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AOYAGI, Luciano Nobuhiro. Caracterizagdo estrutural e funcional dos fatores de
transcricdo R2R3-MYB no genoma da soja (Glycine max) em resposta a estresse
bidtico. 2013. 167 f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2013.

RESUMO

A soja representa uma das mais importantes culturas para a economia, uma vez que é o
principal produto do setor agropecuario e de exportagdo do Brasil. A Ferrugem asiatica da
soja (FAS), causada por Phakopsora pachyrhizi, representa além de um um fator limitante
para a expansao da cultura, uma ameacga devido ao seu potencial em causar perdas na
producdo de graos e aumento nos custos do cultivo. O controle baseado em produtos
quimicos, além de ser despendioso, causa impactos indesejaveis ao homem e ao ambiente,
criando a necessidade de se buscar formas alternativas e igualmente eficazes de controle. A
compreensdo dos mecanismos de defesa e resisténcia de plantas de soja, bem como a
busca de genes ligados a esses processos, representam um caminho para encontrar formas
de se transpor os problemas causados por este e outros patdgenos. Estudos da interagao
(transcritoma) de soja com FAS indicam que fatores de transcri¢gdo (FT) da familia MYB sao
expressos com frequéncia e diferencialmente em plantas resistentes. Em Arabidopsis, MYBs
sdo amplamente estudados e muitos apresentam fungbes bem determinadas, incluindo o
controle sobre as respostas de defesa. Apesar das evidéncias apontarem a possivel
participacao destes FTs no controle de importantes processos em soja, incluindo a resposta
de defesa, existe uma grande escassez de conhecimento, em comparacdo. Atualmente
MYB ¢é a maior familia de FT de G. max, assim como a maior entres as plantas, indicando
grande potencial de conter candidatos que atuem no controle de importantes processos,
assim como é observado em Arabidopsis. Objetivando aumentar o conhecimento sobre
estes FT, bem como seu real papel e fungcbes para soja, o presente estudo, analisou a
familia de fatores de transcricdo MYB. GmMYBs da classe R2R3 foram identificados a partir
do genoma da soja por meio ferramentas de bioinformatica (SMART, Pfam e MEME), e a
funcdo putativa foi determinada com base na contrugdo de arvore filogenética e
classificagdo dos GmMYBs em subfamilias, utilizando guias (AtMYB) com fungdes
conhecidas. Todas as subfamilias MYB de Arabidopsis thaliana e algumas de soja
observadas em trabalhos prévios foram formadas, assim como novo subgrupos. A
expressao e o perfil transcricional dos GmMYBs R2R3 em ensaios com P. pachyrhizi, Aphis
glycines, Heterodera glycines, Pratilenchus brachyurus e Phytophthora sojae, através de
analises em bancos de transcritomas (Soybase, LGE-Genosoja, Genevestigator), foi
realizada e associada a determinagao das fungdes putativas em busca de potenciais genes
envolvidos no controle de mecanismos de defesa. Apds a selegdo dos modelos génicos
alvos, a inducéo pela infec¢do com P. pachyrhizi foi avaliada, por meio de PCR quantitativo
em tempo real, \utilizando trés gendtipos, dois resistentes, PI1230970 e Shiranui que
possuem o gene Rpp2 e Rppb5, respectivamente, e Williams 82 como modelo suscetivel.
Entre os genes avaliados, houve destaque para aqueles ligados a sintese de lignina, com
trés GmMYBs induzidos em plantas resistentes em maior nivel e mais rapidamente, um
GmMYB com fungdo desconhecida e outro possivelmente ligado a modulagao de genes
responsivos a quitina, ambos induzidos por um periodo mais prologando na planta
resistente. Analises funcionais futuras irdo ser conduzidas para confirmar o envolvimento
desses genes na resposta a infeccao por patdgenos em soja.

Palavras-chave: Phakopsora pachyrhizi. Filogenia. GmMYB.
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ABSTRACT

Soybean is one of the most important crops for the economy, since it is the main
product of the agricultural sector and export of Brazil. Asian soybean rust caused by
Phakopsora pachyrhizi, is a limiting factor for the crop expansion and a threat
because of its potential yield losses and increase in cultivation costs. The control
carried out with chemicals is expensive and cause undesirable impacts to humans
and the environment, creating the need to seek for alternatives and equally effective
control. A more profound understanding of the mechanisms of defense and
resistance of soybean plants, as well as the search for genes associated with these
processes represent a path to find ways to overcome the problems caused by FAS
and other pathogens. Studies of the interaction of soybeans with FAS indicate that
transcription factors (TF) MYB family are differentially expressed in resistant plants.
In Arabidopsis, MYBs are extensively studied and have well-defined functions,
including control over the defense of the plant. Despite evidence suggest a possible
role of these TFs in controlling important processes in soybean, including defense
response, there is a lack of knowledge, compared with Arabidopsis. MYB is currently
the largest family of FT of G. max, and also in plants, indicating great potential to
contain candidates that act to control important processes. Aiming to increase
knowledge about these mechanisms, in this work we evaluated the family of MYB
transcription factors. GmMYBs class R2R3 were identified from the soybean genome
using bioinformatics (SMART, Pfam and MEME), and putative function was
determined on the basis of phylogenetic tree construction and classification of
subfamilies in GmMYBs using guides (AtMYB) with functions known. All MYB
subfamilies of Arabidopsis thaliana and some soybean seen in previous works were
formed, as well as new subgroups. The expression and transcriptional profile of
GmMYBs R2R3 assays with FAS through analysis in banks of transcritomas
(Soybase, LGE-Genosoja, Genevestigator) was performed and associated with
determining the putative functions for search potential genes involved in the control
mechanism defense. After the selection of target genes, induction by infection with
FAS was assessed by quantitative PCR in real time at different times of inoculum
(12, 24, 48, 72 and 96 hai) into two treatments (with or without inoculum of spores of
P. pachyrhizi). Assays were performed in three genotypes, two resistant PI230970
(resistant) having Rpp2 allele and the allele that has Shiranui Rpp5, and showing
lesions of the type RB in response to FAS and Williams 82 (susceptible) having TAN
type lesions. Among the genes evaluated, there was especially those related to lignin
synthesis with three GmMYBs induced in plant resistance in higher levels and faster,
one GmMYB with unknown function and other possibly connected to modulation of
responsive genes chitin, both induced by a longer period in the plant resistant

Key words: Phakopsora pachyrhizi. Phylogeny. GmMYB.
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1 INTRODUCAO

A sojicultura, que gera um dos principais produtos agropecuarios, é
um dos setores que mais contribuem significativamente no saldo positivo da balanga
comercial, sustentando, desta maneira, a economia nacional. A soja € atualmente o
maior produto de exportacdo do pais, movimentando anualmente cerca de 19
bilhdes de dolares (CONAB, 2012), e o Brasil € o segundo maior produtor mundial
deste grao.

O consumo da soja cresce anualmente, devido a sua importancia
como fonte de alimento humano e animal, assim como de outros produtos. Apesar
da demanda ser crescente e o pais apresentar um grande potencial para aumentar a
producdo deste gréo, alguns fatores limitam o desenvolvimento da cultura. Entre os
principais fatores estdo os estresses bidticos, causados por patdégenos (fungos,
bactérias, nematodides e virus) que sao responsaveis por consideraveis perdas
anuais de producéo.

A Ferrugem Asiatica da soja (FAS), causada pelo fungo biotréfico
obrigatério Phakopsora pachyrhizi (Sydow & P.Syd), é atualmente a principal doenca
que afeta a produgéo de soja, com danos variando de 10% a 90%, de acordo com o
clima da regido. Desde a sua identificagdo em territorio nacional, estima-se que ela
ja tenha causado prejuizos, que incluem perda da produtividade, gastos com o
controle da doenca através de produtos quimicos, contabilizados em US$ 19,7
bilhdes, ( Instituto Mato-Grossense de Economia Agropecuaria - IMEA, 2012).

Os problemas apresentados por esse fitopatégeno sado contornados
em uma grande maioria dos casos através da adogao de formas de manejo que
visam reduzir a quantidade de in6éculos nos cultivos (vazio sanitario) e por meio do
controle quimico, método mais eficiente. Contudo, manejos baseados em aplicagdes
de fungicidas aumentam consideravelmente o custo da produgdo, sdo fontes
constantes de contaminagdo ambiental e nem sempre representam uma forma
eficiente de controle do patégeno, principalmente na época da floragao da soja, uma
vez que, neste periodo, o dossel da planta € muito denso e representa uma barreira
eficaz a penetragao de fungicidas (TREMBLAY et al., 2010). Soma-se a este fato a
preocupacgao do desenvolvimento de resisténcia a agao dos fungicidas.

Estes fatos reforgam a significancia do investimento em pesquisas e

desenvolvimento de novas estratégias visando reduzir os prejuizos causados pela
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ferrugem asiatica da soja. Além do desenvolvimento das praticas previamente
citadas, estudos vém sendo focados na obtencdo de cultivares resistentes e na
elucidagado dos mecanismos de defesa que contribuem para a resisténcia ao ataque
por este fitopatdégeno. Por consequéncia, a identificagdo de genes, bem como de
processos e mecanismos de resposta de defesa nos quais eles atuam, representam
importantes alvos de estudo.

O controle sobre a expressao génica é responsavel pela regulagao
de um grande numero de processos bioldgicos, que incluem mecanismos de
resposta aos mais variados estimulos provindos do ambiente, entre eles, os
estresses bioticos causados pelo ataque de patdégenos. A regulagéo génica ao nivel
transcricional se destaca devido ao controle absoluto sobre a expressao do gene,
assim como do padrdo de expressdo temporal e espacial. A importancia deste
processo reflete na composicdo no genoma dos organismos onde, em média, 4%
dos genes (eucariotos), codificam fatores de transcricao (FTs) (RIECHMANN et al.,
2001). Apesar de serem encontrados em todos os eucariotos conhecidos,
apresentam maior numero e diversidade funcional em plantas. Na soja, estima-se
que eles representem 12% dos genes codificadores (5.671 genes), um numero
superior ao observado na planta modelo Arabidopsis, onde 6% dos genes
codificadores s&o de FT (FELLER et al., 2010).

Entre os FTs conhecidos, a familia MYB, composta por sequéncias
com um a quatro repeticdes do tipo HTH (Helix-Turn-Helix), € uma das mais
numerosas e diversificadas funcionalmente. Notadamente, G. max apresenta uma
das maiores familias MYB conhecidas do reino vegetal (14% dos seus FT) (WANG
et al., 2010). Contudo, em G. max pouca informagao sobre as fun¢gdes dos mesmos
esta disponivel. Todo conhecimento sobre esta familia provem de estudos com
Arabidopsis, onde sao conhecidos 86 membros com fungdes determinadas (DUBOS
et al., 2010), os quais incluem AtMYBs (R2R3-MYB), que atuam principalmente no
controle de respostas de defesa (18,25% dos MYBs) . Alguns AtMYBs compdem
importantes mecanismos de defesa, tais como morte celular, vias de sinalizacao e
sintese de fenilpropandides, sendo expressos em resposta a ataques de patdgenos
e elicitores, e contribuindo com a resisténcia da planta.

Nos ultimos anos, estudos do perfil transcricional da interagdao da
soja com FAS, tem revelado a constante presenga de FTs, que incluem WRKY, NAC
e MYBs (MORTEL et al., 2007; CHOI e tal., 2008; PANTHEE et al., 2009; PANDEY
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et al.,, 2011), entre os genes expressos. Contudo, apesar do destaque dos MYBs,
nao existem estudos que relacionem estes FTs expressos e seu real papel na
defesa e resistencia da soja, bem como a sua real fungdo, assim como ja
determinado na planta modelo Arabidopsis.

Estes estudos fornecem evidéncias de que a sele¢cao de genes, com
base nas analises de transcriptomas, permite a identificagdo de candidatos com
potencial efeito na resposta ao estresse em estudo. No caso de FAS, a analise
funcional de fatores de transcricdo, especialmente da familia MYB, fortemente
ativados apods a infeccdo, podera contribuir para a elucidacdo da complexa
regulacdo das vias de defesa de soja mediada por estes genes frente a ferrugem
asiatica, bem como contribuir para reduzir a lacuna de conhecimentos existentes
quanto a esta familia de FTs.

O presente trabalho objetivou a identificacdo e classificagdo de
genes preditos da familia MYB (R2R3) no genoma de soja, bem como identificar e

analisar aqueles que estdo envolvidos na reposta a FAS e a diferentes patdgenos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

21  SOJA—GLYCINE MAX (L.) MERRILL

Compreendendo cerca de 727 géneros e 19.325 espécies, a familia
Fabacea (ou Leguminosas) € a terceira maior familia dentre as angiospermas e
também uma das principais do ponto de vista econémico (LEWIS et al., 2005). A
caracteristica tipica dessa familia € a presenga de frutos do tipo legume, também
conhecido como vagem, que possuem duas linhas de deiscéncia (abertura
longitudinal) e englobam desde espécies arboreas as herbaceas anuais, muitas de
grande importancia econdmica e principalmente alimentar (soja, feijao, ervilha,
amendoim, gréao-de-bico). Essa familia €& divida em trés subfamilias:
Caesalpinioideae, Faboideae e Mimosoideae (EMBRAPA, 2010). Dentro destes
grupos, a subfamilia Faboidea (Papilionoidea) € a maior, com 476 géneros e
aproximadamente 14.000 espécies (LEWIS et al., 2005), e é considerada a de maior
importancia econdémica, visto que nesta subfamilia esta presente o0 maior nimero de
espécies importantes para o ser humano, tais como o feijao (Phaseolus vulgaris) e a
soja [Glicine Max (L.) Merrill] (EMBRAPA, 2010).

Glicine max (L.) Merrill € uma planta dicotiledénea herbacea, que
pertence a familia Fabaceae, subfamilia Faboideae e género Glycine L.,
compreendendo 15 espécies. As plantas de soja possuem folhas alternadas,
pecioladas, compostas de trés foliolos ovalados, sendo que na maioria das
variedades as folhas amarelam a medida que os frutos amadurecem e caem quando
as vagens estao totalmente maduras. O caule é ereto e atinge de 60 cm a 1,5m de
altura e apresenta dois estadios de desenvolvimento, o vegetativo (estabelecimento
e desenvolvimento) e reprodutivo (florescimento e maturagdo). Apresenta como
frutos vagens achatadas e curtas que possuem de duas a cinco sementes elipsdides
de coloracao variada, de acordo com a variedade. O sistema radicular € composto
por uma raiz pivotante com ramificagbes e ndédulos que abrigam bactérias fixadoras
de nitrogénio atmosférico, mais comum dentre os integrantes de Faboideae
(ASSUMPCAO, 2008).

Atribui-se a origem dos ancestrais de [Glicine max (L.) Merrill] ao
continente asiatico, crescendo na forma de plantas rasteiras principalmente na costa

leste da Asia nas proximidades do rio Yangtse (também conhecido como Rio Azul,
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maior rio em extensdo da Asia — 6300 km), na China. As primeiras citacdes datam
no periodo entre 2838 a 2883 A.C em livros chineses, nos quais se atribuem o status
de graos sagrados, juntamente com arroz, trigo, cevada e milho, visto que era a
base alimentar deste povo. Apesar de ser conhecida, apreciada e consumida a
milhares de anos pelos povos orientais, a mesma permaneceu restrita aos paises
asiaticos até o século XV. A sua disseminagdo no continente Europeu ocorreu
apenas ao final do século XV, com o periodo das navegagdes e a abertura de novas
rotas de comércio (EMBRAPA, 2011).

O primeiro relato da cultura da soja no continente americano (EUA)
data de 1804, sendo inicialmente utilizada como planta forrageira e em menor
escala, como produtora de graos. Seu cultivo e utilizagdo foram expandidos até
1930, quando apresentou produgdo quase que totalmente voltada para grdos. A
introdugéo da soja no Brasil se deu em 1882 no estado da Bahia, sendo levada mais
tarde por imigrantes japoneses para o estado de Sao Paulo. Em 1892 foi cultivada
pela primeira vez pelo Instituto Agronémico de Campinas (IAC), dando inicio as
pesquisas com essa cultura. Em 1914, a soja foi introduzida no estado do Rio
Grande do Sul, local onde as variedades provindas dos Estados Unidos tiveram
sucesso, devido as caracteristicas edafoclimaticas favoraveis encontradas neste
estado. Na década de 40, iniciaram-se no Brasil as produgdes comerciais da soja na
forma de graos, ndo sendo mais voltada para o forrageio, com gradativos aumentos
nas areas de producgao e produtividade na regiao sul. Por volta das décadas de 70 e
80, a cultura foi expandida para as regidbes do Brasil Central, gragas ao
desenvolvimento de cultivares adaptados a regiao, bem como pelo desenvolvimento
das tecnologias de manejos de solos e implantagdo do manejo integrado das
pragas. Desde entédo a soja produzida vém passando por constantes programas de
melhoramento genético que visam obter plantas mais adaptadas as diferentes
regides, mais produtivas e resistentes a patégenos e pragas, o que viabiliza seu
cultivo em quase todos os estados brasileiros (ASSUMPCAO, 2008; FREITAS,
2011).

2.2 IMPORTANCIA ECONOMICA DA SOJA

Dentro das leguminosas, a soja € a espécie de maior importancia no

mercado internacional, visto que seus graos possuem alto teor proteico e lipidico; é
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fonte de alimentagcdo humana e animal ha milénios e, é utilizada na producédo de
O0leo vegetal comestivel (principal fonte mundial) e como fonte alternativa de
producdo de combustivel. A semente € um dos alimentos vegetais mais ricos,
contendo cerca de 40% de massa proteica, 20% de 6leo e possui todos os nove
aminoacidos essenciais (histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina,
treonina, triptofano e valina) (ASSUMPCAO, 2008).

A soja é um grao que da origem a diversos produtos e subprodutos
muito utilizados pela agroindustria, industria quimica e de alimentos. Na alimentagao
humana, seu uso mais conhecido € como 6leo refinado, mas também participa na
composi¢cao de varios produtos embutidos, como salsichas, chocolates, temperos
para saladas, maioneses, entre outros. Sua proteina € a base de ingredientes como
massas, produtos de carne, cereais, misturas preparadas, bebidas, alimentagao para
bebés e alimentos dietéticos. Também s&o muito usadas pela industria de adesivos
e nutrientes, alimentacdo animal, adubos, formulador de espumas, fabricagcdo de
fibra, revestimento, papel e emulsdo de agua para tintas. Recentemente, sua
utilizacdo vem crescendo também como fonte alternativa de combustivel. Da
producao atual de biodiesel, que ja atinge quase 2,5 milhdes de litros ao ano no
Brasil, estima-se que o 6leo de soja representa mais de 80% da matéria-prima
seguidos por gordura bovina (12,4%) e 6leo de algoddo com 2,1% (ANP, 2011).

A soja é considerada, no Brasil, a cultura de maior expressao
comercial uma vez que ela sustenta o agronegécio brasileiro, e representa o maior
produto nacional de exportagcdo, com 48,95 milhdes de toneladas de janeiro a
dezembro de 2012, correspondendo a 26,11 bilhdes de doélares (cerca de 10,76%
das exportagdes brasileiras) ou 27,25% do total de exportagdes de produtos
agropecuarios, de acordo com o ultimo balango comercial do agronegdécio da
CONAB (CONAB, 2013). Ainda, de acordo com dados da CONAB, o saldo do
agronegocio é responsavel pelo saldo positivo final da balanga comercial do pais,
sendo o setor do agronegdcio responsavel por garantir o superavit comercial
(CONAB, 2013).

Nas safras anteriores a soja representou 46,26% (2010/2011) e
40,01% (66 milhdes de toneladas) (2011/2012) do volume de grédos produzidos no
pais, se mantendo como principal grao produzido. Para a safra atual (2012/2013),
estima-se uma safra recorde, de acordo com o 5° levantamento de safras, com

producao de 83,42 milhdes de toneladas (CONAB, 2013). A area agricola destinada
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ao plantio desta cultura também figura entre as maiores entre os graos, ocupando
cerca de 48,44% (24,18 dos 49,91milhdes de hectares) na safra 2010/2011 e
49,24% (25,04 dos 50,85 milhdes de hectares) na safra 2011/2012, sendo estimada
em um aumento desta area para 27,65 milhdes de hectares para a atual safra
(2012/2013).

O maior estado produtor brasileiro de soja € o Mato grosso, com
32,9% da producéo brasileira desta cultura (21,84 milhdes de toneladas) seguido do
estado do Parana (16,48 % ou 10,9 milhdes de toneladas) (CONAB, 2012).

De acordo com o USDA (2013), a produgdo mundial da safra
(2012/2013) foi de 267,606 milhdes de toneladas, com producédo de 82,055 milhdes
de toneladas para os Estados Unidos, 82 milhdes de toneladas para o Brasil e 51
milhdes de toneladas para a Argentina, o que torna o Brasil o segundo maior
produtor mundial. O consumo mundial de soja na safra 2011/2012 fechou em 254,91
milhdes de toneladas, o que representa um aumento de 1,77% em relacéo a 251,47
milhdes de toneladas atingidas na safra anterior (USDA, 2013).

Dentre os fatores que contribuem para o aumento progressivo no
consumo mundial de soja esta principalmente o crescimento do poder aquisitivo da
populagcdo nos paises em desenvolvimento, o que promove uma mudanga no habito
alimentar. Neste cenario se observa uma progressiva troca do consumo de cereais
por carne bovina, suina e de frango, fato que resulta numa maior demanda de soja,
principal ingrediente (compde até 70%) da racdo para esses animais (FREITAS,
2011).

Para a safra 2013/2014, a USDA (Junho, 2013), prevé um aumento
mundial da produgéo de soja de 6,6% (17,7 milhdes de toneladas). Estima-se ainda
que EUA siga como lider na producgéao (92,2 milhdes de toneladas), seguido do Brasil

(85 milhdes de toneladas).

2.3 FERRUGEM ASIATICA DA SOJA

Apesar de todo cenario mundial favoravel para a producdo e
comercializagdo da soja nos ultimos anos, em especial o Brasil com capacidade de
expandir a area (ALVES, 2007), alguns fatores que limitam o crescimento e a

obtencao de altos rendimentos da cultura, dentre estes se destacam a ocorréncia de
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estresses bidticos, como doencgas causadas por fitopatégenos, além dos abidticos
como a seca.

Aproximadamente 40 doengas na soja causadas por fungos,
bactérias, nematoides e virus ja foram identificadas no Brasil, niumero que cresce
proporcionalmente com a expansdo desta cultura para novas areas e como
consequéncia da pratica da monocultura. A importancia econébmica de cada doencga
varia de ano para ano e de regido para regido, dependendo das condi¢des
climaticas de cada safra. As perdas anuais de producdo por doencgas sao estimadas
em cerca de 15% a 20%, entretanto, algumas doengas podem ocasionar perdas de
quase 100% se constituindo, deste modo, uma ameaga a produtividade e
competitividade da soja nacional (EMBRAPA, 2008).

Algumas doengas fungicas sdo foco de muitos estudos devido ao
prejuizo que tém causado a producgao de soja, e entre elas, a Ferrugem Asiatica é
atualmente a principal doenca que acomete a produgao de soja no Brasil e uma das
mais importantes do mundo.

A ferrugem asiatica da soja (FAS), causada pelo fungo biotréfico
obrigatério Phakopsora pachyrhizi Sydow & P.Syd., € uma das mais severas
doengas que incide na cultura da soja, com danos variando de 10% a 90% nas
diversas regides geograficas onde foi relatada (GODQOY, 2009). Foi descrita pela
primeira vez em 1903 no Japao (HENNING, 1903), sendo constatada pela primeira
vez, no Continente Americano no Paraguai, em 5 de margo, e no Estado do Parana
em 26 de maio de 2001 (safra 2001/2002), e deste entao, se espalhou para todas as
regides produtoras no Brasil, com excegdo do Estado de Roraima (EMBRAPA,
2008).

