamilias foi coerente (para Ml e ER) ou idéntica
(para MIl, P e Px) com a classificacdo de HSP20 previamente reportada para o
arroz. O grande numero de proteinas GmHSP20 classificadas nas subfamilias
citoplasmaticas indica que o citoplasma possa ser o principal local de atuacdo das
proteinas HSP20. No citoplasma é onde acontece a montagem das proteinas, logo
apdés sua sintese pelo processo de tradugdo. Assim, é provavel que essa
concentragdo de HSP20 nas subfamilias citoplasmaticas esteja relacionada com sua
funcdo de impedir que essas proteinas realizem dobramentos inadequados ou
interagdes inapropriadas formando agregados.

Notavelmente, os membros de uma mesma subfamilia de espécies
distintas aparecem filogeneticamente mais relacionados do que membros de uma
mesma espécie pertencentes a subfamilias distintas (Figura 25). Isso indica que ha
uma provavel sintenia entre as HSP20 de soja, arroz, Arabidopsis, e as demais
espécies utilizadas na analise filogenética das GmHsp20. Os genes Hsp20
provavelmente tiveram um ancestral comum que deu origem as diferentes

subfamilias antes da diversificacdo entre essas espécies, e isso foi conservado
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durante a evolugdo (OUYANG et al., 2009). E interessante notar que o padréo de
distribuicdo de introns parece ser conservado entre membros de uma mesma
subfamilia. Assim, para as proteinas classificadas como mitocondriais foi encontrado
um padrdao com pelo menos um intron (padrdo 2 e 3), para as localizadas no
cloroplasto predomina o padrdo 2, com exceg¢ao do glyma18g10760 que segue o
padrao 3, e para as citoplasmaticas o padrao de intron 1 é predominante (Tabela 3 e
Figura 28).

Figura 17 - Arvore filogenética e distribuicdo em subfamilias dos 45 GmHsp20
identificados em soja. A arvore foi construida com base no alinhamento
da sequéncia de residuos de aminoacidos que formam o dominio alfa-
cristalino (ACD) dos organismos: Glycine max (Hsp20 de soja em
andlise estdo destacadas em vermelho), At Arabidopsis thaliana, Os
Oryza sativa, Vv Vitis vinifera, Ta Triticum aestivum, Ps Pisum sativum,
Le Solanum lycopersicum, Zm Zea mays, Lp Lycopersicon peruvianum,
Cd Cynodon dactylon, So Saccharum officinarum, Sb Sorghum bicolor,
Hv Hordeum vulgare. As GmHsp20 foram distribuidas em 11 das 16
subfamilias ja descritas. Nenhuma das GmHsp20 candidatas foram
enquadradas para as subfamilias nucleo/citoplasmaticas CVI, CVII,
CVIll, CIX e CX. Para nomenclatura das subfamilias RE (reticulo
endoplasmatico), P (plastidios/cloroplasto), Px (peroxissomo), Ml e MII
(mitocéndria).
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Todas as proteinas HSP20 de plantas sao codificadas por genes
nucleares (OUYANG et al., 2009). Esses genes sao divididos em até 16 subfamilias,
que estao relacionadas com o enderegamento e instalagdo das proteinas por eles
codificadas em diferentes locais da célula. Além disso, dentro da classe das HSP20
de plantas existem aquelas que depois de sintetizadas participam como proteinas
intrinsecas nas membranas (FRIEDBERG, 2003).

As analises em programas de predigao de localizagdo subcelular de
proteinas aplicadas aos 45 genes identificaram 5 proteinas com localizag&o predita
para o cloroplasto (P), 4 proteinas com localizagdo predita para o reticulo
endoplasmatico, 3 mitocondriais (M) e 31 citoplasmaticas (C) (tabela 3). Esse
resultado foi coerente com o obtido nas analises filogenéticas para o agrupamento
das HSP20 de soja em subfamilias, como discutido anteriormente. Apenas a
subdivisdo da subfamilia peroxissémica foi estabelecida a partir do alinhamento com
proteinas Hsp20 experimentalmente localizadas nos peroxissomos, ja que 0s
programas de predicdo de localizagdo celular e busca por peptideo sinal nao
detectam diferengas entre proteinas citoplasmaticas e peroxissémica.

Todas as 45 proteinas foram analisadas pelos programas de
predicdo de peptideos sinal (SignalP) e predicdo de dominio transmembrana,
TMHMM. Os resultados de predi¢cao de peptideo sinal foram positivos para todos os
genes agrupados nas analises filogenéticas na subfamilia ER (Figura 26a). Esse
resultado era esperado, ja que normalmente as proteinas com fungdo em outras
organelas apresentam um sinal de enderegamento, o peptideo sinal, para serem
transportadas. Os peptideos sinal governam o transporte e a localizagdo das
proteinas na célula. Muitos tipos diferentes de sinais de secre¢ao sao encontrados,
no entanto em eucariotos o peptideo sinal das proteinas tem como alvo muitas
vezes o reticulo endoplasmatico, exatamente onde estas podem sofrer modificacoes
pos-traducionais, tais como glicosilagcdo, para em seguida serem secretadas
(ALBERTS et al., 2002).