As ferrugens sao parasitas obrigatorios (biotroficos), isto é, néo
matam seus hospedeiros, mas desenvolvem estratégias efetivas para explorar
células vivas como fontes de nutrientes.

O ciclo de infecgédo por P. pachyrhizi é tipico de outras ferrugens.
Esporos de P. pachyrhizi, chamados de uredinidsporos, sao transportados por
correntes de ar e podem ser disseminados a quildmetros de distancia da planta
infectada de origem, em poucos dias. Uma vez que ela atinge a superficie foliar na
face superior ou inferior, sob condicbes adequadas: alta umidade e temperatura
entre 15°C e 25°C, a germinagao do esporo comega (entre 1 e 2 horas apés a

infeccao - hai) formando um tubo germinativo que cresce por toda a superficie foliar
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até atingir uma superficie adequada quando um apressorio (estrutura de penetragao)
€ formado. Esta etapa de penetragcédo ocorre entre 7 a 12 hai. Em uma infecgao por
P. pachyrhizi, a penetragdo ocorre diretamente no centro da célula epidérmica
intacta ou sobre as paredes anticlinais, e diferentemente de outras ferrugens,
raramente penetra pelo estdbmato (ZAMBOLIN, 2006; TSUKAHARA et al., 2008;
TREMBLAY et al.,2010). Quando esta hifa de penetragao passa a cuticula e atinge o
espaco intercelular abaixo da epiderme, um septo é formado produzindo hifas
primarias (entre 15 e 20 hpi). Entre 24 a 48 hai, a hifa de infecgéo cresce entre as
células palicadicas para atingir as células do mesdfilo esponjoso, onde forma uma
célula mée do haustoério, a qual realiza a penetracdo da célula hospedeira e a
diferenciagdo de um haustorio. Este €& uma estrutura altamente ramificada,
delimitada pela membrana celular da célula hospedeira, denominada de membrana
extra-haustorial, uma matriz extra-haustorial e a parede celular do fungo. O haustério
proporciona uma ampla superficie de contato com a célula hospedeira e através dele
sao adquiridas quantidades massivas de agucares e aminoacidos por mecanismos
de simporte a favor de gradiente de protons (DA SILVA, 2008).

Além da obtencdo de nutrientes, através dos haustérios o fungo
também promove a secregao de proteinas efetoras importantes para o processo de
infeccdo. Em 96 horas apds o esporo chegar as folhas da planta, o fungo segue
colonizando o mesdfilo esponjoso, através da formagdo de hifas secundarias e
haustorios adicionais. Aproximadamente em 144 horas apds a infecgao, hifas se
agregam e uma urédia (estrutura de reproducao) surge entre as células do mesofilo
esponjoso. Cerca de sete a nove dias (168 a 216 horas) apds a infecgédo, novos
uredinidosporos sao formados, podendo ser disseminados por até quatro semanas
seguintes. Os primeiros esporos formados emergem na superficie inferior (abaxial)
da folha (MORTEL et al., 2007; TREMBLAY et al., 2010).

Trés reagdes do hospedeiro em resposta ao patdgeno sdo possiveis,
de acordo com genes que condicionam resisténcia a FAS (Rpp, Resistance to
Phakopsora pachyrhizi genes). A reacdo imune governada por Rpp1, identificado no
gendtipo P1200492 (McLEAN; BYTH, 1980), na qual a planta ndo apresenta
sintomas visiveis; a reagdo de resisténcia governada por Rpp2, identificado em
P1230970 (BROMFIELD; HARTWNG, 1980); Rpp3 em PIl462312 (HARTWING;
BROMFIELD, 1983); Rpp4 em PI459025 (HARTWING, 1986); Rpp5 em PI200456
(GARCIA et al., 2008) e Rpp6 em PI1567102B (LI et al., 2012), que possui como



22

caracteristica a formacado de lesbes avermelhadas (‘reddish-brown lesions”, RB)
decorrentes de morte celular programada e que resultam na limitacdo da
esporulacdo e do crescimento do fungo; e a reagédo suscetivel, caracterizada por
lesdes marrons (“tan lesions”, TAN) decorrentes da esporulagao total das pustulas
de P. pachyrhizi (MORTEL et al., 2007).

A infeccao por P. pachyrhizi causa rapido amarelecimento ou
bronzeamento e queda prematura das folhas, fato que afeta diretamente o tamanho
final do grao e, portanto, o rendimento e qualidade da produgéo. Observa-se ainda o
aborto e a queda das vagens em casos mais graves, em sua totalidade, quando o
fungo ataca a cultura na fase de formagdo das vagens. Elevadas perdas de
rendimento tém sido registradas na Australia (80%), na india (90%) e em Taiwan
(70%-80%). No Brasil, redu¢des de produtividade de até 80% tém sido observadas,
quando se comparam areas tratadas e nao tratadas com fungicidas (EMBRAPA,
2008).

A doenca é favorecida por chuvas bem distribuidas e longos
periodos de molhamento, condi¢gdes 6timas nas quais as perdas na produtividade
podem chegar a 90% (EMBRAPA, 2008). No pais, o fungo Phakopsora pachyrhizi
encontrou entdo condigbes climaticas muito favoraveis ao seu desenvolvimento,
explicando a sua alta agressividade em niveis ndo antes relatados em outros paises
produtores (GODOY; HENNING, 2006).

A ferrugem asiatica da soja tem causado impactos negativos a
economia, devido a elevagcdo dos custos finais da producdo e a reducédo da
produtividade. Desde a sua ocorréncia na safra 2001/2002 até a safra de 2011/2012,
estima-se que a ferrugem asiatica da soja tenha onerado o Brasil em torno de US$
19 bilhdes (IMEA, 2012).

2.4  RESPOSTA DE RESISTENCIA A DOENCAS EM PLANTAS

A resisténcia de um hospedeiro, dentro do contexto da fisiologia do
parasitismo, pode ser definida como a capacidade da planta em atrasar ou evitar a
entrada e/ou a subsequente atividade de um patdégeno em seus tecidos. Embora as
plantas, na natureza, estejam normalmente expostas a um numero incalculavel de
patdgenos, a resisténcia das mesmas mostra-se como regra, enquanto que a
suscetibilidade mostra se como exceg¢ao (PASCHOLATI; LEITE, 1995).
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De modo geral, existem trés razdes possiveis que explicam a falha
do estabelecimento do patégeno na planta: 1) A planta ndo possui os requerimentos
fisiologicos de um patdégeno potencial; 2) a planta possui barreiras estruturais preé-
formados ou compostos toxicos que limitam as infeccbes bem sucedidas para
espécies de patdégenos especializados; 3) ocorre o reconhecimento do ataque do
patdgeno, € os mecanismos de defesa sdo ativados e a invasao permanece
localizada (HAMMOND-KOSACK; JONES, 1996).

As plantas sdo imunes a maior parte dos micro-organismos
patogénicos, devido a presenga de mecanismos de defesa pré-formados ou
passivos, 0s quais proporcionam protecao nao especifica contra uma ampla gama
de patogenos.

Para serem patogénicos, os micro-organismos devem conseguir
acessar o interior da planta, por meio da penetracio direta através da superficie de
folhas e raizes ou entrando através de aberturas como estdmatos ou ferimentos.
Para isso os invasores devem superar defesas primarias das plantas, barreiras
fisicas pré-existentes (passivo, constitutivos) (como cuticulas, camadas de cera,
tricomas, parede celular, estdbmatos) ou induzidas (deposi¢ao de calose; fechamento
de estdbmatos; agregacao citoplasmatica; formacao de halos e papilas; lignificacao),
além de barreiras bioquimicas (liberagdo de quitinas, beta-glucanases, fendis,
alcaloides, lactonas insaturadas, glicosideos fendlicos, glicosideos cianogénicos,
fototoxinas, inibidores proteicos) (PASCHOLATI & LEITE, 1995).

Antes de alcangar o interior da planta, os micro-organismos
enfrentam uma rigida parede celular de celulose, antes de alcangar a membrana
celular, palco das principais interagdes ocorrentes entre o patégeno e o hospedeiro
(CHISHOLM et al., 2006). A essa etapa onde o organismo invasor se relaciona com
as estruturas da defesa primaria, da se o nome de interagdes inespecificas ou
basais de resisténcia, visto que n&o ocorre a interacdo direta entre ambos os
organismos. Quando um patdégeno consegue ultrapassar todas as barreiras iniciais
impostas pela planta, ocorre interacdo direta com o hospedeiro. Nesse caso, a
reacao pode tomar dois caminhos diferentes. Caso a planta hospedeira seja
resistente ao patdégeno invasor, uma rapida resposta de defesa é induzida e ocorre a
prevencado do desenvolvimento da doencga (interagdo incompativel). Por outro lado,

caso a planta hospedeira seja incapaz de reconhecer ou responde muito lentamente
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ao invasor (suscetivel), a doenca desenvolve-se e espalha-se pela planta (interacéao
compativel) (GARCIA-BRUGGER, 2006).

As plantas desenvolveram duas estratégias para detectar patégenos
que conseguem sobrepor a estas barreiras iniciais da defesa pré-invasiva. Na face
externa da célula hospedeira, elicitores microbianos conservados chamados padroes
moleculares associados a patégenos (PAMPs) sdo reconhecidos por receptores
proteicos chamados receptores de reconhecimento de PAMPS (PRRs). As
estruturas ou moléculas conservadas pertencentes aos microrganismos que servem
como alvos do reconhecimento de receptores eucariéticos sdo chamados, de
maneira geral, de elicitores. PAMPs s&o tipicamente componentes essenciais de
grupos inteiros de patdgenos, tais como a flagelina bacteriana, lipopolissacarideos e
quitina fungica, e seu reconhecimento por PRRs leva a ativagdo da imunidade basal
desencadeada por PAMPs (PTI). A segunda classe de percepgado envolve o
reconhecimento por receptores intracelulares de moléculas de viruléncia (proteinas),
patdgeno-especifico, chamados de efetores, onde este reconhecimento induz a
imunidade desencadeada por efetores (ETI). Efetores sdo moléculas do patégeno
que manipulam a estrutura e funcdes celulares do hospedeiro, facilitando a infecgao
e/ou incitando respostas de defesa e, diferentemente dos PAMPs, néo
desempenham fungdes fisioldgicas e estruturais essenciais, estando sujeitas a fortes
evolucbes adaptativas. Efetores podem ser elicitores e/ou toxinas que atuam
interceptando os sinais disparados pelo reconhecimento de PAMPs. A PTI
geralmente esta associada a imunidade ndo hospedeira e a imunidade basal, que
sdo respostas imediatas ao contato com o patdégeno. Ja a ETI esta associada ao
desenvolvimento de uma resposta de hipersensibilidade (HR) a resisténcia sistémica
adquirida (SAR), sendo estas respostas de longa duragdao (DODDS; RATHJEN,
2010). Estes dois sistemas fazem parte de um processo de coevolugédo
popularmente denominado “queda de brago evolucionaria” (“evolutionary arms
race”), descrito mais adiante.

Assim, para fornecer a segunda linha de defesa contra os patégenos
que tenham superado a primeira linha defesa baseada na ativagcdo PRRs, as plantas
possuem receptores exclusivos ou os produtos dos genes de resisténcia, que
interagem direta ou indiretamente com os efetores dos patdgenos. Em contraste ao
PRR que reconhece PAMPs, os genes de resisténcia interagem com as proteinas
efetoras de patégenos especificos (VAKHRUSHEVA; NEDOSPASOV, 2010). Esse
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reconhecimento envolve a interagdo gene-a-gene (teoria de FLOR). De acordo com
esse modelo, um efetor especifico (produto potencial de um gene Avr) é reconhecido
por um receptor (produto potencial de um gene R) na planta resistente. Os genes
que dao origem as proteinas efetoras sdo também conhecidos como genes de
aviruléncia (“Avr genes”), pois uma vez reconhecidos por receptores do hospedeiro
nas interagdes incompativeis, sua fungcado de viruléncia é ofuscada por uma fungao
dominante de aviruléncia e a infecgao é evitada. O reconhecimento da proteina Avr
leva a uma cascata de eventos de sinalizagado que ira ativar genes da célula vegetal
hospedeira, resultando em uma rapida resposta de defesa.

Os receptores PRRs de plantas, que medeiam a resposta inata
(PTIl), bem como daqueles que medeiam a imunidade especifica (secundaria ou
ETI), sdo proteinas extracelulares com um dominio transmembrana e uma porgao
extracelular (presentes na superficie celular), normalmente contendo repeti¢cdes
LRRs (regides ricas em leucinas) envolvida no reconhecimento e ligacao a PAMPs.

Por exemplo, as plantas mostram reagdo imune aos componentes
da parede celular fungica (quitina, glucana, ou glicoproteinas), lipopolissacarideo
bacteriano (LPS), e flagelina. Nas plantas, dois tipos de PRRs sédo encontrados: (1)
proteinas que possuem um dominio quinase intracelular, chamado receptor-like
kinases (LRR-RLKSs), e (2) proteinas sem um dominio citoplasmatico, denominado
receptor-tipo proteinas (LRR-RLPs). PAMPs ligados a esses receptores induzem a
PTIl, sendo ela a primeira ativacdo de resposta a percepcao da presenca do
patégeno (VAKHRUSHEVA; NEDOSPASOV, 2010).

Na co-evolugéo da interagdo patdgeno-hospedeiro, os patdgenos
adquiriram a habilidade de produzir e introduzir proteinas efetoras nas células
vegetais visando inibir essa defesa primaria, por meio da interceptagao dos sinais
gerados pelo reconhecimento das PAMPs pelas PRRs. Por outro lado, a evolugao
do sistema de defesa vegetal e a produgao de proteinas receptoras envolvidas no
reconhecimento especifico de proteinas efetoras do patégeno resultou no
desenvolvimento de uma resposta imune secundaria (ETI), cujas as proteinas
envolvidas (receptores) monitoram diretamente ou indiretamente a presenga do
patégeno, através do reconhecimento desses efetores. Tais receptores sao
denominados proteinas R (proteinas de resisténcia), sendo eles produtos dos genes
R. A maioria das proteinas R estruturalmente pertence a familia de proteinas

contendo dominios de ligagdo a nucleotideos (NB - envolvido na ligacao a ATP e
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sua hidrélise, o que promove modificacbes conformacionais no receptor e
subsequente ativagao da cascata de sinais) e dominios ricos em leucina (por¢ao C-
terminal) (NB-LRRs), e podem ser divididas de acordo com a composigc&o da regido
amino-terminal dos genes. Muitos tém um dominio com homologia aos dominios
intracelulares de sinalizagao “Toll” de drosdfila e receptores de interleucina “(IL) - 1”
de mamiferos, sendo chamados de TIR (“Toll-Interleukin Receptor”), e denominados
TIR-NB-LRR. Outros genes contém dominios CC (“Coiled coil”’) na regido amino-
terminal, sendo chamados de CC-NB-LRR. Ambos, CC e TIR, seriam responsaveis
pelo reconhecimento de modo indireto do patégeno, interagindo com proteinas
vegetais modificadas pela acado dos patégenos (Figural) (VAKHRUSHEVA;
NEDOSPASOV, 2010).

Figura 1 — Estrutura dos dominios de receptores imunes de planta. Fonte:
VAKHRUSHEVA; NEDOSPASOV, 2011.
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Contudo, muitos estudos vém demonstrando que o
reconhecimento de efetores provavelmente tenha evoluido como um mecanismo
indireto (sem o contato direto entre efetor especifico e 0 seu receptor especifico
como proposto na Teoria de FLOR), visto que o contato direto raramente ocorre.

Uma nova teoria foi criada, como uma complementacio da teoria de
FLOR, conhecida como “modelo de guarda”. Neste modelo as proteinas R
“vigiariam” proteinas acessérias que sdo os alvos de agdo dos patégenos. Nesse
modelo, as proteinas acessorias interagiriam com os efetores e entdo seriam
capazes de ativar os genes de resisténcia. A deteccao indireta explicaria também a
razao de existir um repertério limitado de receptores de resisténcia na planta para
responderem a uma ampla gama de patdégenos e seus efetores correspondentes.

Grande parte dos efetores bacterianos ja caracterizados, por exemplo, exibem
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atividade enzimatica capazes de modificar proteinas vegetais. Muitas evidéncias
estdo indicando que multiplos efetores e suas fungdes enzimaticas atuam sobre as
mesmas proteinas alvo nos hospedeiro. Deste modo, a planta ndo desenvolveu
receptores capazes de detectar todos os possiveis mecanismos efetores, e sim as
modificagdes sofridas por alvos comuns de patdégenos. Assim, através do
monitoramento de perturbagcdes comuns, as proteinas R detectam indiretamente a
atividade enzimatica de efetores multiplos (DODDS; RATHJEN, 2010).

Os efetores geralmente sdo secretados no apoplasto ou no
citoplasma vegetal, através do sistema de secregao tipo trés (TTSS) em bactérias,
ou por exocitose, no caso de fungos e oomicetos. Alguns trabalhos demonstram que
mutacdes que levam a perda do sistema TTSS em bactérias, e, consequentemente
a capacidade de seus efetores atuarem, promoveu a perda de sua patogenicidade,
demonstrando a importancia dos efetores para o desenvolvimento da infecgao. Isto
indica ainda que a patogenicidade de muitas bactérias esteja diretamente
relacionada a sua habilidade de suprimir as respostas de PTI (DODDS; RATHJEN,
2010). Muitas vezes ocorre que, através da eliminagdo ou da modificagdo de seus
efetores ou dos produtos de suas agdes, alguns patégenos podem mais uma vez
escapar a detecgao pela planta, deste modo causando a doenga, o0 que indica que
aparentemente o processo dinamico de evolugio ainda continua.

Na maioria dos casos, como resultado do reconhecimento dos
efetores e da ativagdo dos genes R ocorre como referido anteriormente para a PTI, a
geracao de uma explosao oxidativa na célula, o fluxo de ions através da membrana
plasmatica e a expressdao de genes de defesa no nucleo, ativados através de
cascatas de transducdo de sinal. Contudo, diferentemente da PTI, na ETI
geralmente ocorre o desenvolvimento de HR, resultando em morte celular
programada (VAKHRUSHEVA; NEDOSPASQV, 2010).

O principal componente da resposta de defesa ativada pela
interagdo entre o produto do gene R e o produto do gene Avr correspondente é a
Resposta de Hipersensibilidade (“Hipersensitive Response” ou HR). A HR € definida
com a morte das ceélulas do hospedeiro dentro de poucas horas apos o contato com
o patogeno. Em interagbes com patdgenos biotréficos, os quais desenvolvem intima
associacdo com as células do hospedeiro através dos haustoérios, a morte celular
priva o patégeno do acesso a nutrientes, controlando seu desenvolvimento. A HR é

uma resposta de defesa local, ativada somente nos pontos de contato entre a planta



28

e o patogeno. As células mortas neste processo contém altas concentragbes de
moléculas antimicrobianas e, por isso, ndo sdo subsequentemente atacadas por
patdgenos. A morte celular na HR parece resultar de dois processos principais: a
producdo de espécies reativas de oxigénio, as quais sao toxicas para a célula e
levam a morte celular, e a ativagdo de um processo de morte celular programada
(HAMMOND-KOSACK; JONES, 1996).

Os éanions superoxido (O2-), gerados na membrana ou nos
protoplastos e secretados ao ambiente extracelular, seriam rapidamente dismutados
de um modo n&o enzimatico ou através da acao da superédxido dismutase (SOD),
produzindo peroxido de hidrogénio. Este, por ndo ser eletricamente carregado, pode
atravessar facilmente a membrana plasmatica, atingindo o ambiente intracelular. Os
anions superoxido e peroxido de hidrogénio n&o sdo muito reativos, mas podem ser
convertidos aos radicais altamente destrutivos hidroxiperoxil (HO2) e hidroxila (OH-),
respectivamente, sendo este Ultimo formado na presenca de ions Fe®*. Todas estas
ROS podem resultar em dano consideravel ao hospedeiro e ao patdgeno, ao
reagirem com proteinas, reduzindo a atividade de enzimas; com lipideos,
desestabilizando as membranas; e com o DNA, podendo causar mutagdes. As
espécies reativas de oxigénio (“‘Reactive oxygen species” - ROS), além de
desencadearem a morte celular vinculada a HR e controlarem o desenvolvimento do
patdgeno, ainda: participam de reacgdes envolvidas no reforgo da parede celular,
uma vez que peroxido de hidrogénio é essencial para a formagao de precursores de
lignina, e radicais de oxigénio podem oxidar as glicoproteinas da parede celular, as
quais sao entdo ligadas a mesma através de ligagdes cruzadas; ativam uma cascata
de sinalizagdo mediada pelo acido salicilico (“Salicilic Acid” ou SA), uma vez que o
peréxido de hidrogénio aumenta a atividade da enzima BA2-H envolvida na
biossintese do SA, e levam a alteragcdo do potencial redox na célula, o qual é
conhecido por ativar fatores de transcricdo, assim desempenhando uma atividade de
sinalizacdo (HAMMOND-KOSACK; JONES, 1996). O o6xido nitrico (“Nitric Oxide” ou
NO) é outra importante molécula que se acumula durante interagdes incompativeis.
O NO pode auxiliar a formagao da HR por potencializar a indu¢gdo da morte celular
mediada por ROS.

Os transcritos de inumeros genes relacionados a patogenesis
(genes PR) se acumulam dentro de minutos a horas do ataque pelo patdégeno.

Geralmente os mesmos genes sao induzidos em interagdes compativeis e
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incompativeis, entretanto mais fraca e vagarosamente nas interagdes compativeis.
Algumas proteinas PR sao quitinases e glucanases, enzimas que degradam
polissacarideos estruturais das paredes das células fungicas e provavelmente
reduzem o crescimento fungico. O etileno e o SA parecem agir sinergicamente
levando ao aumento das proteinas PR. Outras proteinas PR, como as lipoxigenases
(LOX), geram moléculas sinalizadoras secundarias tais como JA e perodxidos
lipidicos, e produzem metabdlitos secundarios téxicos volateis e ndo volateis. As
defensinas sdo também proteinas com atividade antimicrobiana. A via de sinalizagéo
que controla o acumulo de defensinas € mediada por etileno e JA (HAMMOND-
KOSACK; JONES, 1996).

Poucos minutos apos o reconhecimento da proteina (Avr), rotas
complexas de sinalizagédo sdo ativadas. Um elemento inicial comum dessas cascatas
€ a mudanca transitoria da permeabilidade ibnica da membrana plasmatica vegetal.
A ativacdo dos genes R estimula a entrada dos ions Ca®* e H* na célula e a saida de
K* e CI. O rapido acimulo de Ca?* citosdlico regula o complexo NADPH oxidase
diretamente ou indiretamente, através de aumentada producdo de NADPH pela
proteina de ligacdo a Ca®*, calmodulina. Assim, o acimulo de Ca** estaria envolvido
na inducdo de cascata de sinalizacdo envolvendo MAP kinases até o nucleo,
culminando na ativagéo de fatores de transcrigdo e genes responsivos a patdégenos,
producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e de éxido nitrico; que resultam na
deposicdo de calose para reforcar a parede celular no sitio de infeccdo, de modo a
prevenir a entrada e o crescimento microbiano, no fechamento de estdmatos e a
sintese de compostos antimicrobianos (PRs), tais como enzimas hidroliticas
(CHISHOLM et al., 2006; DA SILVA, 2008).