Ainda, os resultados para a predicdo de peptideo sinal demostraram
que o gene identificado pelo glyma12g01580, agrupado na subfamilia Ml, foi positivo
para peptideo sinal (Figura 26b). O que corrobora a analise filogenética que agrupou
esse gene na subfamilia MIl. Os resultados de predicdo de peptideo sinal também
foram positivos para o Glyma04g40790 e Glyma06g14000 (Figura 14c). Na célula
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existem diferentes tipos de sinais de enderegamento de proteinas para as organelas.
Mas o principal € baseado na extensao continua de sequéncia de aminoacidos com
tamanho entre 15 e 60, denominado peptideo sinal, que geralmente esta localizado
na regido aminoterminal. Exatamente o padrdo encontrado para os glymas
16933130, 19901440, 20935650, 10932000, 12901580, 4g40790 e 6914000
(ALBERTS et al., 2002). Os peptideos sinal tem fungcdo em marcar as proteinas que
serdo exportadas para determinados locais, como por exemplo, o ambiente
extracelular ou organelas, como reticulo endoplasmatico, as mitocondrias, os
cloroplastos e os peroxissomos, onde exercerdo suas fungbes (ALBERTS et al.,
2002). Notavelmente, nenhuma das proteinas agrupadas na subfamilia

peroxissOmica tiveram resultados positivos para a predigao de peptideos sinal.



135

Figura 18 - Resultados positivos para a predi¢cao de peptideo sinal. a. Resultado positivo para o Glyma10g32000 na predi¢ao de

peptideo sinal. No SignalP foram obtidos resultados positivos e bastante semelhantes para as GmHSP20,
Glyma16g33130, Glyma19g01440 e Glyma20g35650, agrupadas junto com o Glyma10g32000 na subfamilia ER na
filogenia. b. Resultado positivo para o Glyma12g01580 na predi¢cado de peptideo sinal, agrupado na subfamilia Ml. c.
Resultado positivo para o Glyma04g40790 na predicdo de peptideo sinal, agrupado na subfamilia P. O
Glyma06g14000 e Glyma18g10760, também agrupados na subfamilia P, apresentaram resultado positivo e bastante
semelhante ao obtido para o Glyma04g40790. Nos graficos sao atribuidas pontuagdes (scores) para a predigdo de
peptideo sinal (S-score), o C-score € um provavel de local de clivagem. Y-score combina o resultado de C-score com
S-score para indicar com melhor precisao um provavel sitio de clivagem.
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Os resultados de predicao de dominio transmembrana para os
genes, agrupados na subfamilia RE, foram positivos com alta probabilidade para
glyma10g32000 e glyma19g01440, mas tiveram baixa probabilidade para
glyma16g33130, glyma20g35650 e glyma18g10760, ndo caracterizando como um
resultado seguramente positivo (Figura 27a). Este padrao de posigao de dominio
transmembrana e peptideo sinal, associado ao padrdao obtido de estrutura
secundaria para as proteinas de RE, indicam que aquelas com resultado de alta
probabilidade sejam proteinas transmembrana, apresentando uma cadeia
polipeptidica que atravessa a bicamada lipidica em uma conformacédo de a-hélice,
como a maioria das proteinas transmembrana. Os resultados de padrao de estrutura
secundaria para ER e demais subfamilias podem ser conferidos na préxima segao
(Predicéo de estruturas secundarias e dominios funcionais para as subfamilias das
GmHSP20).

Segundo Alberts e colaboradores (2002), proteinas que apresentam
dominio transmembrana em regides de estrutura secundaria a-hélice, em geral s&o
de passagem unica através da membrana, ou seja, o peptideo atravessa apenas
uma vez. Além disso, segmentos da cadeia polipeptidica que atravessam a
membrana sao compostos principalmente de residuos de aminoacidos com cadeia
laterais apolares. As ligacbes peptidicas estabelecidas na bicamada em geral
formam pontes de hidrogénio entre elas, e isso pode ser ainda mais reforgado caso
a cadeia polipeptidica tenha uma estrutura secundaria em a-hélice, exatamente o
que foi encontrado apds as analises de estrutura secundaria para as proteinas
HSP20 de RE.

As outras duas proteinas, agrupadas na analise filogenética para
RE, apresentam baixa probabilidade para peptideo transmembrana e ndo podem ser
consideradas como proteinas transmembrana (Figura 27b). Segundo Alberts e
colaboradores (2002), existem tipos de proteinas de membrana que se localizam
inteiramente no citosol ou nas organelas associadas a uma das camadas bilipidica.
Essa associagdao ocorre principalmente por meio de uma a-hélice exposta na
superficie da proteina (ALBERTS et al.,, 2002). Talvez seja o caso dessas duas
proteinas HSP20, codificadas pelos genes Glyma16g33130 e Glyma20g35650,

agrupadas na subfamilia RE. Contudo, isso apenas pode ser afirmado caso novas
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evidéncias, oriundas de analises adicionais, corroborem os resultados obtidos no
TMHMM.