De modo geral, apesar da eficiéncia das repostas de defesa
induzidas apds ataques de insetos herbivoros e micro-organismos patogénicos, elas
implicam em gastos energéticos. Deste modo, sistemas complexos e elaborados de
regulagéo que coordenam a ativagao de respostas de defesa (exemplo: fitormonios),
de modo especifico para cada tipo de ataque, foram desenvolvidos conciliando a
reducao de custos energéticos e a capacidade de responder e resistir ao ataque.

Geralmente patégenos com modo de vida biotréfico sdo mais
sensiveis as defesas mediadas por SA, ao passo que os patégenos necrotoficos e
insetos herbivoros sdo mais sensiveis a defesa mediada por JA e ET (KOORNNEF;
PIETERSE, (2007). O etileno (ET) e o acido jasmodnico (JA) sao moléculas
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sinalizadoras envolvidas na resposta de defesa a estresses biodticos e abidticos. Eles
induzem a expressao de compostos antimicrobianos nao induzidos por SA. Acredita-
se que estas moléculas atuem em uma cascata antagonista a cascata envolvendo
SA, embora interagbes sinérgicas tenham sido descritas. Deste modo como
resultado da interagdo negativa entre SA e JA, uma ativagcdo da resposta mediada
por SA devem conferir a planta maior susceptibilidade a ataques que sao detidos via
defesas dependentes de ativagdo por JA (KOORNNEF; PIETERSE, 2007).

A producdo de acido salicilico, acido benzdico (“Benzoic Acid” ou
BA), etileno e de acido jasménico (“Jasmonic Acid” ou JA), esta relacionada a
resposta a fitopatdégenos. Em locais em que ocorre a incompatibilidade mediada pelo
reconhecimento R-Avr, niveis elevados de SA garantem que respostas de defesa,
como a inducdo de genes PR, inibindo o desenvolvimento do patégeno. Uma
proteina envolvida na produgcdo de SA em plantas é a fenilalanina amonialiase
(“phenilalanine amonialyase” ou PAL), a qual tem sua producdo aumentada apds
ataque com fungos (TAIZ; ZEIGER, 2004). Entretanto, a forma mais observada de
producdo de SA envolve a liberacdo de BA, que induz a expressao de um citocromo
P450 monoxigenase (BA2-H), o qual converte BA em SA. A atividade de BA2-H é
fortemente aumentada apés HR.

Uma vez que as respostas de defesa da planta sdo ativadas no local
da infecgdo na tentativa de impedir e/ou retardar a penetragdo do patdégeno, uma
resposta de defesa sistémica é frequentemente desencadeada em partes distais
para proteger estes tecidos danificados contra posterior invasdo pelo patégeno.
Essa resisténcia a doenga de longa duragdo e de amplo espectro é referida como
resisténcia sistémica adquirida (SAR) e é caracterizada pela ativagao coordenada de
um conjunto de agentes de defesa, incluindo genes PR. O inicio da SAR pode ser
desencadeada por PTI ou ETI mediante o reconhecimento do patdogeno e esta
associada com aumento dos niveis de SA, localmente nos sitios de infeccdo e
muitas vezes também sistemicamente, em tecidos distantes em plantas que
apresentaram esta resposta (PIETERSE et al., 2009).

Para que ocorra a SAR, a infeccdo inicial precisa resultar na
formagdo de lesbes necroticas, decorrentes da HR (acumulo de peroxido de
hidrogénio) ou como sintoma da doenca (HAMMOND-KOSACK; JONES, 2000).

Plantas cujas mutagdes prejudicam a produgao de SA sao incapazes de desenvolver
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SAR e ndao mostraram ativagao de genes PR ap0ds a infecgéo, o que indica que o SA
€ um agente necessario na via de sinalizagao de SAR (PIETERSE et al., 2009).

Evidéncias para o papel fundamental de fitormbnios nas respostas
de defesa das plantas vém de estudos com o modelo Arabidopsis thaliana, nos
quais varios mutantes para a biossintese desses hormébnios demonstram
modificagdes substanciais nos niveis de resisténcia e tipo de resposta frente a
determinados tipos de patdégenos. A partir desses estudos, tornou-se evidente que
os patégenos biotroficos sdo geralmente sensiveis para a resposta de defesa que
s&o regulados por Acidos Salicilico (SA), tais como respostas de hipersensibilidade,
enquanto patégenos necrotréficos sdo comumente limitados por defesas mediados
por Acidos Jasmoénico e Etileno, sendo que essas duas vias sdo consideradas
antagonistas, onde a produgdo de o produto de uma das vias inibe a outra via
(GLAZEBROOK et al.,, 2005 ; PIETERSE et al.,2009). Considera-se que as
diferengas observadas nas respostas ativadas por cada uma das vias seja atribuidas
a inducgao diferencial de genes de resisténcia, onde JA e ET ativariam genes né&o
ativados por SA.

De acordo com THOMMA et al. (1998), os horménios vegetais SA e
JA, cujos niveis aumentam durante a infeccdo por patégenos, ativam conjuntos
distintos de genes que codificam proteinas antimicrobianas em Arabidopsis thaliana.
Os genes induzidos por patégenos, PR-1 e PR-2 (B-1,2-D-glucanase) e PR-5
(Traumatin-like protein) requerem SA como um sinalizador para a sua ativagao,
enquanto que os genes PDF 1.2, de defensinas de plantas, e PR-3 e PR-4
(quitinases) sdo induzidos por patdogenos através de uma via independente de SA e
dependente de JA. NahG e npr1-1 sdo mutantes de Arabidopsis insensiveis a acido
salicilico (SA) que tém suas respostas suprimidas a este hormoénio, visto que NahG
codifica uma SA hidroxilase que degrada SA e nprl-1 ndo é capaz de codificar a
proteina npr1, que quando estimulada por SA se desloca para o nucleo onde
interage com fatores de transcricdo TGA, os quais entdo ativam uma série de genes
de defesa. O outro mutante coil-1 ndo produz um componente de tradugao de sinal
(receptor) que reconhece JA como um sinal e desencadeia respostas, como ativagao
de genes de resisténcia (THOMMA et al., 1998). THOMMA et al. (1998), confrontou
em seu estudo a planta Arabidopsis thaliana, mutantes NahG, npr1-1 e coil-1 a dois
fungos necrotroficos (Alternaria brassicola e Botrytis cinérea) e um biotréfico

(Penospora parasitica). Eles observaram que plantas mutantes coil-1 (sem a
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capacidade de responder a JA) foram muito colonizadas pelo fungo necrotrofico A.
brassicola (didmetro médio das lesbes cerca de sete vezes maiores) quando
comparado a plantas selvagens capazes de responder ao JA produzido. O mesmo
resultado foi observado no confronto com outro fungo necrotrofico, B. cinerea, no
qual mutantes incapazes de responder a SA (NahG e nprl-1) se mostraram mais
suscetiveis ao fungo biotréfico P. parasitica (presenca de hifas intercelulares e
oo0sporos) e, como o esperado, um mutante incapaz de responder a JA (no qual n&o
ha inibicdo da reposta mediada por SA) demonstrou resisténcia a este patégeno. A
aplicacao prévia de INA (substancia analoga funciona de SA) em plantas selvagens
(Col-0) infectadas com P. parasitica promoveu eficiente protecdo a esse parasita
biotréfico, mas nenhuma protecdo com a adicdo de MeJA, indicando novamente a
importancia de repostas geradas por SA frente a fungos biotréficos (THOMMA et al.,
1998).

Outros estudos, como os promovidos por STASWICK et al. (1998) e
VIJAYAN et al. (1998) demonstram também a importancia de JA em reposta em
defesa frente a fitopatogenos necrotroficos (Phytium irregulare e Phytrium
mastophorum). Plantas de A. thaliana insensiveis (mutante jarl) ou deficientes na
sintese de precursores (mutante triplo fad 3-2 fad 7-2 fad8) e, consequentemente na

sintese deste hormdnio, foram altamente suscetiveis.

2.5 RESPOSTA DE RESISTENCIA A FAS

O primeiro estudo da interacédo de P. pachyrhizi com Glycine max foi
a analise do transcriptoma da soja via microarranjo, onde foram analisadas plantas
jovens (estagio V2 — 21 dias), com amostras coletadas em 72 hpi com o patégeno
(PANTHEE et al., 2007). Dos 35.611 genes presente no microarranjo, foi observado
um total de 112 genes diferencialmente expressos na interagdo entre soja e FAS,
sendo que entre eles, 46 tiveram aumento de expressdo (up - regulado) e 66
reducao (down - regulado). A maioria dos genes com aumento de expressao tem
funcdo de defesa e resposta a estresse, sendo um gene relacionado a biossintese
de SA expressado sete vezes mais durante a infecgdo no estagio (V2) avaliado. Os
demais genes expressos, tais como proteinas heat shock (HSP), proteinas kinase do

tipo receptor associado a senescencia (LSRK), glutationa S-tranferase e uma
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chalcona isomerase (Cl), sdo todos relacionados a defesa geral e tolerancia a
estresse.

Posteriormente (PANTHEE et al., 2009), o mesmo grupo comparou
o perfil de expressdo em duas fases outras fases do desenvolvimento da soja
(estagios V4 — sete semanas, estadio vegetativo e R1- nove semanas, inicio do
estadio reprodutivo), 72 hpi. Estes estudos objetivaram demonstrar que a expressao
diferencial de genes em resposta a infeccdo depende do estagio de
desenvolvimento. A analise dos genes diferentemente expressos entre as condi¢des
de infeccdo e controle, considerando-se fase de crescimento e tratamento com
ferrugem como fatores distintos, revelou que 2003 genes com diferenca significativa
de expressao sdo atribuidos a diferengas na fase de crescimento, e 7370 genes com
diferencga significativa devido a infecgdo. Contudo a analise estatistica da interagéo
entre ambos os fatores revelaram a existéncia de significAncia para 3998 genes
diferentemente expressos quando se combinam todas as possibilidades, o que
demonstra que o padrao de expressao génica de soja em resposta a P. pachyrhizi &
especifica e diferencial para cada estagio (V4 ou R1). Este fato € reforgado pela
observacdo de que a maioria dos genes € expressa diferencialmente, quase 10
vezes mais na fase V4 (5056) em relacao a R1 (579), indicando que a concentragao
de novos estudos para a analise e descoberta de genes ligados a defesa durante o
desenvolvimento da infeccdo devem ser concentrados nas fases mais tardias e
preferencialmente na fase V4.

Ao compararem com os resultados obtidos no estudo de 2007, os
autores ressaltam uma maior expressdo nessas fases mais tardias do
desenvolvimento da soja, quando comparado aos estagios iniciais (V2) (24 genes
diferentemente expressos). Uma das razbdes apresentada estd no fato de que os
estagios V4 e R1 sdo aqueles nas quais ocorre o desenvolvimento natural de P.
pachyrhizi. Entre os genes de defesa encontrados estdo genes associados com a
resposta de morte celular, biossintese de JA, lignina e acido salicilico e 28 (V4) e
11(R1) genes que codificam para os fatores de transcrigdo do tipo WRKY, que
atuam em sua maioria regulando outros genes, entre os quais podem estar
relacionados a defesa.

MORTEL et al. (2007) também realizou uma analise do perfil de
expressdo de genes durante a infeccdo de soja por FAS através de microarranjo

contendo o genoma da soja, onde foi comparada a reagao susceptivel a reacao de
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hipersensibilidade (mediada pelo gene de resisténcia Rpp2), sendo as amostragens
do tecido realizadas apds 6, 12, 18, 24, 36,48, 72, 96, 120 e 168 hpi. Foram
identificados 1516 e 894 genes diferentemente expressos em plantas suscetiveis e
resistentes, respectivamente. Destes, 470 apresentaram mudangas significativas de
expressdo em ambos 0s genoétipos, e a analise destes genes por agrupamento
hierarquico permitiu observar que houve um pico diferencial para ambos os
genodtipos induzidos em 12hpi e, uma segunda forte fase diferencial de expresséo
em estagios mais avangados da infeccdo, com inicio mais cedo no genotipo
resistente. Esta observacao bifasica de expressao diferenciada entre os gendtipos
foi comprovada estatisticamente em um modelo linear, com separacao temporal dos
dados. Houve um pico na infecgdo na fase inicial, com expressdo de 879 e 240
genes, e 180 e 238 nas fases tardias de infecgcdo nos gendtipos suscetivel e
resistente, respectivamente. A combinagcdo de ambas as anadlises dos genes
diferentemente expressos, em relacdo aos genotipos e ao tempo, revelaram que a
segunda fase de expresséao diferencial ocorre no tempo de 72hai, ponto no qual ha
um maior numero de genes induzidos no genaétipo resistente, fato que ocorre apenas
24hs mais tarde no gendtipo suscetivel (96hai).

A anotacao funcional dos genes identificados revelou a ocorréncia
das classes funcionais de resposta de defesa, metabolismo secundario, transcrigao
e regulagdo, e transporte foram induzidos. No gendtipo resistente, foram
exclusivamente expressos genes pertencentes a classe de regulagéo da transcrigao.
Genes associados ao metabolismo secundario, provavelmente envolvendo a via dos
flavondides para sintese de fitoalexinas e de metabolitos de reforgo de paredes,
também foram mais induzidos nas duas fases, sendo igualmente expressos na fase
inicial de infecgao e pelo menos 24hs mais cedo nas plantas resistentes (72 hai).
Outra classe funcional induzida é a dos genes de fatores de transcricdo, sendo
observados 127 conjuntos diferentemente regulados na interagdo da soja com a
FAS, onde mais da metade dos mesmos (70) s&o pertencentes a classe de defesa e
estresse. Entre eles, mais da metade (46, ou um ter¢co dos fatores expressos)
pertencem a familia WRKY de fatores de transcri¢gdo, seguido da familia MYB com
13 genes expressos (19%), e juntos correspondem a 50% de todos FTs, indicando
um potencial papel deles na resposta de resisténcia a infeccdo. De modo geral, a
resisténcia mediada por Rpp2 parece provir da resposta mais rapida (1 a 2 dias) em

relagao a planta suscetivel, comeg¢ando por volta de 72 hai.
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Em trabalho mais recente, SCHNEIDER et. al. (2011), procurou
correlacionar essa alteragao bifasica na expressao de genes em soja induzida por P.
pachyrhizi com as etapas de infecgdo, correlacionando o perfil expressédo génica
com analises microscopicas nos mesmos pontos de analise. Os autores utilizaram
apenas um genotipo, c.v Ankur contendo o gene de resisténcia Rpp3, infectado com
os isolados de P. pachyrhizi Hawaii 94-1 e Taiwan 80-2, originando interagdes
compativel e incompativel, respectivamente. As analises microscopicas
demonstraram que para ambos os isolados houve um desenvolvimento de infecgao
de forma semelhante até 72 hai, ponto no qual as diferencas entre as interacbes
compativel e incompativel tornaram-se evidentes. As coldnias da cepa virulenta
TW80-2 demonstraram alto desenvolvimento de hifas e haustérios e expansao maior
€ mais rapida quando comparado a cepa avirulenta HW94-1, no qual se pode
observar um maior numero de células necréticas e descoloridas como parte da
resposta de defesa. A analise dos genes diferentemente expressos ao longo do
tempo revelou novamente um padrao bifasico em resposta a P. pachyrhizi, no qual
no ensaio com HW94-1, houve 1833 genes induzidos em 12 hai, apenas um gene
diferentemente expresso em 24 hai, e novo pico a partir de 72 hai, enquanto que em
TW80-2, houve 726 genes induzidos em 12 hai, e no periodo de 24 a 72 hai, nao
houve expressédo génica diferencial, o que ocorreu novamente apenas a partir de
144 hai, de forma muito menos expressivo e demorado.

A anotacéao funcional revelou 54 categorias de processos bioldgicos
(GO), dos quais 14 foram significativos apenas na interagao incompativel e 20
induzidos em ambas as interagdes, contudo com maior numero de genes
diferencialmente expressos ocorrendo na interacdo incompativel. Entre os genes
induzidos na interacdo incompativel estavam os de reposta SA, estimulo de acido
abscisico (ABA) e biossintese JA. Na interagao incompativel ainda foram observados
indugdo de quatro classes associados a regulagao e transcrigdo, dos quais dois,
metabolismo de perdxidos de hidrogénio e regulagcédo da transcrigdo, sdo exclusivos
deste tipo de interacdo. A analise das classes de fatores de transcrigao
diferencialmente expressos permitiu identificar 2194 conjuntos de genes de fatores
de transcrigcdo, dentre os quais 479 sdo exclusivas das interagdes incompativeis,
entre eles AP2-ereb, AUX-IAA-ARF, bHLH, C2C2, homeobox, MYB, NAC, TPR e
WRKY. Durante os periodos de 24 a 72 hai, nos quais se observam a repressao de

muitos genes, incluindo FT na interagao compativel, ndo se observou o mesmo na
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interacdo incompativel, visto que seus fatores de transcricio se mantiveram
expressos em altos niveis (WRKY; bHLH, MYB-HD like; C2C2). Entre eles, os FT
exclusivos da interagdo incompativel WRKY, MYB e NAC possuem papel na
resposta de defesa. Este perfil diferencial de expressdo, bem como a inducao
apenas na interacao incompativel e a nao repressao nas fases diferencialmente
importantes ente as interagbes indica a grande importancia que este grupo de
fatores de transcricdo representa para a reposta diferenciada das plantas resistentes
frente ao patdégeno virulento.

CHOI et al.(2008) obtiveram o perfil de expressao da interagao soja -
P. pachyrhizi através da construcdo de bibliotecas SSH (suppressive subtraction
hybridization) seguida de analise por microarranjo, comparando a reagao suscetivel
com a imune (governada pelo gene Rpp1), nos estagios iniciais da infecgéo (1, 6,
12, 24 e 48 hpi). Neste trabalho foi ressaltada a importancia tanto de genes
responsaveis pelo balango oxidativo (lipoxigenases e peroxidases), visto que os
mesmos foram expressos em toda a infecgdo; além de membros de diversas
familias de fatores de transcricdo. A ativacdo de enzimas oxidantes como
peroxidases e lipoxigenases sugerem a ocorréncia de uma explosdo oxidativa no
inicio da infecgao, o que resultaria em modificacbes na parede celular (reforco pela
indugdo de formagédo de lignina), inducdo de compostos de defesa, ativagdo de
cascatas de sinalizacdo mediadas pelo SA. Além do papel protetor atribuido a este
tipo de resposta, o dano oxidativo da célula do hospedeiro também pode resultar em
necrose, promovendo uma defesa primaria a infecgao e resultando em parte da
resisténcia mediada por Rpp1. Entre os genes relacionadas a transcrigao
diferencialmente expressados, foram novamente observados as familias de fatores
de transcri¢cao tais como WRKY, up-regulados em 12 hai e MYB, up —regulados em
12 e 24 hai, sendo down-regulados em 24 e 24-48 hai, respectivamente. Esta
expressao de diferentes membros de fatores de transcricdo de modo tanto positivo
(nos picos iniciais de resposta) como negativo (na fase onde ndo ocorreu expressao
significativa de genes) nas diferentes fases do estudo, sugere que eles podem estar
desempenhando papéis cruciais na regulacdo das vias de defesa durante os
eventos de infeccdo na resposta de resisténcia nos quais sdo expressos.

SORIA-GUERRA et al. (2009) procurou identificar genes associados
a resposta de resisténcia a FAS comparando a expressao diferencial de genes em

plantas de Glycine tomantella, infectadas e nao infectadas no intervalo de 12, 24, 48
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e 72 hai, em genotipos resistentes (R) e suscetiveis (S), utilizando um microarranjo
com 38,400 genes de soja. A caracterizacao da resisténcia a FAS em G. Tomantella,
uma parente selvagem de Glycine max, poderia identificar novos genes de
resisténcia que poderiam ser transferidos para a soja, a fim de se desenvolver uma
variedade resistente. Um total de 1342 genes foram diferentemente expressos nos
quatro tempos testados nos gendtipos resistente e suscetivel, dentre os quais 70%
foram up-regulados e 30% down-regulados. Muitos genes diferencialmente
expressos estavam associados a via biossintetica de flavondides. A enzima
Isoflavona redutase aparece induzida em 24 e 48 hai apenas nas plantas
resistentes, sendo reprimida em plantas suscetiveis. Além desta, varias enzimas da
rota foram induzidas no gendtipo resistente desde as primeiras horas de infecgao,
tais como PAL, Chalcona sintase, isoflavona redutase, 4-coumarato-CoA ligase,
UDP-glicose:flavondide glicosetranferase. Outras classes de enzimas encontradas
sendo expressas, up-reguladas apenas no gendtipo resistente, em todos os pontos
de tempo testados foram as lipoxigenases (up-regulado no genotipo R em 24-48 hai)
e peroxidases, indicando possivel explosdo oxidativa como resposta mediada nas
plantas resistentes nas etapas iniciais da infecgdo. Outros genes com mudangas
maiores de expressdo nas plantas resistentes foram os genes relacionados a
patogénese (PR), tais como a beta-1,3-glucanase e quitinase, ambos atuantes na
degradagdo de parede fungica. Quitinase foi up-regulado apenas no genétipo R e
down-regulado em S, em 12 hai, enquanto que beta-1,3-glucanase foi expresso
duas vezes mais no genotipo resistente (0,24 em R e 0,11 em S) em 12 hai.

Cerca de 14% (4 de 28) dos genes envolvidos com processos de
transcricdo encontrados neste trabalho sdo da familia de fatores de transcrigao
WRKY. Eles foram encontrados em todos os pontos de analise (12-72 hai) em
ambos os gendtipos, contudo o tempo para atingir a expressdo maxima foi
diferencial para ambos os genaétipos, ocorrendo em 12 hai para a planta R e em 24-
48 hai para as plantas S. Todos estes genes destas classes funcionais descritos
estdo possivelmente envolvidos diretamente com a resisténcia a FAS em G.
tomentella, visto que apresentam expressao apenas nas plantas R, ou ocorrem em
niveis mais altos nas mesmas.

Em trabalho recente, PANDEY et al. (2011), a partir de transcriptoma
previamente publicados (MORTEL et al., 2007; CHOI et al., 2008; PANTHEE et al.,

2009), conduziu a caracterizagao funcional de genes potencialmente envolvidos na
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resposta de resisténcia mediada por Rpp2 a P. pachyrhizi. Através da estratégia de
silenciamento génico induzido por virus (VIGS), foram silenciados 64 FT WRKY e
140 potenciais genes, sendo identificados 11 genes que quando silenciados
causaram a reversao do fenétipo de resisténcia para suscetibilidade.

A triagem e silenciamento dos 140 genes de defesa conhecidos
resultaram na identificacdo de GmMEDS1 (Enhanced disease susceptibilityl),
GmPAD4 (Phytoalexina Deficient4), e GmNPR1 (Non-expressor of PR genes 1)
como essenciais para a sinalizagdo de defesa em Rpp2. O silenciamento desses
trés genes resultou em lesdes do tipo tan, fenétipo de plantas suscetiveis, redugéo
do mRNA transcritos dos genes alvos, quando comparados aos controles (sem
inoculo e vetor vazio) e aumento de a-tubulina (crescimento do fungo).

O silenciamento de 64 FT WRKY resultou na identificagado de trés,
GMmWRKY36, GmMWRKY40, GmWRKY45, relacionada a resisténcia mediada por
Rpp2. O silenciamento de GmDBFT, que apesar de nao possuir o dominio WRKY de
ligacdo ao DNA, possui um dominio CoH, encontrado em WRKY, também resultou
na perda de resisténcia em Rpp2. Foi testado ainda a influencia de FT GmWRKY 36
e GmDBFT, os fatores com forte fendtipo de perda de resisténcia, para identificar
genes que sao potencialmente regulados por eles através da analise de expressao
de genes em plantas cujo esses fatores foram silenciados. Para isso foi realizado
uma busca entre 635 genes de soja induzidos durante a resposta de defesa na
interacdo Rpp2-FAS nos estudos de MORTEL et al. (2007), que possuiam regides
promotoras com W-boxes, que sdo os elementos regulatérios de reconhecimento
dos fatores de transcrigdo do tipo WRKY.

A anadlise dos niveis de transcricdo destes genes em plantas com
GmDBFT e GmWRKY36 silenciados, revelou que a expressdao em resposta a FAS
foi em GmWRKY12, GmWRKY19, GmPROT1 afetado por ambos FT; GmFMO,
GmO-MT, GmPR1 afetado apenas por WRKY36, em GmPAL1 por GmDBFTi.

A partir destes resultados os autores especulam que GmWRKY36 e
GmDBFT desempenham significativo papel na resisténcia mediada por Rpp2,
regulando processos de lignificagdo, uma vez que controlam a expressao de duas
enzimas chaves no processo de produgao da lignina, a fenilalanina aménia liase,
que atua na conversao de fenilalanina em acido trans-cinamico, e o-metiltransferase,
que catalisa a transferéncia de um grupo metil de acido cafeico para ferulato.

Observou-se ainda a redugao em 30% no conteudo total de lignina em plantas com
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GmO-MT silenciadas, o que indica papel importante para o acumulo desta
substancia durante a resisténcia em Rpp2. GmWRKY36 por regular GmPR1 poderia
atuar regulando, via PR1, a expressédo de genes relacionados a patogénese (PR),
tais como quitinase e beta-1,3-glucanases.

Outro grupo de fatores de transcricdo testados no trabalho foram os
MYBs, envolvidos na regulacdo do metabolismo de fenilpropandides, dos quais entre
os 20 genes testados, o silenciamento de GmMYB84 resultou na perda de
resisténcia mediada por Rpp2. A andlise de expresséo de seis genes preditos para
serem envolvidos na via de fenilpropandides, apds silenciamento de GmMYB84,
revelou a down-regulacdo de fenilalanina amoénia-liase (GmPAL1), 4-coumarato-
CoA-ligase (Gm4-CL), Cinnamato-4-hidroxilase (GmC4H) e Chalcona sintase
(GmCHS), indicando que esta via também possui importancia na defesa frente a
FAS.

Em recente trabalho, LINO (2011) realizou a caracterizagcdo dos
genes transcritos durante a infecgdo por P. pachyrhizi em dois gendtipos de soja,
P1561356 e BRS231, por meio de sequenciamento de trés bibliotecas subtrativas
(SSH) de cada gendtipo, divididos em genes expressos 12, 24, 48 hai (Bulk 1); 72 e
96 hai (Bulk 2) e 192 hai (Bulk 3). Os resultados estdo disponiveis no banco de
dados do LGE (Soybean Genome Project) como parte do consorcio GENOSOJA
(http://bioinfo03.ibi.unicamp.br/soja/). A categorizagédo funcional permitiu agrupar os
genes ativados na PI1561356 em 14 principais processos, sendo 0s grupos com
maior numero de sequéncias o de resposta de estresse (421 sequéncias), resposta
a estimulos abidticos (334) e transporte. A analise dos genes induzidos em BRS231
gerou 20 categorias, sendo resposta a estresse (149), éxido-redugdo (93) e
respostas a estimulos quimicos (70) as trés categorias com maior numero de
sequéncias. Dentro do grupo funcional de regulacdo e expressao génica foram
identificados 14 diferentes fatores de transcricdo (Auxin response factor, Helix-loop-
helix, Bel-like Homeodomain, BZIP Ethylene responsive TF, GATA, KNOX
homeobox, Leucine zipper, MYB, NAC, NDX homeobox, TFll, Zinc Finger, WRKY),
entre os quais trés estavam presentes em estudos de analise de transcritos na
interagdo da soja com P. pachyrhizi, anteriormente citados: WRKY (MORTEL et al.
2007; PANDEY et al. 2011), NAC (MORTEL et al., 2007; TREMBLAY et al., 2010) e
MYB (MORTEL et al., 2007; CHOI et al., 2008; PANTHEE et al., 2009). Ressalta-se

ainda que todos eles foram induzidos em ambos os genétipos analisados.
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2.6 FATORES DE TRANSCRICAO MYB ENVOLVIDOS NA RESPOSTA DE RESISTENCIA A
DOENGCAS EM PLANTAS

A regulacédo da expressédo génica € responsavel pelo controle dos
processos bioldgicos nos organismos, que incluem desde o desenvolvimento celular
a complexos mecanismos de resposta a estimulos ambientais, dentre os quais, as
respostas a estresses bidticos e abioticos observados nas plantas (FELLER et al.,
2011).

Apesar do grande numero de pontos sobre o0s quais € possivel
realizar o controle da expresséao (regulagcao a nivel transcricional, traducional e pés-
traducional), para a maioria dos genes este controle é realizado no inicio da
transcrigédo (transcricdo do DNA para mRNA), visto que garante menor gasto celular
de energia e assegura a producgdo de proteinas em situagdes e niveis adequados
para a sua atividade bioldgica.

Como reflexo, uma proporgao significativa do genoma de muitos
organismos sao dedicados a desempenhar papeis no controle da expresséo génica.
Cerca de 3,5 a 5,9% do genoma de plantas e alguns eucariotos sdo codificadores de
fatores reguladores de transcricao (RIECHMANN et al.,, 2000). O genoma de
Arabidopsis thaliana inclui 27416 genes codificadores de proteinas, dos quais 6%
(mais de 1700) codificam fatores de transcricdo (FELLER et al., 2010). Em Glycine
max, das 46430 sequéncias codificadoras de proteinas, 5671 sequéncias sao de
fatores de transcricao (12%) (WANG et al., 2010).

De modo geral, a regidao de controle génico, onde ocorrem o0s
principais processos que modulam a transcricdo, envolvem trés elementos: os
promotores, (local onde a RNA polimerase e os fatores de transcricdo basais se
associam), elementos proximais a promotores que contem sitios para ligacdo de
fatores de transcricdo induziveis (auxiliam a ligagdo da RNA polimerase ao
promotor) e regides enhancer e silencers (aumentam ou reprimem a transcri¢ao).
Este ultimo elemento (silencer) (com menos de 20 pares de nucleotideos) possui a
capacidade de regular o inicio da transcricdo aumentando a frequéncia com a qual
ocorre ou reprimindo-a (ALBERTS et al., 2006).

O controle deste processo envolve ainda mais um componente:
proteinas com capacidade de reconhecer e se ligar a essas regides, os fatores de

transcricdo. Cabe a este elemento o papel de ativar ou desativar um conjunto
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especifico de genes apds o reconhecimento destes sitios. Estas proteinas
reconhecem na porgcdo externa do sulco maior da dupla fita de DNA, padrbes
especificos dos diferentes arranjos de quatro ou mais pares de base, tais como
grupamentos (doadores e aceptores de hidrogénio), sinais hidrofébicos e a distor¢éo
local da hélice (conformacéo espacial) resultante da composi¢cao da regido. Deste
modo a especificidade encontrada na organizacado destes padrées de acordo com
sua composicao de pares de base, permite as proteinas reguladoras distinguir uma
sequéncia de DNA de outra (ALBERTS et al., 2006). Estas regides sao denominadas
cis-elementos.

Os fatores de transcricdo encontrados em eucariotos sao divididos
em dois grupos. O primeiro corresponde a fatores basais (Fatores Gerais de
Transcricdo - TFIlI), que auxiliam nas etapas de iniciagdo da transcri¢do:
posicionamento da RNA polimerase Il no promotor; abertura da dupla fita de DNA e
liberacdo da polimerase do promotor para iniciar a extensdo do transcrito. No
entanto eles ndo possuem a capacidade de alterar a frequéncia na qual ocorre o
processo de iniciagdo. Sao proteinas que se associam a qualquer promotor utilizado
pela RNA polimerase, e estao presentes em todas as células.

No segundo grupo estdo os fatores que distinguem, de forma
especifica, as sequéncias reguladoras, sendo assim capazes de modificar a
frequéncia (aumento ou repressdo) com a qual os genes sobre o controle destas
sequéncias reguladoras sédo expressos. (ALBERTS et al., 2006; SILVEIRA, 2007). A
modulagao da transcrigdo, contudo, nao é produto da atividade de apenas um fator
de transcricdo e, muitas vezes, envolve mais de um desses fatores que
desempenham papeis sinérgicos sobre o controle da expresséo.

Frequentemente, estas proteinas possuem uma estrutura modular,
que compreende um dominio de ligagdo ao DNA junto de um dominio regulador
(ativador ou repressor), sendo entdo capazes de reconhecer o DNA de uma forma
sequéncia especifica e que regulam a frequéncia de iniciagdo da transcrigcdo apos a
ligacao a estes sitios especificos da regido promotora dos genes alvos. Este dominio
de ligagcdo ao DNA apresenta sequéncias de aminoacidos tipicos, permitindo, com
base na similaridade desta sequéncia, classificar os fatores de transcricdo em
diferentes familias (STRACKE; WEBER; WEISSHAAR, 2011).

Fatores de transcricdo podem ser encontrados em todos os

eucariotos, contudo sdo muito mais numerosos em plantas (STRACKE; WEBER,;
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WEISSHAAR, 2001), como é o caso da familia de TF MYB (RIECHMANN et al.,
2000), os quais sado 20 vezes mais numerosos em Glycine max quando comparado
ao homem (FELLER et al., 2011)

2.6.1 Fatores de Transcricao MYB

A grande familia de proteinas MYB é funcionalmente diversa e esta
presente em todos os eucariotos nos quais sua presenga tem sido investigada
(KRANZ et al., 1998; DUBOS et al., 2010; FELLER et al., 2011). O primeiro gene
codificador de uma proteina contendo o dominio MYB foi o v-myb foi identificado no
genoma do virus da myeloblastose aviaria (AMV), o qual também é responsavel pelo
nome do dominio (KLEMPNAUER et al., 1982). O primeiro MYB caracterizado em
plantas foi C1 (COLORED1) de Zea mays que regula a biossintese de antocianina
na aleurona de sementes (PAZ-ARES et al., 1987).

A caracteristica comum de todas as proteinas MYB ¢é a presenca de
dominio de ligacdo ao DNA altamente conservado formado por um a quatro
repeticbes imperfeitas de aminoacidos (R) que podem atuar em sinergia para se
ligarem ao DNA ou individualmente em interacdes proteina-proteina (com o fator de
transcricdo basal ou maquinaria de transcrigdo). Cada uma das repeticbes MYB é
composto por 50 a 53 aminoacidos de comprimento, com trés clusters de triptofanos
regularmente espacgados (trés hélices), formando juntos um nucleo hidrofébico. Cada
repeticdo adota uma conformacao hélice-volta-hélice (helix-turn-helix, HTH), que é
um motivo estrutural capaz de se ligar ao DNA, composto por alfa-hélices unidas por
uma porg¢ao curta de aminoacidos. As trés repeticoes sao referidas como R1, R2 e
R3. A segunda e a terceira alfa-hélice (hélice de reconhecimento do DNA) de cada
repeticdo se ligam ao sulco maior (principal) do DNA, e em dominios MYB com duas
ou mais repeticbes MYB, a ligacdo com o DNA regulado envolve o reconhecimento
sinérgico do alvo pela terceira alfa-hélice de cada repeticdo (FELLER et al., 2011)
(Figura 2).
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Figura 2 — Estrutura tridimensional de R2R3-MYB. A e B — Reconhecimento do
sulco maior da molécula de DNA pela 2° e 3° alfa hélice de R2R3.

Fonte: Protein Data Bank (http://www.rcsb.org/pdb/explore/jmol.do?structureld=1MSE).

Proteinas MYBs podem ser classificadas em subfamilias
dependendo do numero de repeti¢cdes (R) nos dominios MYB (Figura 4). Denomina-
se proteinas MYB com uma repeticdo como 1R-MYB, com duas repeticbes como
R2R3-MYB, com trés de 3R-MYB e quatro 4R-MYB. As quatro classes séao
encontradas nas plantas, e, desta forma, representam o taxon com a maior
diversidade de fatores de transcricido MYB. A classe 4R-MYB é a menor € menos
conhecida delas, sendo formada por quatro repeticbes de 1R e 2R. A segunda
menor classe possui MYB com repeticbes 1R2R3R (3R-MYB), ligados ao controle do
ciclo celular, e normalmente sdo encontrados cinco genes para esta classe em
genomas de plantas. A terceira classe é a 1/2R-MYB (MYB-related), composto por
proteinas com uma repeticdo, inteira ou parcial, que exercem controle sobre o ciclo
cicardiano, morfogénese celular e desenvolvimento de orgédos. Dentre essas
classes, a maior é aquela formada por proteinas com duas repeticdes, R2R3-MYB
(DUBOS et al., 2010), formado por mais de 100 membros em algumas espécies de
plantas, como A. thaliana, G. max, Zea mays, Oryza sativa, Vitis vinifera (Figura 5).
A classe R2R3-MYB representa 56,77% e 70,05% dos MYBs em arroz e
Arabidopsis, respectivamente (KATIYAR et al., 2012), e é estimada por FELLER et
al., (2011) em 50% da familia em G. max.

Em A. thaliana MYBs representam 10% dos 1600 FT identificados
(PROUSE, CAMPBEL, 2012), enquanto apenas trés cdpias de genes desta classe
sdo descritos no genoma de Saccharomyces cerevisae, Drosophila melanogaster
(RIECHMANN et al., 2000) e no homem (LIN-WANG et al., 2010).

Outras diferengcas observadas entre MYBs R2R3 de plantas e

animais sao a presenga de um residuo L (leucina) entre a segunda e terceira hélice
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da repeticdo R2 e o primeiro residuo de triptofano (W) trocado por outro aminoacido
hidrofébico em plantas (DUBOS et al., 2010).

Em A. thaliana inicialmente foram identificados 80 genes de R2R3-
MYBs a partir de uma biblioteca gendmica (ROMERO et al., 1998), e posteriormente
0 numero de membros desta familia subiu para 97 (KRANZ et al., 1998). STRACKE,
WEBER; WEISSHAAR, (2001) incorporaram dados de diferentes estudos de
AtMYBs a buscas de similaridade realizadas a partir de ferramentas como BLAST e
HMMer, o que resultou na identificacdo de 125 genes distintos de AtMYBs
(confirmados utilizando primers especificos, através de RT-PCR). Recentemente
DUBOS et al.(2010) revisou os avangos nos conhecimentos da familia R2R3-MYB
de Arabidopsis thaliana, com énfase nos papéis funcionais em 135 identificados

AtMYBs nos ultimos anos.

Figura 3 — Classes de fatores de transcrigdo MYB em plantas. H, hélice; T, volta; W,
triptofano; X, aminoacido; R, repeti¢cdes
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Fonte: DUBOS et al. (2010).



Figura 4 — Distribuicao da classe R2R3 MYB em diferentes espécies de plantas.
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Fonte: Transcription Factor Database (http://planttf db.cbi.edu.cn/family.php?fam=MYB).

Tabela 1 — Classificacdo da familia R2R3-MYB de A. thaliana
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Subgrupo R2R3 MYB A. thaliana Funcdes
S20 AtMYB2,AtMYB62,AtMYB78,AtMYB108,AtMYB112,AtMYB16 Defesa
S2 AtMYB13,AtMYB14,AtMYB15 Defesa
S22 AtMYB44,AtMYB70,AtMYB73,AtMYB77 Defesa
S2 AtMYB30,AtMYB31,AtMYB60,AtMYB94,AtMYB96 Defesa
S1 AtMYB41,AtMYB74,AtMYB102, AtMYB49 Defesa
S11 AtMYB26, AtMYB67 Defesa
S18 AtMYBO,AtMYB23,AtMYB66 Desenvolvimento/defesa
S15 AtMYB36,AtMYB37, AtMYB38,AtMYB68,AtMYB84,AtM87 Diferenciacao celular
S14 AtMYB21,AtMYB24, AtMYB57 Desenvolvimento
AtMYB22,AtMYB64,AtMYB100,AtMYB115,AtMYB118,AtMYB119, .
S19 Desenvolvimento
AtMYB98
S25 AtMYB18,AtMYB19,AtMYB45 Desenvolvimento
AtMYB52,AtMYB54,AtMYB56,AtMYB69,AtMYB105,AtMYB110,AtM .
S16 YB117 Desenvolvimento
S21 AtMYB50,AtMYB55,AtMYB61,AtMYB86 Metabolismo/desenvolvimento
S13 AtMYB3,AtMYB7,AtMYB32, AtMYBS8, AtMYB4, AtMYB6 Metabolismo/desenvolvimento
S4 AtMYB3,AtMYB7,AtMYB32, AtMYBS8, AtMYB4, AtMYB6 Metabolismo
S6 AtMYB90,AtMYB113,AtMYB114, AtMYB75 Metabolismo
S7 AtMYB11,AtMYB12,AtMYB111 Metabolismo
S12 AtMYB28,AtMYB29,AtMYB34, AtMYB51,AtMYB76,AtMYB122 Metabolismo
S3 AtMYBO058, AtMYBO063, AtMYB72, AtMYB10 Metabolismo
S5 AtMYB123 Metabolismo

Fonte: DUBOS et al. (2010).
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Estudos em Arabidopsis thaliana apontam que proteinas desta
classe de MYB estdo envolvidas no controle de processos especificos da planta,
incluindo o metabolismo primario e secundario, diferenciagao celular, processos de
desenvolvimento e respostas a estresse abidtico e biotico (FELLER et al., 2011),
exibindo uma diversidade funcional maior que o observado em animais, onde em
sua maioria estao associados apenas ao controle da proliferagao e diferenciagao de
células e a prevengéao da apoptose (ROMERO et al., 1998).

Proteinas da classe R2R3-MYB possuem uma estrutura modular,
com o dominio MYB (de ligagdo ao DNA) na regido altamente conservada N-terminal
e dominio de ativagao ou repressao transcricional conservados na regiao altamente
variavel C-terminal (DUBOS et al., 2010). A conservagdo do dominio MYB e motivos
de aminoacidos na regido C-terminal permite classificar estes FT em 22 subgrupos,
assim como realizado por KRANZ et al. (1998); STRACKE, WEBER; WEISSHAAR,
(2001); DUBOS et al. (2010) em A. thaliana e em G. max (DU et al., 2012), entre os
quais, alguns com fungbes comuns para seus membros conhecidos, incluindo
resposta a estresse bidtico.

KRANZ et al. (1998) identificou 97 genes R2R3-MYBs de A. thaliana
(AtMYB) a partir de dados do projeto de sequenciamento de Arabidopsis associada
a analise de cDNAs obtidos a partir de banco de dados de ESTs (sequéncias
expressas). Com base na similaridade das proteinas e das sequéncias dos motivos
conservados na por¢cao C-terminal, as proteinas MYB foram classificadas em 22
subgrupos (Figura 6).

O alinhamento de 125 sequéncias identificadas por STRACKE,
WEBER; (2001) resultou nos mesmos 22 subgrupos observados por KRANZ et al.
(1998) e em dois novos motivos, devido ao aumento no numero de membros da
familia AtMYB. Os autores notaram que em alguns subgrupos os membros
agrupados possuiam fungdes conservadas. Em trabalho de DUBOS et al. (2010), o
alinhamento de 135 sequéncias de AtMYB conhecidas resultou nos mesmos
subgrupos observados por STRACKE, WEBER; WEISSHAAR, (2001), o que
permitiu relacionar os subgrupos (e seus membros) a fungbes especificas

identificadas nos ultimos anos (Figura 6).
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Figura5—A - Arvore filogenética com 86 AtMYBs e 35 R2R3-MYBs obtido por
KRANZ et al., 1998; B — Arvore filogenética composta por 135 AtMYBs

obtido por DUBOS et al., 2010.
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TRENDS in Plant Science

Estudos com Arabidopsis thaliana demonstram que fatores de

transcricdo R2R3-MYBs estédo envolvidos em diferentes mecanismos de resposta de

defesa a fitopatogenos. Por exemplo, AtMYB30 codifica um ativador de morte celular

programada (resposta de hipersensibilidade) em resposta ao ataque de patégenos e
tratamento com elicitores (DANIEL et al., 1999; VAILLEAU et al., 2002; RAFFAELE

et al.,, 2006). AtMYB96 ¢é induzida em resposta a Pseudomonas syringae e

possivelmente exerce controle sobre a sintese de SA e, consequentemente, sobre

genes PR e a resposta a fungos biotréficos (SEO; PARK, 2010). Recentemente,

ZO0U et al. (2013) observou que AtMYB44 ¢ induzido em resposta a infeccao de A.

thaliana por Pseudomonas syringae e a tratamento por fitorménios relacionados a

defesa. A superexpressao de AtMYB44 promoveu alta expressao do gene PRI,

morte celular, deposicdo de calose e produgdo de perdxido de hidrogénio. A
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infeccao pelo patégeno induz a sintese de SA, o qual promove a expressao de
AtMYB44, que parece regular diretamente o gene PR1.

Os fatores AtMYB60 e AtMYB96 atuam controlando a cascata de
sinalizagdo mediada por ABA, regulando a abertura e fechamento dos estdmatos em
resposta a invasdo da planta por patégenos (DUBOS et al.,2010). AtMYB31 foi
identificado em A. thaliana como sendo responsivo concomitantemente a genes de
defesa e outros 11 AtMYBs ao elicitor quitina (hidrolisada e quito-octamero),
componente estrutural da parede celular de fungos (LIBAULT et al., 2007). AtMYB51
e AtMYB27 sao induzidos em plantas infectadas com Alternaria brassicola
(McGRATH et al.,2005) e também ao tratamento com quitina (LIBAULT et al., 2007).
AtMYB108 é um fator de transcricdo que possivelmente controla a via de sinalizag&o
de sintese de JA, importante horménio para respostas contra patégenos
necrotréficos. Mutagdo no gene deste fator de transcricdo promoveu aumento da
susceptibilidade a Botrytis e Alternaria brassicola, dois fungos necrotroficos, fato nao
observado em plantas selvagens, cuja expressao deste fator e, consequentemente,
a sintese de JA nao esta comprometida (MENGISTE et al., 2003).

Um gene similar a AtMYB2 (Jamyb), isolado a partir de uma
biblioteca de genes induzidos em resposta ao ataque fungico de Pyricularia grisea
em Oriza sativa (cultivar Drew), apresentou expressao durante a formacéo de lesdes
decorrentes do processo de morte celular programada e em resposta a aplicagao de
JA, indicando potencial papel nas respostas de resisténcia induzidas contra
patdégenos e herbivoria (LEE; Ql; YANG, 2001).

Deste modo, devido a tantas evidéncias do envolvimento de diversos
fatores de transcrigdo das familias WRKY, NAC e MYB nos mecanismos de defesa
nas mais diversas espécies de plantas, assim como durante a interagao soja — P.
pachyrhizi, faz-se necessario esforgos para a caracterizagdo dos fatores de
transcricdo MYB em soja, visando identificar seu papel especifico na resposta ao
patdbgeno e a outras fontes de estresse bidtico. Tal estudo podera contribuir a
descoberta de novos genes e rotas importantes e os mecanismos envolvidos na

resposta mediada por eles.
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3 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho objetivou caracterizac&o in silico e in vivo de
genes pertencentes a familia dos fatores de transcricdo R2R3-MYBs em Glycine

max, bem como identificar aqueles envolvidos na resposta a P. pachyrhizi.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Caracterizar in silico a familia de fatores de transcricio R2R3-MYB em soja
(Glycine max) quanto a filogenia, distribuicdo em familias;

v’ Caracterizar in silico o perfil transcricional dos fatores de transcrigigo MYB R2R3
via busca em Bancos de Transcriptoma, com foco naqueles envolvidos na
resposta a doengas;

v’ Caracterizar in vivo o envolvimento de fatores de transcricdio R2R3-MYB na
resposta a P. pachyrhizi via analise do perfil transcricional (RT-gPCR) em

gendtipos de soja contendo diferentes genes de resisténcia a este patdgeno.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 BuscaA E ANOTAGAO DE GENES MYBs R2R3 DE Glycine max A PARTIR DE BANCO
DE DADOS

Sequéncias proteicas preditas e anotadas como MYBs no genoma
de Glycine max foram obtidas e combinadas a partir de trés diferentes bancos de
dados: Plant Transcription Factor Database - Planttfdb (http://planttfdb.cbi.edu.cn/),
SoyDB (http://casp.rnet.missouri.edu/soydb/) e Phytozome
(http://www.phytozome.net/). Para complementar a busca nos dados do Phytozome,
foi realizada uma busca por similaridade pela ferramenta Blastp, a partir do perfil do
Modelo de Markov (HMM - Hidden Markov Model) de MYB obtido no Pfam
(http://pfam.sanger.ac.uk/family/PF00249#tabview=tab3), e busca por palavra-chave
(MYB), a fim de se obter sequéncias adicionais. Os resultados das buscas foram
analisados e combinados de forma a excluir dados repetidos e obter um conjunto de
sequéncias unicas.