Figura 19 - Diagrama para o resultado, com alta probabilidade, positivo (a) e de
baixa probabilidade (b). a. Resultado com alta probabilidade, a predicéo
da presenga de dominio transmembrana no Glyma10g32000. Na
legenda é possivel verificar as linhas que indicam a predi¢gao de regides
de dominio transmembrana (vermelho), regides da proteina que
provavelmente estejam dispostas para o lado externo da membrana
(rosa) e do lado interno (azul). O Glyma19g01440 também apresentou
um resultado muito semelhante para a predicdo de dominio
transmembrana obtido para o Glyma10g32000. b. Diagrama obtido do
resultado, mas com baixa probabilidade para positivo, a predicido de
dominio transmembrana para o Glyma16g33130. O Glyma20g35650
também apresentou um resultado bastante semelhante. As GmHSP20,
codificadas pelos Glyma16g33130, Glyma19g01440 Glyma10g32000 e
Glyma20g35650, formam a subfamilia ER na filogenia.
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Aparentemente, as estruturas a-hélice determinadas para as HSP20
de RE (por¢cao N-terminal) sdo também dominios transmembrana. Isso pode ser
melhor verificado nos resultados de estrutura padrdo para cada subfamilia na secao
seguinte. As HSP20 endomembrana ja foram descritas em Arabidopsis AtHSP22.0 e
na soja GmHSP22.3 (LaFAYETTE et al. 1996; HELM et al., 1995 apud OUYANG et
al., 2009). Até o momento, as observagdes das HSP20 endomembranares nessas

plantas, como também em milho e cevada, sugerem que elas possam ter fungdes
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importantes na protecdo da membrana durante o estresse, principalmente de calor
(HELM et. al., 1995).

5.5.3 Predicdo de Estruturas Secundarias e Dominios Funcionais para as
Subfamilias das GmHSP20

As HSP20 apresentam uma estrutura secundaria bem diferenciada
entre as subfamilias. Contudo, o ACD presente em todas elas é principalmente
constituido por estruturas de folha-$3, variando apenas em numero de acordo com a
subfamilia (MONTFORT et al. 2001). Os resultados de predicdo de modelos de
estrutura secundaria para cada subfamilia de GmHSP20, demostram que as
subfamilias Cl e CIll apresentam diferenca no tamanho da estrutura a-hélice na
por¢cao aminoterminal, e uma estrutura folha-3, sendo 7 segmentos folha-3 para Cl e
6 segmentos folha-p para Cll (Figura 28). Esses padrdes de estrutura secundaria do
dominio ACD para Cl e CIl foram muito similares aos obtidos em Arabidopsis por
Siddique e colaboradores (2008).

A subfamilia Clll também é bastante semelhante a Cll, mas baseado
nas analises de genes com introns, todos os representantes de Clll apresentam um
intron dentro do ACD e da terceira estrutura folha-8, padréo exato ao encontrado por
Siddique e colaboradores em Arabidopsis (2008). A subfamilia citoplasmatica CIV &
bem distinta das demais ja relatadas principalmente na por¢do N-terminal, e com 5
introns. Padrdao muito discrepante ao encontrado em Arabidopsis (SIDDIQUE et
al.,2008), e em arroz nenhuma proteina para CIV foi descrita (SARKAR et al., 2009).
Para a subfamilia CV houve conservacdo em relacdo aos padroes encontrados em
arroz e Arabidopsis,a presenga de um intron logo apds a segunda estrutura folha-8

dentro do dominio ACD é caracteristica peculiar.
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Figura 28- Diagrama ilustrando os padrdes de estrutura secundaria preditos para as
proteinas das subfamilias de GmHSP20. As posi¢cdes de introns estao
apontadas por setas em vermelho. As setas horizontais azuis delimitam
regides de formacdo de estruturas secundarias [3-pregueadas. Espirais
em verde sao utilizadas para delimitar as regides de possiveis
formacdes de estruturas secundarias em a-hélices. Os retangulos em
azul e amarelo delimitam as regides preditas para os dominios a-
cristalinos e peptideos sinal, respectivamente.
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N&o foi encontrada nenhuma proteina GmHsp20 para a subfamilia
CVI e CVII. Para Arabidopsis foram descritas apenas para CVI e CVII, e para arroz
somente para CVI (SIDDIQUE et al.,2008; SARKAR et al., 2009).

Ainda nao foram encontrados em Arabidopsis genes pertencentes as
subfamilias citoplasmaticas CVIII, CIX, CX e CXl, entretanto genes membros dessas
subfamilias ja foram descritos em espécies como Oryza sativa, Zea mays e outras
(SARKAR et al., 2009). Assim como em Arabidopsis, na soja nao foi possivel
identificar, entre os Hsp20, membros representantes para essas novas subfamilias.
O padrao de estrutura secundaria para CXI| em soja € bastante similar ao de Cl e ClI
no ACD, a alteragdo esta apenas no tamanho da estrutura a-hélice na regido N-
terminal. De forma semelhante, Sarkar e colaboradores (2009) também reportaram
que a estrutura exon-intron e a estrutura secundaria das proteinas HSP20 da
subfamilia CXI| em arroz aproximam-se a encontrada para a subfamilia CI.