Todas as sequéncias foram submetidas a analises de dominio no
Pfam (http://pfam.sanger.ac.uk/search), SMART (http://smart.embl-heidelberg.de/) e
MEME (http://meme.sdsc.edu/meme/cgi-bin/meme.cgi), utilizando um e-value de
corte de 1e-10, para exclusdo de sequéncias sem o dominio caracteristico R2R3-
MYB e/ou dominio sem significancia ou incompletos. Para complementar a analise,

realizou-se ainda a inspecao manual de todas as sequéncias (Figura 5).

4.2  CARACTERIZAGAO TRANSCRICIONAL DE MYBs DE Glycine max EM BANCOS DE
TRANSCRITOMAS

Apos a confirmacdo das sequéncias como MYB-R2R3, o perfil de
expressao dos genes dos candidatos foi avaliado em bancos de expressé&o, com o
objetivo de se averiguar a sua funcionalidade e se excluir modelos génicos
incorretos. Foram consultados os seguintes bancos: Soybase — (http://soybase.org),
Genosoja (LGE-SuperSAGE e Subtrative library-http://bioinfo03.ibi.unicamp.br/soja/)
e Genevestigator — (https://www.genevestigator.com/gv/). Estes bancos reunem

ESTs de soja identificados nos seguintes experimentos:



b)

b)

o1

Genosoja:

SSH: Caracterizacdo dos genes expressos em Pl1561356
durante infecgdo por P. pachyrhizi, por meio de sequenciamento
de trés bibliotecas subtrativas, divididos em trés bulks - 12, 24,
48 hai (Bulk 1); 72 e 96 hai (Bulk 2) e 192 hai (Bulk 3);
SuperSAGE-LGE: biblioteca SuperSAGE criada a partir ensaios
de folhas de soja PI561356 (resistente) infectadas com P.
pachyrhizi , nos tempos de 12, 24 e 48 hai, e controles
compostos de folhas sem infeccéo.

RNA-Seq: biblioteca criada a partir de dois gendtipos, TMG 115
RR e BRSGO Chapadbes, suscetivel e resistente,
respectivamente, a infeccdo pelo nematdide Pratylenchus
brachyurus ,submetidos a inoculagéo do patégeno, nos periodos

de tratamento, 24, 48, 96 e 192 horas apos a inoculagdo Ambos
disponiveis em www.lge.ibi.unicamp.br/soja/.

Genevestigator:

Ensaio formado por plantas de soja (V3) P1462312 (Rpp3) em
trés tratamentos: com cepa virulent de P. pachyrhizi (TW80-2),
com cepas avirulentas (HW94-1) e controles (mock), As analises
foram realizadas em 6 pontos: 12hpi (a), 24hpi (b), 72hpi (c),
144hpi (d), 216hpi (e), 288hpi (f). Dados do experimento
disponiveis em:
http://www.plexdb.org/modules/PD_browse/experiment_browser.
php?experiment=GM36;

P. pachyrhizi estudos 2 e 3: Analise do perfil de expressao de
soja P1200492 (Rpp1) com dois tratamentos (HW94-1 ou TW72-
1) em diferentes tempos : P. pachyrhizi estudo 2 (early, 6-
12hpi)/non-infected leaf samples (P1200492)(2a), P. pachyrhizi
estudo 2 (intermediate-24hpi)/non-infected leaf samples
(P1200492)(2b), P. pachyrhizi estudo 2 (late48hs)/non-infected
leaf samples (P1200492)(2c), P. pachyrhizi estudo 3 (early, 6-
12hpi)/non-infected leaf samples (P1200492)(3a), P. pachyrhizi

estudo 3 (intermediate — 24hpi)/non-infected leaf samples
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(P1200492)(3b), P. pachyrhizi estudo 3 (late-48hpi)/non-infected
leaf samples (P1200492)(3c). Disponivel em
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE8432;
P. pachyrhizi estudos 4 e 5: Ensaio com folhas de soja
P1230970 (Rpp2) e Embrapa-48, infectadas com FAS, em: P.
pachyrhizi estudo 4 (early, 6-24hpi)/mock inoculated PI1230970
leaf samples (4a), P. pachyrhizi estudo 4(intermediate, 36-
72hpi)/mock inoculated P1230970 leaf samples(4b), P. pachyrhizi
estudo 4 (late, 96-168hpi)/mock inoculated P1230970 (4c), P.
pachyrhizi estudo 5 (early, 6-24hpi)/mock inoculated embrapa48
leaf samples (early)(5a);P. pachyrhizi estudo 5 (intermediate, 36-
72hpi))mock inoculated embrapa48 leaf samples (5b), P.
pachyrhizi estudo 5 (late, 96-168hpi)/mock inoculated
embrapa48 leaf samples (5c), P. pachyrhizi/non-infected leaf
samples (5601t)_ (6). Disponivel:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE33;

d) Aphis glycines x soja (V3): Analise da resposta transcricional

e)

f)

de plantas de soja a infestacdo de pulgdes de soja resistentes e
suscetiveis. Experimento com trés fatores: variedade de soja em
V3 (suscetivel SD01-76R, resistente LD05-16060), o tratamento
de pulgdes (controle, pulgdes), e duragao de infestagao (1 dia e
7 dias). Dados disponiveis em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE35427.
(a): 1dpi, (b): 7dpi (estudo 2);

Heterodera glycines: Analise de perfis de transcricdo de raizes
de soja (Williams 82), via microarranjo,em trés pontos de tempo
de infecgdo (2,5,10 dias apds indculo - dpi) com nematddeos
cisticos de soja. Dados disponiveis em:
http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/browse.html?keywords=%09+
E-MEXP-808. (a): estudo 1, (b): estudo 2.

P. pachyrhizi x soja 5601T: Analise de expressdo génica por
microarranjo em plantas de soja infectadas com o fungo

Phakopsora pachyrhizi (72hpi) na fase de crescimento V2.
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Dados disponiveis em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE7108.

g) Phytophthora sojae: Identificacdo de genes diferencialmente
expressos durante infeccdo pelo patégeno P. sojae em 8
cultivares de soja que diferem na resisténcia quantitativa
(Athow,Conrad, General, Ox20-8, P1291327, Sloan, V71-370,
Williams), através de microarranjo. As analises foram realizadas
em tempos: 3dpi ( a) e 5dpi (b). Dados disponiveis em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE7124;
Padrdes de expressdo em diferentes tempos, durante a
infeccdo por P.sojae (isolado PT2004C2.S1), de cultivares de
soja que diferem na resisténcia quantitativa (resistentes a cepa —
CONRAD e V71-370, suscetiveis — SLOAN e VP-RIL9):
estudos  (3) (24hpi), (4) (48hpi),(5) (72hpi),(6) (120hpi),
disponivel em:
http://www.plexdb.org/modules/PD_browse/experiment_browser.
php?experiment=GM3 e estudos (7)(24hpi),(8) (48hpi),(9)
(72hpi), disponivel em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE11611.
Estudo 10 — Amostras de hipocétilo de soja Harosoy (suscetivel)
inoculados com a cepa P6497 (raca 2) de P. sojae, foram
analisados através de microarranjo em 12 (a), 24 (b), 48 (c¢)
horas apds o indculo (hpi). Todos os resultados foram obtidos a
partir de ensaios com microarranjo

3. Soybase: os dados se referem ao atlas de expressao em soja de
todos os modelos génicos preditos a partir do sequenciamento
do genoma analisados ao longo do ciclo da espécie, nos
diferentes 6rgéos: raiz, folha, flor, vagem e semente de G. max,
através de RNA-Seq (SEVERIN et al., 2010).

Foram avaliados um total de dois experimentos de sequenciamento
de alta performance disponivel no banco do Genosoja (SSH e SuperSAGE) e 9
experimentos de microarranjos (Genevestigator) que permitiram tragar o perfil

transcricional da familia R2R3 de GmMYBs frente a diferentes estresses bidticos em
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soja. Também foram analisados a expressdao dos modelos génicos em resposta a
todos os demais estresses e ensaios disponiveis em todos os bancos consultados
para a exclusdo dos modelos génicos que ndo estavam presente em pelo menos

uma das fontes consultadas (ndo funcional).

4.3  CONSTRUCAO DA FILOGENIA E CLASSIFICACAO EM SUBGRUPOS DOS MYBS

Para a analise filogenética, as sequéncias das proteinas Mybs de
Glycine max que apresentaram dominios R2R3 completos foram alinhadas com
sequéncias guias de Mybs (85 MYBs de Arabidopsis thaliana), com o propdsito de
classifica-los em subgrupos como o proposto para A. thaliana (STRACKE; WEBER,;
WEISSHAAR, 2001; KRANZ, 2000), através do programa ClustalX (versdo 2.1). A
arvore filogenética foi construida pelo método de neighbor-joining utilizando o
programa MEGA (versao 5.05), realizando bootstrapping com 1000 re-amostragens
para avaliar a representatividade dos agrupamentos. Apos o agrupamento e a
designagao dos subgrupos, motivos conservados foram detectados na porgéo C-
terminal das sequéncias utilizando o] software MEME
(http://meme.sdsc.edu/meme/cgi-bin/meme.cgi), com os parametros utilizados por
JIANG; GU; PETERSON, (2004): distribuicdo de motivos: zero ou um por sequéncia;
numero de diferentes motivos: 16; comprimento minimo do motivo: 6; comprimento
maximo do motivo: 300 (modificado para identificar dominios R2R3 mais longos).
Apenas motivos com e-value < 1e-10 foram utilizadas para todas as analises. A
figura 7 apresenta o pipeline utilizado no estudo.

Para a identificagdo dos cis-motivos comuns da regido promotora
dos MYBs, 1Kb a montante do sitio de iniciagao da traducgao foi analisado utilizando
a ferramenta MEME (Multiple Expectation maximization for Motif Elicitation analysis
tool) (BAILEY et al.,, 2006) (MEME versdo 4.9.0, http://meme.nbcr.net/meme/cgi-
bin/meme.cgi). Foram utilizados os parametros adotados por KATIYAR et al. (2012),
buscando numero maximo de motivos: 5; comprimento minimo do motivo: 8;
comprimento maximo: 12; qualquer numero de repeticdes, motivos encontrados
apenas no sentido foward e com e-value < 0,01. Os motivos descobertos foram
analisados no banco de cis-elementos de plantas PLACE (HIGO et al.,, 1999)
(http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE), a fim de se obter maiores informagdes a cerca

dos mesmos.
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Figura6 — Esquema das diferentes etapas conduzidas para caracterizagao in
silico e validacéo in vivo de genes MYB R2R3 em soja envolvidos na resposta as
doencas
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4.4  VALIDAGOES in vivo DE FATORES DE TRANSCRICAO MYB R2R3 NA RESPOSTA A
INFECCAO POR P. pachyrhizi

Para validar a metodologia proposta no presente trabalho referente
as analises In silico, foram selecionados 11 genes Mybs potencialmente envolvidos
em respostas as doengas em soja, que tiveram o perfil e expressao avaliados em

resposta a infec¢ao por P. pachyrhizi via RT-qPCR.

4.4.1 Material Bioldgico

Foram utilizados quatro gendtipos de soja (estadio de
desenvolvimento V2 — 21 dias): a cultivar Wiliams 82 (WH82) como padréo
suscetivel e as plantas introduzidas (Pl) como resistentes a infeccao por P.
pachyrhizi, cada uma contendo um gene R especifico, previamente caracterizados:
P1 230970 (Rpp2) e Shiranui (Rpp5). Todas as sementes foram obtidas no Banco
Ativo de Germoplasma da Embrapa — Soja (BAG).

As plantas foram mantidas em casa de vegetagao sob condi¢bes de
temperatura (22 + 1°C) e umidade (> 60%) controladas, e fotoperiodo de 12 h. O
experimento seguiu delineamento inteiramente casualizado (DIC) com trés
repeticdes (cada repeticdo contendo cinco replicatas), e estrutura de tratamentos em
fatorial com trés fatores: tempo de coleta (12, 24, 48, 72 e 96 horas apds inoculagao
- hai), gendtipos (P1230970, Shiranui e Williams 82) e tipo de infecgao (inoculado —
‘inoc”, e inoculado com agua — “mock”). No total, 120 vasos foram utilizados,

contendo cinco plantas cada, totalizando 600 plantas.

4.4.2 Inoculacao de P. pachyrhizi

O indculo consistiu de uma populagao fungica coletada em campos
experimentais da Embrapa Soja e mantida em casa de vegetagdo em cultivar
suscetivel. Os urediniosporos foram coletados batendo-se as folhas infectadas sobre
uma bandeja plastica e diluidos em agua destilada com 0,05% (v/v) de “Tween 20”
(Unigema) para uma concentragao final de aproximadamente 5 x 10* esporos/mL.
As plantas foram inoculadas quando atingiram o estadio de desenvolvimento V3-V4

de acordo com a escala proposta por FEHR; CAVINES, (1981). A inoculagcédo das
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plantas, utilizando-se pulverizador manual, foi realizada ao anoitecer para evitar a
inviabilizacdo dos ureddsporos pela falta de agua livre nas folhas e baixa umidade
do ambiente, causados pelas temperaturas mais altas na casa de vegetacéo durante

os horarios de maior insolagéo.

4.4.3 Avaliagao da Expressao dos Genes MYBs

4.4.3.1 Coleta do material

Para a analise dos perfis de expressdao dos genes selecionados,
foram coletados os 2° trifdlios de cada planta de todos os vasos, e cada repeticao,
composto pelos trifdlios das cinco plantas, foram reunidas (bulk). Os trifélios foram
embalados e armazenados em envelopes de papel aluminio, e congelados através

de imersao em nitrogénio liquido e armazenados em ultrafreezer a -80 °C em caixas.

4.4.3.2 Extragado de RNA total

Cerca de 100 mg de cada folha das 90 amostras do ensaio de
validacdo das cultivares PI1230970, Shiranui e Williams82 foram macerados em
graal, previamente resfriado em nitrogénio liquido, com auxilio de pistilo e
armazenados em microtubo de 1,5 mL. Posteriormente, 1 mL de reagente TRIZOL
(invittogen™) (55 °C) foi adicionado e, apds mistura em vértex (temperatura
ambiente) por 10 minutos, centrifugou-se a amostra por 15 minutos a 14000 RPM
(20000xg) (4 °C). O sobrenadante foi transferido para novo microtubo, e apos a
adicdo de 400 uL de cloroférmio, a amostra foi misturada em vértex por cinco
minutos em temperatura ambiente. Decorrido este tempo, o material foi centrifugado
a 14000 RPM (20000xg) por 10 minutos. Cerca de 400 pyL do sobrenadante foram
transferidos para novo microtubo, e repetiu-se o processo.

Aproximadamente 200 uL do sobrenadante foram transferidos para
microtubo novo, ao qual se adicionou 250 pL de tampao (0,8M citrato de sddio; 1,2M
cloreto de sédio) e 250 yL de isopropanol. O material foi misturado em vortex
(temperatura ambiente) por 10 minutos e centrifugado por 10 minutos a 14000 RPM
(20000xg) a 4 °C. Ao final da centrifugacéo o sobrenadante foi descartado e o pellet

dissolvido em 100 yL de agua deionizada. Adicionou-se 10 pyL de acetato de sédio e
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250 pyL de etanol 100%, seguido de mistura em vortex por cinco minutos e
centrifugacéao por 15 minutos (20000xg, 4 °C). Cuidadosamente o sobrenadante foi
removido e ao pellet, cerca de 400 pL de etanol 75% foram adicionados. Apos nova
centrifugagéo por 15 minutos (20000xg, 4 °C), o sobrenadante foi descartado e o
pellet seco em vacuo por 20 minutos. Apds a extracdo, a amostra foi ressuspendida
em 30 pL de agua deionizada e armazenada em ultrafreezer a -80°C.

A concentragdo do RNA foi determinada apés leitura da amostra em
espectrofotometro (nanodrop) a 260 nm e a integridade da amostra apos
eletroforese em gel de agarose 1%, utilizando o tampao de corrida TBE (400uL de
EDTA 0,5M, 10,8g de Tris e 5,5g de acido bérico) e marcador (ladder) de 100pb.

4.4.3.3 Sintese do cDNA

Primeiramente 1ug de RNA de cada amostra foi tratada com 0,5 uL
DNAse |, adicionado de 0,5 yL de tamp&o 10X e agua para completar o volume final
de 5,0uL. A reacao foi incubada por sete minutos em temperatura ambiente. Em
seguida foi adicionado 0,8 uL de EDTA e uma nova incubagao foi realizada por cinco
minutos a 65°C.

Em microtubos uma reacdo contendo 1 pg de RNA previamente
tratado com DNAse, 1 pL de oligo dT ( concentragao final de 50 uM) e agua tratada
com DEPC para completar o volume de 10 uL foram incubadas a 65°C por cinco
minutos. Em seguida adicionou-se o mix para a sintese do cDNA composto por 2 uL
de tampéao RT 10X, 4 uL de MgCl, (25mM), 2 yL de DTT (0,1M), 1 pL de inibidor de
RNAse (RNAse OUT 40U/ uL) e 1 yL de enzima transcriptase reversa (200U/ pL). A
reacao foi incubada em termociclador (VERITI® 96, Applied-Biosystems) a 50 °C por
50 minutos e a 85°C por cinco minutos para a interrupg¢ao da sintese. Em seguida as
amostras foram mantidas em gelo para a adicdo de 1uL de RNAse H e nova
incubacdo em termociclador a 37°C por 20 minutos. Ao final do processo, as
amostras de cDNA foram armazenadas em freezer a -20°C.

Subsequente a transcrigao reversa, realizou-se uma reacao de PCR
utiizando o primer para o gene da B-actina a fim de se verificar possiveis
contaminagdes das amostras de cDNA com DNA gendmico. A reagéao foi constituida
de 2,5 pL de tampao 10X (10mM Tris e 50mM KCI), 1,0 uL de MgCl,, 1,0 uL (50mM)
de dNTP’s (2,5mM), 1,0 uL de primers foward e reverse (10 uM), 0,2 uL de Tag-
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Polimerase (5U/uL) e 1,0 uL de cDNA, com volume final de 25 pL ajustado com
agua Milli-Q. Os parametros de ciclagem para as reagbes de amplificagdo foram:
94°C por 1minuto; seguidos de 35 ciclos de 94°C por um minuto, 56°C um minuto e
72°C por um minuto, sendo a ultima extensdo a 72° C por sete minutos. A reagao de
PCR foi analisada por eletroforese em gel de agarose 1,2% corado com brometo de

etidio (0,1 mg/ml) utilizando o tampéao de corrida SB 1X.
4.4.3.4 PCR quantitativo em tempo real (RT- qPCR)

As reacdes de PCR foram realizadas em termociclador 7900 Real
Time System (Applied Biosystem), utilizando-se o Kit Platinum® SYBER® Green
gPCR SuperMix UDG (Invitrogen — Life Technologies), de acordo com as instru¢des
do fabricante, e como referéncia enddégena o gene que codifica a B-actina. Para
cada par de primers dos genes alvos e para a referéncia enddogena (normalizador),
foram realizados reagbes de amplificacdo em ftriplicata, utilizando cDNA (bulk) com
diluicdo seriada (1, 1:5, 1:25, 1:125, 1:625, 1:3125) e variando — se a concentragéo
dos primers (0,25; 0,50; 0,75), a fim de se determinar e ajustar a eficiéncia de
amplificacdo pelos pares de primers (curva de eficiéncia). A inclinacdo da curva
obtida a partir da interpolagdo dos valores de Ct em fungédo do logaritmo de cada
diluicdo foi utilizada no calculo da eficiéncia de amplificacdo dos primers, a partir da

formula E=[107"/s'oPe

]-1, no qual se espera que sejam similares e proximos de 100%
(valor 1) para ambos os genes. A concentragdo de primer que promover a melhor
eficiéncia foi selecionada para ser utilizada nos ensaios de quantificacio relativa.

As reacgdes foram feitas em triplicatas e compostas de 4,25 yL de
agua MilliQ, 6,25 pL de SYBER® Green qPCR SuperMix contendo ROX , 0,5 uL de
cada primer e 1 yL de cDNA (~1,5 pg) em bulk. Os parametros de ciclagem para as
reagcdes de amplificagcdo foram: 50°C por 2min; 95°C por 10min; seguidos de 40
ciclos de 95°C por 15 seg., 60°C por 1min e 72°C por 30 seg. Apos o término da
quantificacdo relativa, realizou-se uma curva de dissociacdo com o intuito de
averiguar se, ao longo da reacdo, nao ocorreram amplificacdes inespecificas,
contaminacgdes e formacgdes de dimeros. Para tanto, a reacéo foi incubada a 95°C,
por 15 seg., 60°C por 15 seg. e 95°C, por mais 15 seg.

Os valores de quantificacdo relativa e analise estatistica foram

determinados utilizando o Software Relative Expression Software Tool (REST)
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versao 2.0.7 (PFAFFL et al., 2002), sendo o gene [-actina utilizado como
normalizador e as amostras falso inoculadas (mock) como calibradoras, em cada

tempo e tratamento correspondente.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

IDENTIFICACAO DE GMMYB EM SOJA E FILOGENIA DA FAMILIA MYB

5.1  IDENTIFICACAO DE MYBS R2R3 EM SOJA

Um total de 1709 sequéncias anotadas como MYB de soja foram
obtidas a partir de trés bancos publicos consultados: 305 sequéncias (PlantTFDB),
448 (SoyDB), 637 (Phytozome — palavras-chaves) e 319 (Phytozome — busca
através da ferramenta Blastp do perfi HMM de MYB). Apés a retirada das
sequéncias redundantes entre os 3 bancos (comuns) obteve-se uma lista com 472
sequéncias potencialmente MYB-R2R3 unicas.

A analise detalhada do dominio R2R3 das sequéncias obtidas,
realizada nos programas Pfam, SMART, MEME, em conjunto com a inspegao visual,
e pelo cruzamento dos resultados obtidos, resultou em uma listagem com 264
sequéncias nas quais se identificou o dominio MYB R2R3 (Anexo 1). Um numero
significativo, uma vez que, entre os 791 MYBs preditos em G. max (WANG et al.,
2010), esta classe representa 33% desta familia de fatores de transcrigdo. A familia
MYB €& ainda a maior entre os 5671 fatores de transcricdo preditos na soja,
representando 14% do total. A exclusdo de 198 sequéncias se deu pela auséncia do
dominio caracteristico ou devido a um e-value acima do ponto de corte adotado (1e-
10). Também foram excluidas 10 sequéncias com trés repeticbes (3-R) e quatro
repeticdes (4-R).

O numero de GmMYBs R2R3 identificados se apresentou superior a
aquele encontrado por DU et al. (2012) (244 GmMYBs R2R3), possivelmente devido
ao maior rigor na nota de corte adotado pelo autor para a identificacdo do dominio
(1e-20), e inferior ao estipulado por FELLER et al., (2011) (288 GmMYBs R2R3),
com base em buscas de sequéncias proteicas homologas ao perfil HMM de MYBs
R2R3 (HMMER) em bancos de dados de sequéncias (Protein DB, Swiss Prot,
Uniprot). O numero de sequéncias encontradas também foi inferior as anotados
como MYB-R2R3 nos bancos de dados consultados: SoyDB - (448 sequéncias);
PlantTFDB - (305 sequéncias) e Phytozome - (305 sequéncias). Ambas as
observacgodes indicam que muitas sequéncias com dominios incompletos ou similares

a MYBs estdo presentes em diferentes bancos de sequéncias proteicas, o que



62

reforca a importancia da realizacdo de analises manuais e mais detalhadas que
confirmem a identidade das mesmas e melhorem as informagdes dos bancos.

Apesar da redugcdo do numero de integrantes destes fatores de
transcricdo em soja, esse numero ainda é maior que o encontrado em outras plantas
como Zea mays com 188 e Populus trichocarpa com 198 (FELLER et al., 2011), e é
mais que o dobro que observado em Sorghun bicolor com 104, Minulus guttatus com
119 sequéncias, Vitis vinifera com 131 (FELLER et al., 2011), A. thaliana com 126
(DUBOS et al., 2010) e em Oryza sativa com 109 MYBs (JIANG; PETERSON, 2004;
YANHUI et al., 2006), tornando GmMYB uma das maiores familias R2R3-MYB entre
as plantas (Figura 5).

Entre as 198 sequéncias excluidas, 143 sequéncias n&o possuiam o
dominio R2R3, 24 sequéncias possuiam apenas a segunda repeticdo (R2), quatro
sequéncias possuiam apenas a terceira repeticdo (R3), seis sequéncias com R2
incompleto, 11 sequéncias com a terceira repeticdio R3 incompletas, cinco
sequéncias cujo ultimo aminoacido triptofano (W) foi substituido por outro
aminoacido hidrofébico (F ou C) e cinco sequéncias por apresentarem espagamento
entre os residuos de triptofano anormais (maiores que aqueles encontrados
caracteristicamente no dominio MYB).

Examinando a expressdo das 198 sequéncias sem dominio
completo R2R3 nos bancos de expresséo (Anexo 4), pode-se observar que 105
(53,03%) nao apresentaram qualquer expressdao em nenhum das condi¢des aos
quais foram submetidas e analisadas; 51 (25,75%) apresentaram apenas uma
expressdo minima em diferentes o6rgdos (Soybase) e 42 (21%) sequéncias
apresentaram expressao diferencial durante a infecgdo de G. max por P. pachyrhizi,
indicando que alguns deles (MYB-related) possivelmente apresentam algum papel
nesse tipo de estresse, sendo potenciais alvos de estudos futuros mais detalhados
desta classe pouco estudada até o momento.

Das cinco sequéncias com variacdo no espagamento entre os
residuos de triptofano, apenas o Glyma18g39760.2, que possui 0 padrdo mais
proximo encontrado comumente no dominio R2R3 (21 residuos de aminoacidos
entre os “W”, espagamento normal varia entre 18 a 19) apresentou expressédo. Nao
se observou expressao em nenhum dos bancos de expressao consultados nas cinco
demais sequéncias cuja variagao do padrao do dominio foi maior. Este fato constitui

um indicativo de que eles possam ser apenas erros de sequenciamento ou
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sequéncias contendo mutagdes mantidas no genoma do organismo (pseudogenes),
contudo nao funcionais. Diferenga encontrada entre os gendtipos estudados, assim
como dos parametros experimentais adotados nao estdo descartados como
possiveis explicacdes para a falta de expressdo dos mesmos.

Cinco sequéncias apresentaram uma substituicdo do ultimo
triptofano (W) da repeticdo R3 por outro aminoacido hidrofébico. Em quatro
(Glyma02g02310.1, Glyma08g40950.1, Glyma18g16040.1, Glyma01g05190.1)
ocorreu a substituicdo de W por F (fenilalanina), um aminoacido com estrutura
semelhante (ambos com grupo hidrocarboneto aromatico), e todas apresentaram
expressao. Apenas o Glyma15g14190.1, cuja a substituicdo de W se deu por um
residuo de cisteina (C), um aminoacido diferente estruturalmente (hidrocarboneto
alifatico) n&o apresentou nenhuma expressao, indicando uma possivel importancia
dessa regido na conformacgao estrutural original da proteina.

A lista contendo todas as 208 sequéncias excluidas, bem como
detalhes estruturais e perfil de expressdo (com base nos bancos de dados

analisados) pode ser consultada nos anexos (Anexo 4).

5.2  CARACTERIZACAO FILOGENETICA E DISTRIBUICAO EM SUBGRUPOS

A arvore filogenética construida a partir do método neighbor-joining
permitiu o agrupamento de 263 das 264 sequéncias MYB-R2R3 identificadas no
presente trabalho, juntamente com os AtMYBs guias utilizados em estudos prévios,
em 43 subgrupos (Figura 8).

A distribuicdo dos MYBs nos 43 subgrupos nao foi uniforme, e
metade das sequéncias MYB ficaram agrupadas em apenas 11 subgrupos, com
numero de sequéncias variando entre 24 (subgrupo 14) a 1 por subgrupo (Subgrupo
5). Em ordem decrescente de tamanho, o subgrupo 14 agrupou 24 sequéncias,
seguido do subgrupo 20 com 19 sequéncias, C11 com 18, subgrupo 2 com 17,
subgrupos 9 e 21 com 16, subgrupos 13, 18, 22 e 1 com 15, subgrupos 4, 11, 25 e
C34 com 13, subgrupo 6 com 12, subgrupo 7 com 11, subgrupos 10 e 20 com nove
sequéncias, 27, C16 e C40 com oito, subgrupos 16 e 23 com 7, subgrupos 12, 24 e
C4 com 6 sequéncias cada, subgrupos C25, C35, C7, C32, C13 e C8 com quatro,
subgrupos C11, C5, C3, ?1, C8, C36 e 15 com trés sequéncias cada e subgrupo 5
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com uma sequéncia agrupada. A distribuicdo dos subgrupos pode ser observada na
Figura 8.

Dos 43 subgrupos formados, 25 subgrupos foram similares aos
reportados por STRACKE et al. (2001) e DUBOS et al. (2010), bem como 14 novos
subgrupos (C3, C4, C7, C5, C8, C11, C25, C35, C40, C36, C34, C35, C13, C15)
reportados por DU et al. (2012), dos quais dois (C5 e C8) foram formados apenas
por MYB de soja (subgrupos exclusivos). No presente trabalho foram identificados
mais trés novos subgrupos (?1, ?2 e ?3), ndo observados anteriormente, também
formados apenas por GmMYBs, que podem contribuir, juntamente de C5 e C18, em
futuras analises para a identificagdo e classificacdo de outras sequéncias
pertencentes a estes subgrupos, de acordo com seus motivos, em G.max, A.
thaliana e em outras plantas. O numero maior de membros da classe R2R3
utilizados no presente trabalho explica a formacédo destes novos subgrupos, visto
que os mesmos foram formados por sequéncias descartadas por DU et al. (2012)
em suas analises. Apenas duas sequéncias, um AtMYB (AtMYB 82) e um GmMYB
(Glyma13g09010) ndo foram agrupados em nenhum grupo e/ou apresentaram baixo
bootstrap (< 500) para formarem um novo. Contudo, esse numero de AtMYB nao
agrupados é menor que o observado nos trabalhos de STRACKE et al., (2000) e
DUBOS et al. (2010), onde 35 AtMYB nado se agruparam, incluindo AtMYB 82,
Enquanto no presente trabalho estes 32 AtMYB remanescentes formaram novos
subgrupos (identificados por C e ?). DU et al. (2012) também analisando a familia
MYB em soja, observou que Glyma13g09010, juntamente do Glyma07g14480 e
Glyma08g27660, n&do pertenciam a nenhuma subfamilia identificada. No presente
trabalho, no entanto, Glyma07g14480 e Glyma08g27660 formaram um novo
subgrupo (?3). Possivelmente, a utilizagdo de guias provenientes de um maior
namero de espécies distintas de plantas por DU et al. (2012), em relacédo ao
presente trabalho (apenas A. thaliana e G. max) explique a formagao de um maior
numero de subgrupos e exclusdo de sequéncias em seu trabalho. Uma vez que o
agrupamento tem como base a similaridade dos membros, uma maior diversidade
entre as sequéncias guias garante uma maior separacao das sequéncias (de acordo

com seus guias).
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Figura 7 — Filogenia, designagao de subgrupos e motivos da regidao carboxi-terminal
em proteinas MYB de soja e Arabidopsis. A arvore filogenética (Neighbor-
joining) representa a relacdo entre sequéncias R2R3-MYB de
Arabidopsis (89 sequéncias) e Glycine max (264 sequéncias.). As
sequéncias proteicas foram agrupados em 41 subgrupos (tridngulos),
identificados pelos numeros e letras (“S” para subgrupos identificados a
partir de Arabidopsis conforme trabalhos de STRACKE et al.,, 2001 e
DUBOs et al., 2010 e “C” para subgrupos identificados previamente em
soja). Dois subgrupos (C5 e C8) foram formados unicamente por R2R3-
MYB de soja.
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Alguns dos subgrupos identificados por DU et al. (2012) em soja néo
foram formados. C6 (Subgrupo5) ndo agrupou as sequéncias de GmMYB191,
GmMYB193 e GmMYB205, que formaram um novo subgrupo (?1), restando apenas
0 guia AtMYB123, assim como o observado por DUBOS et al. (2010). Os grupos
C12 e C34 nao foram formados, pois as suas sequéncias foram agrupadas
juntamente das sequéncias de C11, formando um unico grupo. O mesmo foi
observado para C18 (sequéncias agrupadas em C17), C28 e C30 (sequéncias
agrupadas em C29). Outras pequenas variagdes dos subgrupos podem ser
consultadas no Anexo 5.

Ocorreu ainda a formacédo de subgrupos compostos apenas por
AtMYB: subgrupo 5 (AtMYB123), Subgrupo 12 (AtMYBO028, AtMYB029, AtMYB034,
AtMYB051, AtMYBO076) e Subgrupo 15 (AtMYB000, AtMYB023, AtMYBO066).

Interessantemente, a formacédo de agrupamentos contendo genes
MYB exclusivos de A. thaliana, oferece indicios de que G. max aparentemente nao
apresenta genes MYBs que exergcam controle sobre algumas fungdes, tais como
subgrupo S5 que agrupa apenas genes MYB envolvidos na sintese de
protoantocianina, o S12 a referente rota de biossintese de glicosinolatos, rota
sabidamente predominante da Familia Brassicaceae, em espécies de Cruciferae
(MATTHAUS; LUFTMANN 2000), e, finalmente, o0 S15, com os fatores de transcrigao
MYB envolvidos na diferenciacdo celular de tricomas e distribuicido dos pelos
radiculares, indicando que o controle sobre essas fungdes podem estar sendo
realizados por outros fatores de transcricao.

A distribuicdo dos genes GmMYB em subgrupos com base na
similaridade entre as sequéncias de G. max e A. thaliana, permitiu ainda que se
atribuissem possiveis fungdes para os clusters, uma vez que alguns deles agrupam
AtMYBs guias com fungdes ja caracterizadas. Entre estes subgrupos, destacam-se
aqueles relacionadas com a biossintese de lignina, que agrupa pelo menos 23
sequéncias de soja, bem como diferentes subgrupos da classe de defesa e de
controle de vias metabodlicas de interesse nesse trabalho. A distribuicdo dos
subgrupos de acordo com as fungdes designadas pelas sequéncias guias pode ser
observada na tabela 2.

Relacionando a distribuicdo dos MYBs de soja nos subgrupos e a
suas funcbes putativas, conclui-se que as principais fungdes sobre as quais

GmMYBs podem desempenhar controle em soja sdo: Defesa — 24,58% das
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sequéncias GmMYB (Subgrupos 20, 2, 18, 22, 1, 11, 20); Desenvolvimento —
23,38% (subgrupos 14, 9, 21, 13, 18, 25, 19, 16, 15) e Metabolismo com 17,66% das
sequéncias (subgrupos 21, 13, 4, 6, 7,12) (tabela 2).

Em A. thaliana, onde os papéis dos MYBs sdo bem definidos,
observa-se uma distribuicdo diferente das funcdes conhecidas sob o controle destes
fatores de transcricdo, com um numero maior de MYBs atuando em rotas
metabdlicas (30,95%), ao passo que em soja este tipo de controle € o menos
observado. Em seguida se destaca genes MYB envolvidos no controle sobre o
desenvolvimento (29,36%) e defesa (18,25%) (DUBOS et al., 2010).

O destaque da participacao da familia MYB no controle putativo
sobre respostas de defesa em G. max ainda € reforcado pelos resultados
observados na analise do perfil transcricional dos GmMYBs em bancos de
expressao, onde se observou que, entre as 213 sequéncias que possuem o dominio
R2R3 MYB e com expressao minima, 69 (32,4%) e 81 (40,8%), foram induzidos
durante ensaios de infecgdo de soja por apenas P. pachyrhizi e P. pachyrhizi e
outros agentes de estresse bidtico (Aphis glycines, Heterodera glycines,
Phytophthora sojae, Pratylenchus brachyurus), respectivamente (Tabela 4).

Outro fato que valida a filogenia obtida da familia GmMYB ¢é a
analise das estruturas conservadas na por¢cdo C-terminal, regido a jusante
(downstream) ao dominio MYB, onde sdo encontrados motivos responsaveis pela
atividade da proteina na regulagdo transcricional (FELLER et al., 2011). Desta
maneira, apesar de nao existirem informagdes que liguem cada um destes motivos a
funcdes exatas, devido a escassa quantidade de trabalhos investigando o papel
destas estruturas através de analise de seu perfil de expressao ou funcional, o
compartilhamento destas estruturas conservadas por integrantes de um mesmo
cluster, agrupados com base em sua similaridade estrutural, fornece um meio de
inferir fungdes putativas aos GmMYBs, de acordo com a fungdo de seu guia (A.
thaliana). Os resultados da analise da regido C-terminal estdo apresentadas na
tabela 3.
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Tabela 2 —Subgrupos de GmMYB identificados no genoma de soja e fungdes
putativas, atribuidas a partir do agrupamento com FT de Arabidopsis

thaliana:
Subgrupo seq Funcéo (papel desempenhado)
S14 24 desenvolvimento Raizes, orgéaos laterais
Resposta a estresse abiotico mediado por
Seca, alta salinidade, mediados por ABA,
220 18 aheizEz mediados por GA, mediados por JA,
desidratacéo e a patdégenos e herbivoria
C11 18 ? ?
S2 17 defesa estresse abiodtico
S9 16 diferenciacao celular Controle sobre etapas de diferenciagao
S21 16  metabolismo e desenvolvimento Espessamento da_parede cel_ular & regulagdo
de meristemas axilares
S13 15  metabolismo e desenvolvimento Deposigép e extrusao de mucilager’(l,. Sintese
de lignina, fechamento estomatico
318 15 d . Desenvolvimento do estamen e antera,
esenvolvimento e defesa s s
resposta a estresse abidtico (ABA)
S22 15 Defesa estresse abidtico (seca, luz e lesao)
S1 15 defesa estresse abidtico (seclz_ai%?/)estresse bidtico (AS
S4 13 metabolismo via dos fenilpropanodides
S11 13 defesa estresse abidtico (osmoético)
S25 13 desenvolvimento embriogénese
C34 13 ? ?
S6 12 metabolismo via dos fenilpropané?de; / biossintese de
antocianina
s7 11 metabolismo via dos fenilpropanéit?gs / biossintese de
flavondides
S10 9 ? ?
C15 9 ? ?
S19 8 desenvolvimento Desenvolvimento
C13 8 ? ?
27 8 ? ?
C40 8 ? ?
S16 7 desenvolvimento Desenvolvimento
S23 7 ? ?
S12 6 metabolismo biossintese de glicosinolato
S24 6 ? ?
C4 6 ? ?
C16 6 Metabolismo Via dos fenilpropanéides / sintese de lignina
C25 4 ? ?
C35 4 ? ?
C7 4 ? ?
C32 4 ? ?
C13 4 ? ?
Cc8 4 ? ?
C3 3 ? ?
3? 3 ? ?
C5 3 ? ?
el 3 ? ?
C36 3 ? ?
S15 3 diferenciagao celular Diferenciagao celular
S3 2 metabolismo Via dos fenilpropandides / sintese de lignina
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A analise das sequéncias proteicas dos MYBs de cada subgrupo
pelo software MEME permitiu a identificagao, além do dominio R2R3, de todos os
motivos observados nas arvores filogenéticas construidas por STRACKE et al.
(2000) e KRANZ et al. (1998) em AtMYB, na regido de estudo, a identificacado de 13
motivos novos em dez subgrupos previamente descritos por STRACKE et al. (2000)
e KRANZ et al. (1998) em AtMYB (subgrupos 3, 4, 14, 20, 21, 22, 24 e 25 com um
motivo cada; subgrupo 2 e 10 com trés cada), e 11 (C3, C25, C11, C5, C8, C36, C13
com um cada; C40 e C35 com dois cada) nos subgrupos novos, dos quais dois (C5
e C8) sédo formados apenas por GmMYBs, totalizando 25 motivos conservados
identificados. Entre os onze motivos dos subgrupos novos (C), oito foram
observados por DU et al. (2012): C11, C3, C25, C8, C40 e C13 com um motivo novo
cada e C35 com dois novos (tabela: 3).

Apenas os subgrupos C5, C40 e C36 apresentaram os mesmos
motivos identificados por DU et al. (2012) em soja. Assim como observado por ele,
os subgrupos C4 e C15 ndo apresentaram nenhum motivo. A distribuicdo dos
motivos em cada subgrupo pode ser observada na Tabela 3.

Diferencas nos parametros adotados para a busca dos motivos na
ferramenta MEME, tais como o numero maximo de motivos para a busca menor (16
em vez de 50), possivelmente expliquem a auséncia dos demais motivos observados
por DU et al., (2012) em soja. Todos os motivos identificados neste trabalho foram
unicos para os seus subgrupos, assim como o observado por STRACKE et al.
(2000) e KRANZ et al. (1998), ndo ocorrendo o compartilhamento destas estruturas
entre os mesmos, fato que reforgca esta forma de classificacdo. Com excecédo dos
subgrupos 2 -  Glyma10g30860.1, Glyma06g45570, Glyma12g11330,
Glyma12g11340, Glyma12g11390 e Glyma06g45540, sem o motivo
[E/N]ddMdFwynvfi observado por KRANZ et al. (1998); Glyma03g41100.1,
Glyma19g43740.1, Glyma10g30860.1, Glyma06g45570 e Glyma12g11330 sem o
motivo IDxSFW - -MxFWFD observado por STRACKE et al. (2000), e o motivo
IDeSFWX|[E/D]xlIstd observado por KRANZ et al.,(1998); e subgrupo 21 - AtMYB89,
AtMYB111 sem o motivo FXDFL — (STRACKE et al.,, 2000), todos os demais
subgrupos apresentaram as estruturas proteicas conservadas em todos as
sequéncias que integram o grupo, demonstrando que, de fato, os GmMYBs estéo

agrupados de acordo com suas semelhancgas estruturais.
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Tabela 3 —Sequéncias consensos dos motivos da regido C-terminal de sequéncias completas de GmMYBs identificados através
de analise na ferramenta MEME.

Grupos N° ID Referéncias Sequéncia consenso E-value
STRACKE et al. (2000) — YASSxxNI
s 1 KRANZ ot al. (1998) — YaSST\En. Ml YASS[TAJ[ED]NI[AS][RKILLEEKQI[GN]JWM[KR]INS][SPTIP[KS]  5.7e-167
2 STRACKE et al. (2000) — SL[F/JEKWLF[D/E] QIMVGP][PS][LF][ST]LFJ[LF]E[KN]WL|LF]D[DEJIAQJJAGS][GC]Q[CQE][KV][EL]D 3.0E-108
KRANZ et al. (1998) — [E/N]JddMdFwynvfi [DSJAHNY][AHNS][NGY][SD][SCK]INQJIFLY][DNS][DEJ[GEDJM[DEJFW[YFIDNIIV]IFLY] _ 1.7e-052
3 Exceto: Glyma10g30860.1,Glyma06g45570, Glyma12g11330, Glyma12g11340, Glyma12g11390,
xceto:
S2 Glyma06g45540
STRACKE et al. (2000) — IDxSFW - -MxFWFD
. KRANZ et el (1998) - IDoSFWXIE/Dlxistd [EFJETIFIILM][PAD]VI[DN]ESFWSE[LVAJ[LT]LS]IDS]DIEIN]S 4.8e-50
Exceto: Glyma03g41100.1,Glyma19g43740.1,Glyma10g30860,Glyma06g45570,Glyma12g11330
STRACKE et al. (2000) - WFKHLESELGLEEXDNQQQ
5 KRANZ et al. (1998) [SV][HDE][DE]J[AD]E[AVI][KD]KWFS|[KHQ][DH][FLIEINS]E[FLIGILV][EV] 3.3e-018
s3 QEVDKPE/D]LLE[//M]JPFDWFKHLESELGLEE[N/D]DN
. Novo LILJE[IMIP[FW][DE][PLSID[PYID[F [W[KS][FL][LID[DGT][DS]INDISIFLIQEGIQSIFPSIIQ - o 016
ET][SAN]INR][EA][VLN][QS] :
STRACKE et al. (2000) — LNL[E/D]L
KRANZ et al. (1998) — pdLNL[D/E]Lxi[G/S]
< 7 Du et al. (2012) - ISERCPDLNL[ED]L[TS]I[SG][PLIPSQPQ 1.26-083
EIV][ELS]E[RP][CH][PH][DQ]LNL[ED]L[SRT]I[SG] [PL]P[S
RW]Q[PQIQ
8 Novo N[TSJHI[RK]RKLILI[SN]JRGIDP[AN]THRPJIL] 7.3e-199
S5 9 STRACKE et al. (2000) - DEXWRLXxT EDWLR[CD][FQ]T 3.8e+000
AE[AP]KTIISTITVIKQRIKP]HI[EQ]VIKPRPRS[FLI|[ST] 5.10.039
S6 10 STRACKE et al. (2000) — KPRPR[S/T]F [IKIEQTIASIE[APD]KTRISTPI[TIP][VAT]IKQRIKPDJHIVIEQIVIKRIPIRIQIPRISNTIFIL 135 °>
J[STVIIKVI[TKNS][SN][PSV][CW] :
STRACKE et al. (2000) — GRTXRSXMK
s7 11 KRANZ et &1, (1998). KRRILIPIGRTIG/SIRSAMKPK [AKJIAIN]VIINTPY][PLV][PAQI[PAIKR][RKIKR][RLIGR[TGISR[SW][AS][MP] 8.36-020
STRACKE et al. (2000) —- AQWESARXXAEXRLXRES
KRANZ et al. (1998) —
12 HmaQweDSUAS'gf‘E(g'SgF_[E/ QSxL GQISAJKS[ASJAINS][LTI[SRIHMAQWESARLEAEARL[SV]RESKL 2.1e-272
S9 [KTIN[DE][AT]LLS[ST][DEL]G[QP]SK[DNT]AANLSHMAQ
WESARLEAEARL[VAJRESK[LI]
13 KRANZ et al. (1998) — MGIDPvTHkp NTHLKKRLT[KR]MG[IL]DP 5.3e-150