A principal caracteristica de estrutura secundaria das GmHSP20 da
subfamila de reticulo endoplasmatico é a presenga de duas grandes estruturas em

folha-B e a-hélice na regidao N-terminal, na mesma regidao onde foi predito também
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um peptideo sinal. Esse resultado de padrao e localizagdo de peptideo sinal € o
mesmo encontrado em Arabidopsis (SIDDIQUE et al., 2008). As duas subfamilias
mitocondriais apresentam de 4 a 5 estruturas a-hélice de tamanhos variados e 1
folha-B pequena ao longo na regido N-terminal. A unica diferenga encontrada foi no
numero de estruturas folha- dentro do ACD, sendo 7 e 5 segmentos/estruturas para
MI e MiII, respectivamente. O padrao para Ml e Mll também é semelhante quanto a
posicdo C-terminal do ACD e a presenga de um intron na regido N-terminal fora do
ACD. Essa posicdo ndo € encontrada em nenhuma outra subfamilia HSP20.
Contudo, foi possivel prever a presenca de peptideo sinal apenas para MI. Esse
padrdao esta muito semelhante ao encontrado em Arabidopsis por Siddique e
colaboradores (2008), principalmente para MIl. Os padrées para P e Px estédo
coerentes com os encontrados em Arabidopsis e podem ser verificados através do
diagrama ilustrado na Figura 28. Esses resultados quando comparados com os
obtidos por Siddique e colaboradores (2008), indicam que houve uma conservagao
bastante significativa nas sequéncias e consequentemente na estrutura das HSP20

dentro de cada subfamilia.

5.5.4 Localizagdo Cromossdmica e Duplicacdo de Genes GmHsp20

Para determinar a distribuicdo genémica dos genes GmHsp20, suas
posicdes cromossdmicas foram identificadas de acordo com o banco de dados
Phytozome. Todos os 45 genes GmHsp20 estdo organizados em 17 dos 20
cromossomos da soja, sendo os cromossomos 7 € 13 os que apresentam maior
numero de genes preditos de proteinas tipo HSP20 com 7 genes para o primeiro
cromossomo e 6 para o ultimo grupo de ligagado. Na disposicao geral dentro do
contexto gendmico, os GmHsp20 no genoma da soja foram encontrados em numero
de 1 gene no cromossomo 1 (D1a), 3 genes no cromossomo 2 (D1b), 3 no
cromossomo 4 (C1), 3 no cromossomo 6 (C2), 7 no cromossomo 7 (M), 5 no
cromossomo 8 (A2), 1 no cromossomo 10 (O), 1 no cromossomo 11 (B1), 1 no
cromossomo 12 (H), 6 no cromossomo 13(F), 5 no cromossomo 14 (B2), 2 no
cromossomo 15 (E), 2 no cromossomo 16 (J), 1 no cromossomo 17 (D2), 1 no

cromossomo 18 (G), 1 no cromossomo 19 (L) e 2 no cromossomo 20 (I) (Tabela 3 e
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Figura 29). Por outro lado, nenhum gene GmHsp20 esta presente nos cromossomos
3,5e09.

Um aspecto interessante sobre a distribuicdo genbmica das
Gmhsp20 a localizagdo dos 45 genes, que em geral, ocorre nas extremidades
cromossOmicas, regiao onde a maior parte dos genes que codificam para proteinas
sdo encontrados (SCHMUTZ et al., 2010). Possivelmente, isso esteja associado as
altas taxas de recombinacdo entre regibes de extremidades de cromatides
homologas, o que facilita a ocorréncia de duplicacbes génicas (SEE et al., 2006).
Dentre as principais forgas para o processo de evolugao de genomas, a duplicagao
génica é uma das mais importantes. As familias de genes sédo formadas durante a
evolucdo através da duplicacdo cromossdmica e também de duplicacbes que
ocorrem ao longo do mesmo cromossomo, como é o0 caso da duplicagdo segmentar
(CANNON et al. 2004). Pautados nos resultados obtidos por SCHMUTZ e
colaboradores (2010) e nos resultados das analises de duplicagdo obtidos neste
estudo, possivelmente, a evolugdo da familia de genes Hsp20 no genoma da soja
tenha envolvido um total de 21 duplicagées génicas, sendo 5 segmentares em 4
cromossomos. Este numero é semelhante ao encontrado no genoma de arroz, onde
um total de 23 genes OsHsp20 tem origem em eventos de duplicacdo (OUYANG et
al., 2009).
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Figura 20 - Mapa de loci e coordenadas de eventos de duplicagcbes dos genes paralogos candidatos a GmHsp20 nos
cromossomos 17-20. As identificagbes de cada grupo de ligagdo sao indicadas no topo de cada barra. Na primeira
fileira estdo apenas os cromossomos em que os GmHsp20 candidatos foram mapeados e apresentam valores de
identidade para sequéncia de nucleotideos acima de 70% cm outros genes, caracterizando uma possivel duplicagéo
génica. Os genes possivelmente duplicados estdo ligados por tragcos e a porcentagem de identidade anotada na
mesma cor do traco. Os retangulos vermelhos indicam as duplicacées génicas segmentares.
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Até o momento, a soja € o maior genoma de planta ja sequenciado,
com 1,1 gigabases. Esses dados permitiram além do conhecimento das sequéncias
gendmicas, a construgdo do mapa fisico e genético da soja e facilitaram a realizag&o
de muitos estudos na genbmica estrutural e funcional. Segundo Schmutz e
colaboradores (2010), a soja € um organismo allotetrapolipléide que passou por pelo
menos dois eventos de duplicagdo gendmica. Analises computacionais sugeriram
ainda a ocorréncia de rearranjos cromossOmicos, as vezes envolvendo mais de dois
cromossomos (SCHMUTZ et al., 2010). Os eventos de duplicagbes do genoma
resultaram em um genoma altamente duplicado, com quase 75% dos genes
presentes em multiplas copias. A partir dos resultados de Schmutz e colaboradores
(2010), foi possivel inferir que o primeiro evento de duplicagdo, proto-soja
(ancestral), ocorreu proximo das origens da linhagem de Papilionoideae, datada a
cerca de 59 milhées de anos atras. A segunda duplicagado ocorre dentro da espécie
Glycine, e estima-se ter ocorrido a 13 milhées de anos atras. Em média, 61,4% dos
genes homologos sao encontrados em blocos envolvendo apenas dois
cromossomos; apenas 5,63% ao longo de trés cromossomos, e 21,53%
atravessando quatro cromossomos.