Tabela 3 — Continuacgao

Grupos N° 1D Referéncias Sequéncia consenso E-value
14 STRACKE et al. (2000) — DDxxSDSxWK WIEGC][DK][FL]J[LMI]D[DE]E[TA][ST][DGIS[YS][WSY][KW] 2.8e-019
S10 15 Novo [SPILP[NAJLV[SA][AFISP[EDK][EMR][SG][TKP][FE] 3.9e-23
16 Novo [RP][RTS][DT][HD]LN[HLV]L[MSA][NAS]L[SQP]QLL[AG][ALT][SATINILFI] 1.5e-24
17 Novo T[QDS]L[ANIK[LAIJQLL[QHIN[IML][LFIIQ[VL] 2.4e-20
STRACKE et al. (2000) — PRLDLLD
S11 18 DU etal. (2012) - NTHI[RK]K[RK]LL[RKIMGIDPVTH[ST]PRLDLLDIIL]SSIL 4.1e-253
L[RK]MGIDPVTH[ST]PRLDLLD[IL]SSIL[NRS][SA]S[LFI][Y
G][NG]
S12 19 STRACKE et al. (2000) — [L/FILN[K/R]VA [KCIKINK][KRI[FKIKR[SG]SS[ST][AS]RILFILN[KR]VA[AN][RK][AF][GS]IS[IR][GI]NI 3.0e-019
S13 20 KRANZ et al. (1998) — GIDPxTHKPXSEV NSCLKKKL[RM][QK][RKQ]GIDP[VN]THKPLSE[VA]JEN[GD][EK][DE] 1.2e-255
S14 21 Novo NT[KR]LKKKL[LM]GKQ[RPIK[ES] 5.0e-171
S15 - - -
STRACKE et al. (2000) — PxLxFSEW
S16 22 DU et al. (2012)(_ PKL)[LF]F[SA]EWL LPKL[LF]F[SA]JEWLSI[LSV][DS]HQ]ILPV][HN] 3.6e-24
S18 23 STRACKE et al. (2000) -GLP[L/V]YP NTR[IML]KR[RL]QR[AQ]GLPLYP[PDIE[VI]x[QL] 3.0e-172
KRANZ et al. (1998) — yWs[V/M][E/D]DIW[P/S
19 26 A (2812) ) NYi’NSU[VH][éE)]DI]WSU\E[S] ] YWS[MIV][ED]D[IL]W[SPIMS]IMQILQ]L 5.06-038
$20 27 KRANZ et al. (1998) — AkgLkcdvNSkgFkdtmrylWmPRL RTR[VIJQK[QH]JAIKR]QL[KN][CII[DE][VSINSKQF[KR] 2.0e-258
28 Novo [DE][TAJ[VM][RK]Y[LFV]WMPRLILVIE[RK]IQA[SA][SA][SA][SA] 6.1e-170
29 STRACKE et al. (2000) — FxDFL [DEK][EK]INK]G[VP]PF[IFIDFL[GSIVGA 6.6e-061
S21 Exceto AtMYB89, AtMYB111
30 Novo HVIMAR[KRIJQRE[QR]S[KS][SL][YR] 3.9e-092
Exceto AtMYB69
520 31 KRANZ et al. (1998) — GEFMtVVQEMIkaEVRSYM FISGJIAG][EGIF[MLW][ADT][VM][MV][QRI[ED]IMV]I[RAK][KRIEVRSY[MV][SEAIS[LM]  3.3e-132
32 Novo GRTDNA[IVIKNHWNSTLKRI[KR][CR]S[GS] 1.3e-218
DU et al. (2012) -
- 33 [CDY][CDGSY][ED][PQR] [géMC%S] [VI]P[SHQ][KQT]CG[HG] [QE][GS]P[LV][IL]Q[SA][SPl]EKDlT[II::)’[QN;[Sh}/é[]l[z\ﬁ]l_g[[éii?[]éc}:(?(]‘,[gﬁ]ggé[l_F][EDQ][GS][IL][CD][CG][ 1.3e-075
34 Novo [NSJFEL[AIJAS]IATDIIL][NSIN[ILJAW[IL][KR]JSGLE[NS][SC]SV[KLR]V[MA] 1.8e-040
35 Novo [GET][SR][FHKIS[EH][SGIS[LVILGPEFV|DE] 5.9e-020
S24 36 Novo [QL]J[ATI[ERIALM][AQI[EK]L[AQ][KL]ILFIQ[YCIL[QL]Q 2.9e-013
37 Novo NATKRRQ[NY]S[KR]RK[CN][KR][SKR] 7.7e-084
525 DU et al. (2012) -
38 [PKV][RG][PN][NS][IL]L[EQ][DN]YI[KR]S[IL][TNE][ILQ][ YP[RG][PGN][SN][IL]L[QE][DNE]YI[KR]S[IL][TN][LI][ND] 7.1e-055
NI]
C11 39 novo NTHIKKKL[KL]K[ML]G[ILIDP[VLITH[KE]PL[NS][KQNI][QK][ET][AE][SQ] 3.8e-252
Grupos N° ID Referéncias Seguéncia consenso E-value
C3 40 novo [YFI[YC][SY]DD[VK]FSSFLNSLIND[DV][AG][FD] 1.4e-013
?2 41 novo - -
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[PS]INS]ILSTI[TFI[SE][PS][SCIHPS]S[ISTVI[GTIS[AS]KR][LFILNK[LM]A[AT][GS][IL][PS][HS][K

€25 42 novo RJIVKQJHY][GS]LIEDJ[ARS][IAVIKIATY][VI]FIL] 2.8e-014

i3 RTITHIHLM]IMRIIRKIKKAQIEDIKK[RH]PAGIEMSVIAS]IAPIISTIISPI[SVISFISINSICVICDQ
C35 novo SISS[SILSMV][STIINTIINTJHTJIASTV][VNQ][DT][PQST][HDG][AGTIS[KCN] :

44 [YFIS[ML]DDIW[KR][DE]JI[DM] 6.06-01.
ca 3 5 5 ;

DU et al. (2012) -
c5 45 KT[QL]VYLPKPIRVKA[ML][YS][LS][QC] KT[QL]VYLPKPIRVKA[ML][YS]ILS]IQC]RI[TPIDR] 5.46-016
[RI][TP][DR]

73 3 - ; :
C34 } } : }
C16 ; } ; ;

21 : ; ; ;
c7 : : 5 5

[GEJINFI[RK]WSLIAGRLPGRTDNEVKNYWNSHIR[RKIKLI[KS][MKN]GIDPN[NSJHIKR][LP][HKN
cs 46 novo JHQIISTIFP[RS]ISPV]HLY][QAV] 1.1e-072
C32 } } } }
DU et al. (2012) — (motivo 36 e
43)GHRA[LW][AG][TD]HKKEAAWRL(S
Y RIRIVLIELQLESEKITAIINGIRIRQIREKT  [LVISIRIRIVLIELQLESEKIATIGNCIRIROIREKMIEE(IFJEAK(IMIKALIRQIEE[QEJKKTLIANIAL
JIDGE][RK]IE[AGIEYREQL[ADV][GA]LRRDAE[NSAJK[ED]QKLA[ED]JQWIADTJASIKRIHILIR[  1.66-145
C40 MIEE[FIJEAK[IM]KAL[QR]EE[EQ][KL][ LFITIKRI[FLILEQILQSV][GDMI[CGT]
ANJA[LM][GE][RK]IE[AG]EYREQL[ADV
1[AG]LRRDAE[NA]JK[ED]QKLA
45 v EVFKEKQQRE[KTE]K[EGD][NISV][NS][CRIIE(}L[L'\F/I?(]I[EIQSV][DE]PI[NDS][DNE]SKY[ED][HR]ILESFA 1 20.077
DU etal. (2012) -
[WF][EG][LV][GMR][SK]SPYE[TN]RI[LS
C36 49 IDWI[AS]E[LI[QS][NT][GD][YQ][GS][E SPYE[TN]RI[LS]DWIASIE[L]] 7.76-015
D][AKN][EN]L[ES][QE]D[CH][NS]S[TN]
[SI[TC][CS][NE][NY][YN]
C13 50 novo [IMEVQSC[ST][IM]DE[EQ]G[DE][IMJALECL|QR]R[QR][GD]LNEW[VM][EV] 4.60-45
Cc15 3 - - -

C32
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5.3  PERFIL TRANSCRICIONAL DE GMMYB R2R3 EM REPOSTA A DOENCAS EM SOJA

Com o propésito de inferir os possiveis papéis dos genes GmMYBs
nos mecanismos de defesa de G. max em resposta a doencas, em especial a
infeccao por P. pachyrhizi, as 264 sequéncias de MYB-R2R3 foram analisadas em
trés bancos de expressao, o que permitiu a obtencdo 69 modelos génicos GmMYB
(32,39%) com expressé&o diferencial em pelo menos um tratamento em resposta a
infeccdo por P. pachyrhizi, tanto em interagbes compativeis como incompativeis
(p<0,05; Fold-change =1,0; ratio 20,5). Os niveis de expressao variaram de 1,49
(fold-change) (Glyma13g04030.1) a 81,94 (fold-change) (Glyma16g02570.1) (Anexo
6).

Outro fato observado que reforca o potencial destes FTs em
contribuirem para a defesa de soja durante infeccdo com patégenos vem da
observacdo da expressao diferencial dos GmMYBs em ensaios com outros trés
agentes de estresse, com o pulgdo-da-soja, Aphis glycines, o nematoide Heterodera
glycines , o oomiceto Phytophthora sojae, causador da podriddo da raiz da soja
(dados do banco Genevestigator) e com o nematdide Pratylenchus brachyurus
(Genosoja) (Tabela 5). Dos 213 GmMYBs induzidos em G. max, 87 (40,85%)
apresentaram expressao diferencial em pelo menos um dos outros trés estresses
bidticos avaliados. Entre eles, 45 foram induzidos em resposta a apenas um dos
agentes de estresse, dos quais 23 em ensaios com Phytophthora sojae, 9 em Aphis
glycines e 6 em resposta a Heterodera glycines. Outros 29 GmMYBs foram
encontrados sendo induzidos comumente por dois agentes, dos quais 12 por P.
sojae e A. glycines, nove por P. sojae e H. glycines e sete por A. glycines e H.
glycines. Por fim, 16 GmMYBs apresentaram expressao em ensaios com todos os
trés agentes (Tabela 4). Correlacionando esses resultados com aqueles encontrados
anteriormente para os ensaios de G. max com FAS, observou-se que 37 GmMYBs

Wk

induzidos por P. pachyrhizi (Glymas identificados com tabela 4) foram
responsivos também a outros agentes de estresse bidtico. Entre estes 37, 10
GmMYBs apresentaram expressao para todos os agentes, representando a maior
parte dos genes com esse padrao de indugdo. Outros nove GmMYBs foram
induzidos por P. sojae, seis por P. sojae e H. glycines, cinco por P. sojae e A.
glycines, quatro por A. glycines, dois por A. glycines e H. glycines e um por H.

glycines. Nota-se o destaque dos 10 GmMYBs com expressao em todos os trés
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agentes, onde apresentaram 0s maiores niveis de expressao e se mostraram
presentes em um maior numero de ensaios. O MYB84 silenciado por PANDEY et al.
(2011), envolvido na sintese de fenilpropanoides, novamente apresentou destaque
com indugao pelos trés agentes, estando presente em todos os ensaios de P. sojae,
em dois dos trés para H. glycine e, um dos dois para A. glycine. O nivel de
expressao também foi elevado, variando entre 2,01 a 77,0 (fold-change).

GmMYBs também foram observados sendo expressos em resposta
a Heterodera glycines, em trabalho de KANDOTH et al. (2011), que analisava os
mecanismos de resisténcia em soja, através de microarranjo e RT-qPCR, onde o
modelo génico Glyma18g49360, ortdlogo de AtMYB30, apresentou expressao em
raizes de NIL-R (resistentes a H. glycines) superior em trés vezes quando
comparado a NIL-S/PA3 (suscetivel), apds cinco dias de infecgéo.

Considerando todos os dados de transcriptoma da soja em resposta
a estresses disponiveis nos trés bancos de dados acessados para ensaios com soja,
51 sequéncias ndo apresentaram nenhum nivel de expressdo sob as diferentes
condigdes as quais foram submetidas ou apresentaram niveis de expressao muito
baixo, restrito a uma parte da planta. Tais sequéncias possivelmente representam
genes com expressdo muita baixa ou ativados apenas em situagbes ainda nao
testadas ou n&o disponiveis nos bancos de dados, ou ainda possiveis erros de

sequenciamento e montagem.
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Tabela 4 —Caracterizagao transcricional de GmMYB-R2R3 em resposta a doencas em soja

P. pachyrhizi x soja X . X P.brachyur
GENOSOJA - LGE Genevestigator (Fold-chage) Aphis glycines Heterodera glycines P.sojae us
SUPERSAGE SSH REAGCAO REAGCAO

GENE ID R2R3 SOYBASE (Fold-change) (FPKM) COMPATIVEL INCOMPATIVEL OUTROS
PI1561356 PI561356 P1462312 P1462312 SDO1-76R (S)
MOCKXINOC MOCKXINOC X X
12-24-48HAI 12-192HAI TAIWANS0-2 HAWAII94-1

LDO5- . . .
16060 (R) 2dpi 5dpi 10dpi

Glyma0041s00310.1 + v
Glyma0076500200.1
Glyma01g00810.1 v
Glyma01g02070.1*a + + +
Glyma01g05190.1 +
Glyma01g05270.1
Glyma01g05980.1 + v
Glyma01g06190.1
Glyma01g06220.1 + v
Glyma01g09280.1 +
Glyma01g20440.1
Glyma01g21900.1 v
Glyma01g23460.1
Glyma01g24780.1
Glyma01g26650.1*e + + + +
Glyma01g27720.1 +
Glyma01g28790.1
Glyma01g39740.1
Glyma01g40410.1
Glyma01g41610.1
Glyma01g42050.1
Glyma01g42650.1
Glyma01g43120.1
Glyma01g44370.1
Glyma02g00820.1*g
Glyma02g00960.1
Glyma02g01300.1*g
Glyma02g01740.1*d
Glyma02g02310.1
Glyma02g12100.1
Glyma02g12240.1
Glyma02g12250.1
Glyma02g12260.1
Glyma02g13770.1
Glyma02g26540.1
Glyma02g26980.1
Glyma02g30820.1
Glyma02g30920.1
Glyma02g34010.1
Glyma02g39000.1 v
Glyma02g39070.1 +
Glyma02g40930.1
Glyma02g41180.1a +
Glyma02g41260.1a + +
Glyma02g41440.1 +
Glyma02g42030.1 +
Glyma02g42140.1d
Glyma02g42140.2a +
Glyma02g43280.1a + + +
Glyma02g44190.1 +

AN N N NN

B T A

+ o+ + 4+ o+
AN NN NS

ANAN

ANANRN
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Glyma03g00980.1d
Glyma03g01540.1
Glyma03g03660.1
Glyma03g06230.1
Glyma03g07840.1
Glyma03g08710.1
Glyma03g13550.1
Glyma03g14440.1
Glyma03g15810.1
Glyma03g15870.1

+
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GENE ID

R2R3

SOYBASE

P. pachyrhizi x soja

GENOSOJA -LGE Genevestigator (Fold-chage) Aphis glycines Heterodera glycines P.sojae P.brachyurus

SUPERSAGE SSH REACAO REACAO
(Fold-change) (FPKM) COMPATIVEL INCOMPATIVEL OUTROS

P1561356 P1561356 P1462312 Pl1462312 SDO01-76R (S)
MOCKXINOC MOCKXINOC

LD05- ) ) )
16060 (R) 2dpi 5dpi 10dpi athow

X X
12-24-48HAI 12-192HAI TAIWANS80-2 HAWAII94-1

Glyma03g15930.1
Glyma03g19030.1g
Glyma03g19470.1
Glyma03g22590.1
Glyma03g26210.1
Glyma03g26830.1
Glyma03g31980.1
Glyma03g34110.1*g
Glyma03g37640.1g
Glyma03g38040.1*g
Glyma03g38070.1
Glyma03g38410.1g
Glyma03g38550.1
Glyma03g38660.1d
Glyma03g41100.1*g
Glyma04g00550.1g
Glyma04g00550.2
Glyma04g03910.1*f
Glyma04g04490.1*a
Glyma04g04850.1
Glyma04g05170.1
Glyma04g08550.1e
Glyma03g00980.1d
Glyma04g11040.1
Glyma04g15150.1
Glyma04g26650.1
Glyma04g33210.1*g
Glyma04g33720.1*d
Glyma04g34630.1
Glyma04g35720.1
Glyma04g36110.1f
Glyma04g38240.1
Glyma04g42110.1
Glyma05g01080.1
Glyma05g02170.1
Glyma05g02300.1
Glyma05g02550.1
Glyma05g03780.1
Glyma05g04900.1
Glyma05g06410.1c
Glyma05g07980.1
Glyma05g08690.1

+ o+ o+

+ + + +

+

+ 4+ o+ + 4+ o+

+ + + + o+

AN

AN
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Glyma05g08760.1 v
Glyma05g15860.1
Glyma05g18140.1
Glyma05g18820.1
Glyma05g21220.1 + v
Glyma05g23080.1 + v
Glyma05g31400.1 +
Glyma05g32270.1 +
Glyma05g33210.1 +
Glyma05g35050.1*e + + + +
Glyma05g36120.1 v
Glyma05g37460.1 + v +
Glyma05g37570.1c + +
Glyma05g37570.2 +
Glyma06g00630.1 + +
Glyma06g00630.2 +
Glyma06g04010.1*a + + +
Glyma06g04950.1 +
Glyma06g05260.1* + +
Glyma06g08660.1 + v
Glyma06g10840.1 + v

Tabela 4 —Continuagao

P. pachyrhizi x soja
GENOSOJA - LGE Genevestigator (Fold-chage)
SUPERSAGE SSH REAGCAO REAGAO
GENE ID R2R3 SOYBASE (Fold-change) (FPKM) COMPATIVEL INCOMPATIVEL OUTROS
P1561356 P1561356 P1462312 P1462312 SDO01-76R (S)
MOCKXINOC MOCKXINOC X X
12-24-48HAI 12-192HAI TAIWAN80-2 HAWAII94-1

Aphis glycines Heterodera glycines P. sojae P.brachyurus

LDO5-

16060 (R) 2dpi 5dpi 10dpi athow

Glyma06g12690.1*
Glyma06g16820.1*d
Glyma06g18830.1
Glyma06g19280.1
Glyma06g20020.1
Glyma06g20800.1*b
Glyma06g21040.1 + v
Glyma06g22680.1
Glyma06g38340.1 +
Glyma06g44120.1
Glyma06g45460.1 +
Glyma06g45520.1*d +
Glyma06g45530.1
Glyma06g45540.1* + v + +
Glyma06g45550.1 + v
Glyma06g45560.1
Glyma06g45570.1 +
Glyma06g46590.1 v
Glyma06g47000.1*
Glyma07g01050.1
Glyma07g04210.1
Glyma07g04240.1
Glyma07g05960.1*g
Glyma07g07960.1
Glyma07g08080.1
Glyma07g10320.1
Glyma07g11330.1d
Glyma07g11330.2
Glyma07g14480.1
Glyma07g15250.1
Glyma07g15820.1 +

+

+ o+ o+ o+

+
+
+

+ o+ o+ o+ o+

+ o+ o+ o+
AN

AN NN




Glyma07g15820.2
Glyma07g15820.3
Glyma07g15850.1*
Glyma07g16980.1
Glyma07g17660.1
Glyma07g28310.1
Glyma07g28590.1
Glyma07g29680.1
Glyma07g30860.1a
Glyma07g33960.1
Glyma07g34030.1
Glyma07g34030.2
Glyma07g35560.1
Glyma07g35580.1
Glyma07g36430.1a
Glyma07g37140.1
Glyma08g00810.1
Glyma08g02080.1
Glyma08g03530.1
Glyma08g04670.1*g
Glyma08g06440.1g
Glyma08g17370.1
Glyma08g17860.1
Glyma08g20150.1
Glyma08g20150.2
Glyma08g20440.1
Glyma08g26890.2
Glyma08g27660.1
Glyma08g27660.2
Glyma08g40020.1
Glyma08g40950.1
Glyma08g42920.1

+ o+ o+ o+

+ o+ o+

+ + + +

AN

AN

AR N N NN

ANRNRN

Tabela 4 —Continuagao

P. pachyrhizi x soja

GENOSOJA -LGE Genevestigator (Fold-chage) Aphis glycines Heterodera glycines P.sojae P.brachyurus
SUPERSAGE SSH REACAO REACAO
GENE ID R2R3 SOYBASE (Fold-change) (FPKM) COMPATIVEL INCOMPATIVEL OUTROS LDO5 . . .
PI561356 PI561356 PI462312 PI462312 SDOLTER (S) 16080 (R) 2dpi 5dpi 10dpi athow
MOCKXINOC MOCKXINOC X X
12-24-48HAI 12-192HAI TAIWAN80-2 HAWAII94-1
Glyma08g42960.1 + v
Glyma08g43000.1 v
Glyma08g44350.1
Glyma08g44950.1 +
Glyma09g00370.1 +
Glyma09g03690.1*a + + +
Glyma09g04370.1*c + + + + +

Glyma09g12170.1
Glyma09g12230.1

78



Glyma09g25460.1
Glyma09g25590.1
Glyma09g29240.1
Glyma09g29940.1
Glyma09g30900.1
Glyma09g31570.1
Glyma09g33870.1
Glyma09g36970.1
Glyma09g36980.1
Glyma09g36990.1
Glyma09g37010.1
Glyma09g37040.1f
Glyma09g37340.1
Glyma09g39720.1
Glyma10g00930.1
Glyma10g01330.1*d
Glyma10g01340.1*e
Glyma10g01800.1
Glyma10g01810.1
Glyma10g02110.1
Glyma10g04250.1
Glyma10g04660.1
Glyma10g06190.1
Glyma10g06680.1
Glyma10g06930.1
Glyma10g14830.1
Glyma10g22770.1
Glyma10g24130.1
Glyma10g26680.1
Glyma10g27940.1
Glymal0g28250.1*b
Glymal0g30860.1
Glyma10g30870.1
Glyma10g32410.1
Glyma10g33450.1
Glymal0g35050.1
Glyma10g35060.1
Glyma10g35670.1
Glyma10g38090.1
Glyma10g38110.1
Glyma10g41930.1*a
Glyma11g01150.1
Glymal1g02400.1b
Glyma11g02580.3
Glyma11g02780.1
Glyma11g03300.1f
Glymal1g03770.1
Glyma11g04880.1
Glymal1g05550.1*f
Glymal1g08760.1
Glymal1g11450.1%e
Glymal1g11570.1
Glymal1g14200.1
Glymal1g15180.1

+ o+ o+

+FF o+ o+

+ + 4+ o+
ANRNR VRN «

+ o+ o+ o+
<

+ o+ o+ o+
«

+ + + +

Tabela 4 —Continuagao

GENE ID

P. pachyrhizi x soja

R2R3 SOYBASE

GENOSOJA - LGE

Genevestigator (Fold-chage)

SUPERSAGE

SSH

REACAO

REACAO

OUTROS

Aphis glycines

Heterodera glycines

P. sojae

P.brachyurus

SDO1-76R (S)

LDO5-

2dpi

5dpi

10dpi

athow

79



16060 (R)