Os dados obtidos por Schmutz e colaboradores (2010) indicam que
o cromossomo 14 possui 11,8% de seus genes conservados ao longo de outros trés
cromossomos (2, 13 e 17) e que os blocos restantes tém relagdo com fragmentos de
outros 14 cromossomos no genoma. A analise de duplicagdo dos genes Hsp20 no
genoma da soja permitiu a identificagdo de pelo menos 4 agrupamentos de genes
paralogos Hsp20 localizadas no cromossomo 14, com 0s genes encontrados nos
cromossomos 2, 4 e 17. Esses resultados estdo de acordo com os apresentados por
Schmutz e colaboradores (2010), que mostram que o cromossomo 14 possui
elevada sintenia com o cromossomo 4, e principalmente com os cromossomos 2 e
17.

Segundo Schmutz e colaboradores (2010), na soja as expansdes
segmentares de familias génicas associadas com resposta basal de resisténcia séo
comuns, incluem familias NBS-LRR, F-box, auxina-responsiva, proteinas e outros
dominios comumente encontrados em grandes familias. No caso das GmHsp20,
essas duplicagcbes segmentares parecem ter contribuido significativamente para o

aumento no numero de representantes da subclasse CIl, que localizam-se nos
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cromossomos 7, 8, 13 e 14. Em arroz, os membros da subfamilia Cl encontram-se
também distribuidos em aglomerados de duplicagbes segmentares (OUYANG et al.,
2009). Considerando o conceito de parcimbnia e os resultados obtidos por Schmutz
e colaboradores (2010) a respeito da evolugdo do genoma da soja, essa
conservagao das proteinas HSP20 duplicadas dentro dos mesmos cromossomos,
como observado nos genomas de arroz e da soja, provavelmente tem origem em
processos de duplicagdo segmentar ocorrido antes dos eventos de divergéncia, na
espécie ancestral, seguido pelas duplicacbes cromossémicas no préprio ancestral e
também dentro das espécies (SCHLUETER et al., 2008; SCHMUTZ et al., 2010).

De acordo com os resultados de Ouyang e colaboradores (2009),
por exemplo, os padrbes de expressao dos genes Hsp20 de arroz, duplicados em
segmentos, foram muito semelhantes dentro dos quatro segmentos. As duplica¢des
segmentares representam uma fonte importante de nova variagdo genética e, dessa
forma, podem estar relacionadas a origem de genes ou alelos de resposta a
patdgeno, onde as interacbes especificas proteina-proteina sdo necessarias para
desencadear respostas de resisténcia. E interessante notar na figura de duplicacéo,
que trés dos seis GmHsp20, responsivos a infeccdo por nematdides,
Glyma08g07340 (somente na literatura — responsivo a H. glycines) Glyma13924460,
Glyma14g06910 (literatura e analises de RT-qPCR), estdo organizados em blocos
de duplicagbes segmentares no genoma.

O cromossomo 20 é altamente homdlogo ao cromossomo 10, mas
ainda possui 7,08% de sua extensdo génica homologa a fragmentos de outros
quatro cromossomos (SCHMUTZ et al., 2010). Essa relacdo pbde ser também
observada para os genes de Hsp20, visto que um dos genes classificados na
subfamilia RE, presente no brago inferior do cromossomo 10, Glyma10g32000, foi
duplicado para a mesma extremidade no cromossomo 20. Esse mesmo gene
localizado no cromossomo 10, também tem uma alta identidade (80%) com
Glyma16g33130 classificado na subfamilia RE. Ainda, para o cromossomo 20 foi
observada uma possivel duplicacdo, com 97% de identidade, entre o Hsp20
Glyma20g01930 (localizado no brago superior) e o Glyma06g05740 do cromossomo
6, localizado na mesma extremidade. Entre os cromossomos 4 e 6, que apresentam

alto grau de sintenia (Schmutz et al., 2010), foram observadas trés provaveis
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duplicagbes, uma delas com 82% de similaridade envolvendo 2 dos 4 genes

classificados na subfamilia P.
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6 CONCLUSOES

As andlises in silico realizadas para a selegdo dos genes anotados
nos bancos de dados como Hsp20 de soja demostraram ser muito eficientes. O uso
dos parametros de presenga de dominio ACD na regido C-terminal, presenca dos cis
elementos HSE e verificagdo do nivel de expressdo nos bancos de dados de
expressao foi uma estratégia eficaz na otimizagao do tempo destinado as analises in
vivo, pela selegdo de candidatos mais provaveis. Inicialmente havia 76 modelos
génicos anotados como Hsp20 de soja e, apos a selegdo in silico, esse numero caiu
para 52 candidatos. Desses 52, apenas 47 genes foram analisados in vivo, ja que 0s
demais puderam ser validados como Gmhsp20 por meio dos dados de expressao
digital disponiveis. Dos 47 analisados in vivo, apenas 7 nao foram responsivos ao
estresse de choque térmico — calor. Quando somados os cinco genes, n&o inclusos
para as analises in vivo, aos 40 genes, identificados como responsivos ao estresses
de calor, foram totalizados 45 genes Hsp20 na soja.

As analises de filogenia, localizagdo subcelular e de estrutura
secundaria para os 45 GmHSp20 demostraram que os mesmos estdo distribuidos
em 11 subfamilias, para as quais foi possivel observar um padrao de estrutura
secundaria previamente estabelecido para HSP20. Além disso, as analises de
filogenia demostraram que os genes Hsp20 apresentam uma relevante conservacgao
entre as plantas, principalmente observada entre os membros da subfamilia ClI.

A regido promotora das GmHsp20 € minimamente definida pela
presenca de nucleos HSE, mas outros elementos reguladores sao também
importantes tais como o promotor cerne TATAbox, W-box, CCAAT box, ABRE, MYB
e TA rich region para os estresse abidticos e bidticos foco nessa pesquisa.

Os tratamentos de estresses abidticos e bioticos tiveram efeitos
significativos na alteragdo da expressao dos genes Hsp20 preditos. O tratamento de
calor possibilitou a identificacdo dos Hsp20 por RT-PCR e as analises de RT-gPCR
corroboraram esses resultados. Para o estresse de frio foram identificados 5 genes
relacionados, todos eles Hsp20, através das analises de RT-qPCR, enquanto que a
infeccdo pelo nematdéide M. javanica, possibilitou a identificacdo de 7 genes
responsivos a este estresse, sendo 2 exclusivamente expressos nessa condigdo. Em

geral, na cultivar de soja suscetivel (BRS133) esses genes foram induzidos no
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tratamento de 4 dpi e reprimidos no tratamento de 8 dpi, enquanto que na cultivar de
soja resistente (P1595099) os genes tiveram indugéao tardia no tratamento de 8 dpi.
Esses resultados sao promissores para as pesquisas de
melhoramento, considerando principalmente a busca pelos institutos de pesquisa
por cultivares cada vez mais adaptadas aos mais diferentes estresses. Os genes e
promotores identificados constituem importante fonte para o desenvolvimento de
ferramentas biotecnoldgicas aplicadas ao desenvolvimento de variedades de soja

mais adaptadas a estresses que acometem a cultura da soja no Brasil.
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Tabela 1S -Lista de oligonucleotideos desenhados especificamente para cada
modelo génico candidato a Hsp20 de soja para uso nas analises de PCR
qualitativo e RT- gPCR.

n Glymas PRIMER_F PRIMER_R TM°C Amplicon
1 Glyma01g26570 GAATCCGAAGCACAAACACA GGGTCCATGATGTTTCTGTTG 60 124 bp
2  Glyma02g08400 CCCTTCATCACCATTCACTG TGGAAGATCAGCACGGAAG 59 136 bp
3  Glyma02g41150 ATGGCTGGCACTATCTTTGG CTGTTGAGCCGGACCATTC 60 85 bp
4  Glyma02g42000 AACGTCTTCGACCCAGTTTC TGGCTATGGCACTACTTTCG 59 95 bp
7  Glyma04g05720 CTCAGCACAGAACGAAGCTG GATTCGGTGCAGAGTGTTGA 60 138 bp
9 Glyma04g38530 CAACATTTGCTGCTATCCATTC AACATTGCTCCTTCGACCAC 60 114pb
10 Glyma04g40790 CCCAATGGCTCAAGCACTAT AGCTCTCACCCTTCCTAGCC 60 148 bp
13  Glyma06g05740 TACCGGCACACGATAACAAG GAATGGAGAGTCCAAATCCATC 60 71pb
14 Glyma06g14000 ATGGCCCAAGCACTATCAAC TTGGAAACTCCTTCCTCGAC 60 124 bp
15 Glyma06g16490 GCAGAGTTCAAAACACCAACC AGCGAGAAAGGGTCGAAAAC 60 104 bp
16 Glyma07g03450 GCTTCCTCTTCCTTGATTGG ACAGCAACTTCAGTGCACTACC 59 88pb
17  Glyma07g04860 GTGGGTTGCATTGTTGTGAG CATGAGCACGAGAAGAAGGA 60 138 bp
19 Glyma07g32030 GCCGTAGGAGCAATGTGTTT CCAATCCACACGAGTGCTTA 60 122 bp
20 Glyma07g32050 GTTCGATCCTTTCTCACTGGAC TTCAGGGAAGGAAGCTGAAG 60 85 bp
21 Glyma07g32070 GGAAGAGGTTAAGAAGCCTGATG TTGGAACACAAGACCGAGAG 60 127pb
24  Glyma07g32110 AGTTTCTTCAGTGGCCCAAG ACCCGAGTGCTCACAAATG 60 128 bp
25 Glyma08g07330 CACCCAATTTGCAGAGTTCC TTAAAGGGCTCCCACACATC 60 137 bp
26 Glyma08g07340 GAGGATCATTTGTATGAGTCGTG CCAAACACACAATCTTTCAACC 59 150pb
27 Glyma08g07350 CAGAAAGAAGTGAAGGCATCG CCACCGAAGAAACTTGGAAT 60 125 bp
28 Glyma08g22630 TTCCTTTCAACCATCAGCAA GGAAGCACACACCCTTTGTT 60 133 bp
30 Glyma08g43120 TGCCCGCACTTCATCTAGTA TGCACTTGCTGCTTTGACTT 60 147 bp
34 Glyma10g32000 AGAAATGAGGCTGCCACAAC TGGGAGCAGAGAACCATTTG 61 85 bp
36 Glyma11g14250 TCTCACCTTCGAGAACATCG TCACCCTGGTTGATTGGAAC 60 126pb
38 Glyma11g37450 CCACATCGAGGTATGTTCGTC GGTGCTTGTTGTGTTTAGGC 59 117 bp
39 Glyma12g01580 GTCCTCTCTCATTGCGAAGC TGGCGTTGGTGTTGAAAG 60 104pb
40 Glyma12g06210 TGTCTCTTCCAAGTTGTTCACTC AACACAGTTCCATCGCACAC 59 118pb
44 Glyma13g24440 CATGGTGTGGAGAATTCCAG GGATACGCGAGGTATTTAAAGG 59 133pb
45 Glyma13g24460 TTCACTGAAAATCGTGAGAGC CCTTTGTCTTGTGTTCCAATG 58 71 pb
46 Glyma13g24480 CGTCGTCATCAAACGAAGAA CCGAAGAAACCTGGAATCAG 60 115 bp
47 Glyma13g24490 CCCAAACACTCTTTCTTCAGC GCCTTGAATACGTGTGCTTC 59 111 bp
48 Glyma13g24510 GCAATGTGTTCGATCCCTTC GAATATCGGCCTTGAACACG 60 150 bp
50 Glyma13g36220 GCCAAAGGAATTTGTTCTGTG GAGCAATTGTTAGGCTCTGATG 59 96pb
52 Glyma14g04970 GAAGTGCCACGCTCATTGTA CGATCTGTCGTTCACCATTG 60 105 bp
53 Glyma14g06900 AACGTCTTCGACCCATTCTC TTGGCTATGGCACTGCTTTC 60 107 bp
54 Glyma14g06910 ACCCATTCCATGGCTTCC TCTCCTTCCAGTCGATACGC 60.5 93pb
55 Glyma14g11420 ATTTCAGGGTGATGGGTTTG CGTGTCGGAGCACTGTATGT 60 109 bp
56 Glyma14g11430 CTTTCGGCAACCTTCAATTT TCGGAGCACTGTACGTCTTG 60 140 bp
57 Glyma14g39560 ATGGCTGACGCTATCTTTGG GCTATTGAGCCAGACCATTCTC 60 86pb
62 Glyma15g41880 ACCATTTCCGAGCCTTACTC TCACATCCTCTTTGGCGAAC 60 135 bp
63 Glyma16g01440 GAAGTTGCCATTGCTTGAGAG GCACTTTACATTCCCACCTATTC 59 102pb
64 Glyma16g04270 ACCCTTGAACTTCACCTTCC CGTTTCCATCTATTTCCTTCG 58.5 116pb
65 Glyma16g33130 GGCATATCCGCACATACACA TTGCTTTGGATGGGAAACC 60 101 bp
67 Glyma17g34220 TCGCAAAGACATGGATTTCA CCATGTTGGAGCATTGTGTG 60 124 bp
71 Glyma18g41650 AACTCAACCCGACACACACC AGAGGGTGGTGATGGTCCT 60 140 bp
73 Glyma19g01440 CAGAATGGCTCGCACAATTA CATGTCCCAGAGGGTGCTAC 60 115 bp
74  Glyma20g01930 GCACACGATAACGAGAGAAGAG GCAGAGTGTTGAAGAATGGAGAG 59.5 82pb
76 Glyma20g35650 CCATCATTGTCTGCCACATC AGAGACCCGTTTGCTTTGG 60 102 bp
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Figura 1S -Eletroforese em gel de agarose 1,2% dos produtos de reacdo de PCR

1000 pb

Q

para testes de amplificacdo (especificidade e temperatura de
pareamento) dos primers de detecgdo de infeccdo de plantas por M.
Javanica. Para o teste de especificidade foram utilizados DNA gendémico
de soja e de M. javanica. O tamanho do fragmento esperado é de 945
pb. Na primeira linha do cabegalho de cada foto estdo anotadas as
temperaturas testadas para os primers, e na segunda linha as amostras
com o controle negativo da reacdo (NO). Foi utilizado o marcador
molecular de 1 kb plus (Ladder de 1 kb plus — life technologies). b.
Ladder de 1 kb plus — life technologies. Na horizontal estdo indicadas os
tamanhos em pares de base das principais bandas do marcador.
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Figura 2S -Eletroforese em gel de agarose 1,2% dos produtos de reacdo de PCR,

com 945 pb, para confirmagédo da infecgdo das plantas de soja dos
tratamentos bidticos pelo nematdide M. javanica. Na primeira linha do
cabecalho de cada foto estdo anotadas as temperaturas testadas para
0s primers, e na segunda linha as amostras com o controle negativo da
reacao (NO). Foi utilizado o marcador molecular de 1 kb plus (Ladder de
1 kb plus — life technologies). b. Ladder de 1 kb plus — life technologies.
Na horizontal estdo indicadas os tamanhos em pares de base das
principais bandas do marcador.
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Figura 3S -Eletroforese em gel de agarose 1% para a anadlise de integridade das
amostras de RNA total extraidas dos tratamentos de estresse biotico e
abidtico. Na primeira foto (superior) estdo os RNAs das amostras de
BRS133 de 1 a 9, estresse abidtico, e de 10 a 21, estresse biotico
(infecgdo por M. javanica). Na segunda foto (abaixo) estdo as amostras
de RNA somente do experimento de estresses por infeccdo por
M.javanica. As amostras de 22 a 33 s&o oriundas da cultivar P1595099 e
de 34 a 45 de BRS133 (experimento de validagdo). Para avaliar a
integridade do RNA a banda 28S deve ser quase duas vezes mais
intensa que a banda 18S as duas bandas em boa intensidade e
definicdo (NARDINELLI, 2008).
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Figura 4S -Eletroforese em gel de agarose 1,2% dos produtos da reagcdo de PCR
para a confirmacao de eliminacdo de DNA genémico da amostra apds
tratamento com DNase I. O tamanho do fragmento esperado é de 520
pb quando template for DNA genémico e 440 pb quando template for
RNA. As amostras de 1 a 9 e 10 a 21 sdo dos tratamentos de estresses
abioticos e bidticos, respectivamente. Foram utilizados o controle de
DNA gendmico de soja e de reagao (NO).
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Figura 5S -Eletroforese em gel de agarose 1,2% dos produtos da reacdo de PCR
com o primer para o gene (-actina para a analise da qualidade do cDNA
sintetizado. O tamanho do fragmento esperado é de 520 pb quando
template for DNA gendmico e 440 pb quando template for RNA.
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Figura 6S -Eletroforese em gel de agarose 1,2% dos produtos de reacdo de PCR
para testes de amplificacdo (especificidade e temperatura de
pareamento) dos primers em DNA gendmico de soja. Nesta figura estao
os resultados dos testes com os oligonucleotideos para os modelos
génicos V74 (glyma20g01930), V48 (glyma13g24510), V52
(glyma14g04970), V64 (glyma16g04270), V63 (glyma16g01440) e V53
(glyma14g06900). Na primeira linha do cabecgalho de cada foto estédo
anotadas as temperaturas testadas para cada par de primers, € na
segunda linha os primers testados seguidos dos controles negativos de
reacao (NO). Foi utilizado o marcador molecular de 50 pb (Ladder 50 pb
— life Technologies).
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Figura 6S — (Continuacgao)
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Figura 6S — (Continuacéao)
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Figura 7S -Eletroforese em gel de agarose 1,2% dos produtos de reacdo de PCR

para testes de amplificagdo (especificidade e temperatura de
pareamento) dos primers em DNA genémico de soja. Nesta figura estao
os resultados dos testes com os oligonucleotideos para os modelos
génicos V74 (glyma20g01930), V48 (glyma13g24510), V52
(glyma14g04970), V64 (glyma16g04270), V63 (glyma16g01440) e V53
(glyma14g06900). Na primeira linha do cabegalho de cada foto estdo
anotadas as temperaturas testadas para cada par de primers, € na
segunda linha os primers testados seguidos dos controles negativos de
reacao (NO). Foi utilizado o marcador molecular de 50 pb (Ladder 50 pb
— life Technologies).
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Figura 7S - (Continuagao)
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Figura 7S — (Continuacéo)
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