Glymal1g15180.2
Glymal1g15180.3
Glyma11g19980.1*
Glymal1g22960.1
Glymal1g27600.1
Glymal1g33620.1*e
Glyma11g34930.1
Glyma11g34930.2
Glyma11g34930.3
Glymal1g34930.4
Glymal1g38210.1
Glyma12g01960.1
Glyma12g03600.1*a
Glyma12g06180.1
Glyma12g07110.1
Glyma12g07110.2
Glyma12g08480.1
Glyma12g10790.1
Glyma12g11330.1
Glyma12g11340.1
Glyma12g11390.1*a
Glyma12g11490.1
Glymal2g11600.1
Glyma12g12990.1
Glyma12g15290.1
Glyma12g17020.1
Glyma12g29030.1
Glyma12g30140.1
Glyma12g31950.1
Glyma12g32130.1
Glyma12g32130.2
Glyma12g32530.1
Glymal2g32540.1
Glyma12g32610.1
Glyma12g34650.1c
Glyma12g36630.1
Glyma12g37030.1
Glyma13g01200.1
Glyma13g03740.1
Glyma13g04030.1*
Glyma13g04920.1
Glyma13g05370.1
Glyma13g05550.1
Glyma13g07020.1
Glyma13g09010.1
Glyma13g09090.1
Glyma13g09980.1
Glyma13g16890.1a
Glyma13g20510.1*e
Glyma13g20760.1
Glyma13g20880.1
Glymal3g21370.1
Glyma13g22590.1
Glymal3g25720.1
Glyma13g27310.1
Glyma13g29890.1
Glyma13g32090.1b

+

+ o+ o+ o+

+ + + +

AN

AN N N N N SN

AN

AR N NN

AV A N NN AN

AN

(Fold-change) (FPKM) COMPATIVEL INCOMPATIVEL
PI1561356 PI1561356 Pl1462312 P1462312

MOCKXINOC MOCKXINOC X X

T5-24-28HA1 T5-192HA1 TAIWANS80-2 HAWAII94-1
+
+

+
+
+
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Glyma13g35810.1e
Glyma13g36370.1

’ ' ‘

Tabela 4 —Continuagao

GENE ID

R2R3

SOYBASE

P. pachyrhizi x soja

GENOSOJA - LGE

Genevestigator (Fold-chage)

SUPERSAGE
(Fold-change)

SSH
(FPKM)

REACAO REACAO
COMPATIVEL INCOMPATIVEL

P1561356
MOCKXINOC

P1561356
MOCKXINOC

12-24-48HAI

12-192HAI

P1462312 PI1462312
X X

TAIWAN80-2 HAWAII94-1

OUTROS

Aphis glycines

Heterodera glycines

P. sojae

P.brachyurus

SDO1-76R (S)

LDO5
16060 (R)

2dpi 5dpi

10dpi

athow

Glyma13g36380.1
Glyma13g37820.1
Glyma13g37900.1
Glyma13g37910.1
Glyma13g37920.1
Glyma13g38520.1
Glyma13g39760.1
Glymal3g41470.1
Glyma13g42430.1
Glymal4g04370.1
Glyma14g04590.1
Glymal4g06320.1
Glyma14g06750.1
Glyma14g06870.1d
Glyma14g07510.1
Glyma14g08090.2
Glyma14g09540.1a
Glymal4g10340.1
Glymal4g10480.1
Glymal4g21490.1
Glyma14g24500.1
Glyma14g27020.1
Glyma14g27260.1
Glyma14g35490.1
Glyma14g37050.1
Glyma14g37140.1
Glyma14g39530.1d
Glyma15g02950.1
Glyma15g03920.1f
Glyma15g04620.1*b
Glyma15g04620.2
Glyma15g04620.3
Glymal5g04620.4
Glyma15g07230.1
Glymal5g14190.1
Glymal5g14620.1a
Glymal5g14620.2
Glyma15g15400.1

+ o+ o+

+

ENENRN

AN

+ + + +
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Glyma15g17710.1
Glymal5g19350.1
Glyma15g19360.1b
Glymal5g19360.2
Glymal5g19930.1
Glymal5g20630.1
Glyma15g33040.1
Glymal5g33700.1
Glyma15g35670.1
Glymal5g35860.1
Glyma15g41250.1
Glymal5g41810.1
Glyma16g00920.1
Glyma16g00930.1
Glyma16g02570.1*g
Glyma16g06900.1
Glyma16g07930.1
Glyma16g07960.1
Glymal6g13440.1
Glymal6g16270.1
Glymal6g16800.1
Glyma16g31280.1c
Glymal6g31280.2
Glymal6g32100.1
Glyma16g34490.1g

+ o+ o+

+

GENE ID

R2R3

SOYBASE

P. pachyrhizi x soja

GENOSOJA - LGE

Genevestigator (Fold-chage)

SUPERSAGE SSH REAGAO REACAO
(Fold-change) (FPKM) COMPATIVEL INCOMPATIVEL
PIS61356 PIS61356 Pla62
MOCK X 312 PI1462312
MOCK X INOC INOC X X
15.3436HAI T51990AT TAIWANS0-2 HAWAII94-1

Glyma17g03480.1
Glymal7g04170.1*
Glyma17g05830.1
Glyma17g07330.1
Glyma17g09310.1
Glyma17g09640.1
Glymal7g10820.1
Glymal7g12820.1
Glymal7g13010.1
Glymal7g14290.1
Glyma17g14290.2
Glymal7g15270.1
Glyma17g16980.1a
Glymal7g17560.1
Glyma17g22860.1
Glymal7g26240.1e
Glyma17g35020.1
Glymal7g35620.1d
Glyma17g36370.1*g
Glyma18g03430.1c
Glyma18g04580.1a
Glyma18g07250.1
Glyma18g07360.1
Glyma18g07960.1
Glyma18g10920.1
Glyma18g16040.1

+ + + + +

+

+ o+ o+

+

AN NN

ENENRN

AN
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Glyma18g18140.1
Glyma18g26600.1 +
Glyma18g32460.1
Glyma18g37640.1

Glyma18g39740.1 +
Glyma18g39760.1 + v
Glyma18g39760.2 + v
Glyma18g40790.1

Glyma18g41520.1 + v

Glyma18g42530.1

Glyma18g46480.1 + v
Glyma18g49360.1*b +
Glyma18g49630.1 + v
Glyma18g49670.1 +
Glyma18g49690.1 + v
Glyma18g50880.1
Glyma18g50890.1 +
Glyma19g00930.1 + v
Glyma19g02090.1 +
Glyma19g02600.1b +
Glyma19g02890.1b +
Glyma19g02980.1 + v
Glyma19g05080.1 +
Glyma19g07830.1 + v
Glyma19g13990.1 v
Glyma19g14230.1 +
Glymal9g14270.1 + v

Glyma19g24450.1

Tabela 4 —Continuagao

P. pachyrhizi x soja

GENOSOJA - LGE

Genevestigator (Fold-chage)

GENE ID R2R3 SOYBASE

SUPERSAGE

(Fold-change)

SSH REACAO REAGCAO
(FPKM) COMPATIVEL INCOMPATIVEL

PI1561356
MOCKXINOC

PI1561356 P1462312 P1462312
MOCKXINOC X X

12-24-48HAI

12-192HAI TAIWANS80-2 HAWAII94-1

Aphis glycines

Heterodera glycines

P. sojae

P.brachyurus

OUTROS D05

SDOLT6R (S) 16000 ()

2dpi

5dpi

10dpi

athow

Glyma19g24530.1
Glyma19g24770.1
Glyma19g25790.1
Glyma19g27750.1 v
Glyma19g29670.1a
Glyma19g29750.1
Glyma19g34740.1
Glyma19g36830.1
Glyma19g40250.1*a
Glyma19g40650.1 v
Glyma19g40670.1 v
Glyma19g41010.1 +
Glyma19g41150.1
Glyma19g41250.1 +
Glyma19g43740.1 +
Glyma19g44660.1* +
Glyma20g01450.1
Glyma20g01610.1 +
Glyma20g03940.1
Glyma20g04240.1 +
Glyma20g04510.1
Glyma20g08730.1

+ o+ o+ o+
<

AR N N N NN
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Glyma20g09140.1

Glyma20g11040.1 + v

Glyma20g11110.1 v

Glyma20g12290.1 +
Glyma20g20980.1 +

Glyma20g21670.1
Glyma20g21680.1

Glyma20g22230.1* +

Glyma20g24600.1 +

Glyma20g25110.1a + v +
Glyma20g29730.1 + v

Glyma20g32500.1 + +

Glyma20g32510.1a + v +
Glyma20g34140.1 + v

Glyma20g35180.1*a + +
Glyma20g36600.1 + +

Glyma20g36600.2 v

Gnl|ug|gma#s34273 v

466
Gnl|ug|gma#s39312
923
Gnl|ug|gma#s53086

590;put-169a- +
glycine_max-63505
Glyma14g21490.1 +

Put-169a-
glycine_max-102940
Put-169a-
glycine_max-
179128;gnl|ug|gma
#s53090519
Put-169a-
glycine_max-
81255;gnl|ug|gma#
s48315927

SSH (LINO, 2011): 12, 24 e 48 HAI (A); 72 e 96 HAI (B) e 192 HAI (C); SuperSAGE-LGE: biblioteca SuperSAGE criada a partir ensaios de folhas de soja
P1561356 (resistente) infectadas com P. pachyrhizi, e controles compostos de folhas sem infeccdo. Ambos disponiveis em www.Ige.ibi.unicamp.br/soja/.
Genevestigator: Ensaio formado por plantas de soja (V3) Pl1462312 (Rpp3) em trés tratamentos: com cepa virulent de P. pachyrhizi (TW80-2), com cepas
avirulentas (HW94-1) e controles (mock), As analises foram realizadas em 6 pontos: 12hpi (a), 24hpi (b), 72hpi (c), 144hpi (d), 216hpi (e), 288hpi (f). Dados
do experimento disponiveis em: http://www.plexdb.org/modules/PD_browse/experiment_browser.php?experiment=GM36

Todos os demais dados foram obtidos através de consulta ao Genevestigator (https://www.genevestigator.com/gv/plant.jsp), utilizando os seguintes
parametros para a analise dos resultados p<0,05; ratio=0,5; fold- change 21,0. Gene IDs acompanhados de “” representam 0s 69 modelos com indugéo na
interagdo soja-FAS; “” — P.sojae; “>“- A. glycines; ”°-H glycmes - P. sojae + A. glycines; °- P. sojae + H. glycmes - H.glycines + A. glycines; 9p, sojae
+ A. glycines + H. glycines;

Aphis glycines x soja (V3): Analise da resposta transcricional de plantas de soja a infestagéo de pulgdes de soja resistentes e suscetiveis. Experimento
com trés fatores: variedade de soja em V3 (suscetivel SD01-76R, resistente LD05-16060), o tratamento de pulgdes (controle, pulgdes), e duragdo de
infestagdo (1 dia e 7 dias). Dados disponiveis em: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE35427. (a): 1dpi, (b): 7dpi (estudo 2);
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Heterodera glycines: Analise de perfis de transcricdo de raizes de soja (Williams 82), via microarranjo,em trés pontos de tempo de infecgéo (2,5,10 dias
apos inoculo - dpi) com nematddeos cisticos de soja. Dados disponiveis em: http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/browse.html?keywords=%09+E-MEXP-808.
(a): estudo 1, (b): estudo 2.

P. pachyrhizi x soja 5601T: Analise de expressao génica por microarranjo em plantas de soja infectadas com o fungo Phakopsora pachyrhizi (72hpi) na fase
de crescimento V2. Dados disponiveis em: http://www.ncbi.nIm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE7108.

Phytophthora sojae: Identificagdo de genes diferencialmente expressos durante infecgdo pelo patdégeno P. sojae em 8 cultivares de soja que diferem na
resisténcia quantitativa (Athow,Conrad, General, Ox20-8, P1291327, Sloan, V71-370, Williams), através de microarranjo. As analises foram realizadas em
tempos: 3dpi ( a) e 5dpi (b). Dados disponiveis em: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE7124; Padrdes de expressdo em diferentes
tempos, durante a infecgdo por P.sojae (isolado PT2004C2.S1), de cultivares de soja que diferem na resisténcia quantitativa (resistentes a cepa — CONRAD
e V71-370, suscetiveis — SLOAN e VP-RIL9): estudos (3) (24hpi), (4) (48hpi),(5) (72hpi),(6) (120hpi), disponivel em:
http://www.plexdb.org/modules/PD_browse/experiment_browser.php?experiment=GM3 e estudos (7)(24hpi),(8) (48hpi),(9) (72hpi), disponivel em:
http://www.ncbi.nim.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE11611. Estudo 10 — Amostras de hipocétilo de soja Harosoy (suscetivel) inoculados com a cepa
P6497 (raca 2) de P. sojae, foram analisados através de microarranjo em 12 (a), 24 (b), 48 (c) horas apds o inéculo (hpi). Todos os resultados foram obtidos
a partir de ensaios com microarranjo.

Pratylenchus brachyurus: biblioteca (RNA-Seq) criada a partir de dois gendtipos, TMG 115 RR e BRSGO Chapaddes, suscetivel e resistente,
respectivamente, a infecgdo pelo nematoéide Pratylenchus brachyurus,submetidos a inoculagao do patégeno, nos periodos de tratamento, 24, 48, 96 e 192
horas ap6s a inoculagao
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Correlacionando as sequéncias expressas em resposta a algum dos
patdgenos em soja a sua classificacdo na arvore filogenética, observou-se que 09
subgrupos (S25, 73, C8, S6, S15, C36, C32, S24 e C3) n&o apresentaram qualquer
sequéncia expressa. Para alguns destes subgrupos este resultado era esperado,
devido o controle predito sobre funcbes nao relacionadas a respostas de defesa
(S25, embriogénese; S15, diferenciagcdo celular de tricomas e raizes; C32,
desenvolvimento de estdmen e antera; C3, metabolismo de mucilagem).

Entre os subgrupos com sequéncias expressas em resposta a
patdgenos, observou-se que o controle sobre a sintese de fenilpropandides (S20,
subgrupo do MYB84) (S7, flavondides), sintese de lignina (S13), defesa (S1, morte
celular), ABA ( S11 e S22), espessamento da parede celular (S21), assim como um
subgrupo de fungdo desconhecida (C5), foram as respostas mais comuns
observadas em soja.

A andlise da regido promotora (1Kb a montante do sitio de iniciagao
da traducdo) dos 264 genes GmMYBs preditos teve como objetivo a busca de cis-
motivos conservados. Foram avaliados os genes previamente identificados como
induzidos por patégenos (P. pachyrhizi, Aphis glycines, Heterodera glycines,
Pratilenchus brachyurus e Phytophthora sojae) (90 GmMYB-R2R3) a partir da
anadlise de Bancos de Dados, bem como aqueles nido induzidos, visando a
identificacdo de cis-elementos conservados naqueles responsivos a infeccdo. No
total foram identificados 30 cis-motivos, nenhum previamente reportado ou com
descricdo no banco de dados do PLACE, tornando-os potenciais novos cis
elementos envolvidos na indugao de genes em resposta a estresse bidticos em soja.
Nenhum dos cis-motivos na regido promotora de MYBs de milho identificados
(KATIYAR et al., 2013) foram observados em soja (Tabela 5 ).
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Tabela 5 —cis-motivos conservados presentes a montante a regido promotora de
genes de MYB de soja e Arabidopsis.

Log
Likelihood E-value
Ratio

Conservagdo  Descricado N° do
do Motivo (%) PLACE motivo

Sequéncia consenso

dos motivos (IUPAC) Logo do Motivo

Motivos de GmMYB induzidos por FAS e patégenos

GRGRGWGWGRRA 528 1,30E-31 47,36 motivo novo 1 i el calacs
YYYTCTCYYYYY 537 1,50E-30 52,63  motivo novo 2 -e16TCTCrg
CHCMCHCMMMM 437 2,40E-07 57,89  motivo novo 3 -(.caC.bases
ATATATATATAT 294 1,30E-06 29,82 motivo novo 4 - ATATATATATAT

YTTTTYTTYTTT 457 6,90E-02 52,63 CCA1 5 1T 11<I1T
YYTCTYTCTCTC 508 8,90E-46 97,95  motivo novo 6 * e TCTers1CTC

GAGRGRRAGRGR 310 1,10E-19 53,06  motivo novo 7 “CAGaGaghGAcA
AARDAARAAAAA 428 9,90E-10 100,00  motivo novo 8 1 TR TYY
YTTTYTYYTTCT 406 1,10E-04 93,88  motivo novo 9 I TTerrerICT

Motivos de GmMYB induzidos por patégenos
CYCTYTCTCTCT 603 2.00E-65 67,44  motivo novo 11 - ¢16T<TCTCTCT
AGAGRRARARAR 555 3,50E-44 51,6  motivo novo 12 - AlAnAzAcARA:
GWGGKGGTGMK 267 4,20E-18 30,23  motivo novo 13 oG GeTCeT
TATATATATATA 218 4,90E-05 23,26 motivo novo 14 ~TATATATATATA
SSGDYACGTRSC 135 9,10E-05 13,95  motivo novo 15 o olbiTeC

Motivos dos demais GmMYBs (n&o induzidos por estresse bidtico)

TCTCTCTCTCTC 344 4,30E-32 39,53 motivo novo 16 ~TereIcTCICTC
RRRARARAGR 499 3,10E-19 48,84 motivo novo 17 'EM{-{\"AMAA_A
YCCYCYCCMMHC 208 150E-05 3256  motivo novo 18 - 00re10Cac 0
YTTTYTTYTYY 447 420E-03 6977  motivo novo 19 L T1TeTTelss
RGDGAGRG 234 9,00E-03 39,53 motivo novo 20 = AL JAal
CTCTCTYTCTC 359 6,60E-37 36,95 motivo novo 21 'E..ﬁ AA&.AAA.;A
GARRRRRRGARR 532  220E-36 60,87  motivo novo 22 “Tr.<TsICTeTg
ATATATATATAT 412 1,20E-22 39,13 motivo novo 23 o 6 (O
GKTRGWKRGRG 248 2,30E-06 39,13 motivo novo 24 ~0CaCs1c.. .0
SCTAGCTAGCW 208 110E-02 3261  motivonovo 25 EEEE v NG
YYYYTYTCTYTY 532 3,90E-28 55,17 motivo novo 26 -GIGT=1CTCTCT
KGWGKKTKKD 461 1,70E-13 48,28 motivo novo 27 ~ AUAcAZACAAAL
CCACYCWHBBC 447 1.60E-10 50,00  motivo novo 28 (oo Ther

GGGGCAGKWSAG 333 300E-03 41,38 motivo novo 29 - TATATATATATA
TCTCTCTCTCTC 108 6,70E-02 12,07 motivo novo 30 -2 oAC0Tl

*AT denota A. thaliana e GM denota G. max. FAS - P.pachyrhizi. Patégenos - Aphis glycines,
Heterodera glycines e Phytophthora sojae

Nenhum cis-motivo foi encontrado em 100% das sequéncias e
apenas o elemento TATATATATATA foi observado nos GmMYBs induzidos por FAS
e patdégenos, GmMYBs induzidos por patdogenos e GmMYBs ndo induzidos por
estresse bidtico, contudo sem fungao conhecida.

Comparando-se os cis-motivos de sequéncias responsivos a um
mesmo estimulo, ndo se observou qualquer conjunto comum ou padrdao de

disposicdo dos motivos na regido de estudo. A disposicdo dos cis-elementos foi
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muito variada na maioria dos grupos (GmMYBs responsivos a patdgenos e nao
induzidos por estresse bidtico). Contudo, observou-se que alguns GmMYBs
induzidos por FAS e ao menos por um dos demais patogenos (Tabela 4) apresentam
conjunto de cis-motivos iguais aos guias (AtMYBs) e comuns entre integrantes do
subgrupo aos quais pertencem, apesar da disposicdo e o numero dos elementos
nao ser a mesma (S23 - GRGRGWGWGRRA, S13 - YTTTTYTTYTTT e C35 -
CHCMCHCMMMM, GRGRGWGWGRRA, YTTTTYTTYTTT, YYYTCTCYYYYY).

Observou-se ainda que os conjuntos de cis-motivos ndo foram unicos, sendo

compartilhada entre diferentes subgrupos, que nao apresentam fungédo comum. Os
subgrupos S2, S7 e S20 apresentaram o mesmo conjunto de cis-motivos
(AARDAARAAAAA; YTTTYTYYTTCT e YYTCTYTCTCTC), enquanto os subgrupos
S1, S14 e S18 apresentaram além destes trés elementos, o motivo
GAGRGRRAGRGR, e 0 S22 o cis-motivo CAGCTGTATCCC .

Desta forma, nao foi possivel identificar nenhum conjunto especifico
ou forma de organizagdo (posigdo e numero de elementos) dos cis-motivos para a
regido promotora dos GmMYBs responsivos aos agentes de estresse bidticos foco
deste estudo e nem para os demais GmMYBs (ndo responsivos a estresse bibtico)
caracteristico de cada subgrupo.

Contudo, a constatacdo de que alguns subgrupos dos GmMYBs
apresentam o0 mesmo conjunto de cis-motivos que seus guias AtMYB (S2, S7, S20;
S1, S14, S18; S22; S13; S23; C35), fornece um indicio de que os mesmos podem
sofrer 0 mesmo controle de expressao que seus guias AtMYBs em Arabidopsis,

além de exercerem a mesma fungao (putativa).

5.4  SELECAO DE GMMYBS PARA VALIDACAO EM ENSAIOS DE RT-QPCR

De modo geral, a comparagado das 69 sequéncias GmMYB com
expressao diferencial em ensaios apds infecgdo com P. pachyrhizi identificadas
revelou que as mesmas foram as que apresentam maior similaridade com a
sequéncia guia de seu grupo AtMYB cujas as fungdes estdo relacionadas com
defesa e metabolismo de flavonoides e fenilpropandides. Tal fato indica uma
possivel similaridade funcional dos MYBs de soja com seu guia e que,
possivelmente, estdo envolvidos na resposta a infecgdo por patdégenos em soja,

tornando-os potenciais alvos para estudos funcionais futuros. Essa observacao
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ainda é reforgada pelo fato de que algumas dessas sequéncias, compde o grupo de
GmMYBs observados por DU et al. (2012) (36% dos MYBs de soja), presentes em
blocos de sintenia de alta confianga entre soja e Arabidopsis, e que representam
MYBs ortélogos destes guias. Isto sugere que alguns MYBs, apos a divergéncia de
soja e Arabidopsis, podem ter mantido suas propriedades e fungdes.

Os GmMYBs mais similares dentro de um mesmo subgrupo, em
alguns casos, ainda apresentaram padrdoes similares de expresséo frente a FAS.
Alguns desses sdo GmMYBs duplicados no genoma (identificados por DU et al.,
2012), tais como Glyma04g33720 (ortdlogo putativo do guia AtMYB31) e
Glyma06g20800 (subgrupo S1), Glyma05g35050 e Glyma08g04670 (subgrupo S20),
Glyma07g05960 e Glyma16g02570 (subgrupo C5), Glyma11g11450 e
Glyma12g03600 (subgrupo S4). Tais genes apresentaram um padrao (tempo e
nivel) de expressao similar em um mesmo ensaio com P. pachyrhizi (tabela 6).
Esses fatos validam a organizagao das sequéncias em subgrupos, de acordo com a
similaridade proteica, bem como a escolha de alvos potenciais baseada na fungao
compartilhada entre elas e com seus guias, para estudos in vivo neste trabalho.

Com base nas fung¢des dos genes regulados pelos AtMYBs guias de
cada subgrupo, cujos genes alvos e o papel ja sdo estabelecidos o suficiente para
inferir fungdes putativas aos GmMYBs seus analogos em soja foram selecionados
para validagéo. Foram selecionados 12 fatores MYB guias (Tabela 6) envolvidos nas
rotas relacionadas a resposta a doengas e infeccdo por patégenos, bem como
subgrupos que atuam na potencial regulagdo sobre as mesmas rotas metabdlicas:
Subgrupo1 (defesa), com trés guias (AtMYB 30, AtMYB96 e AtMYB31), Subgrupo3
(metabolismo), com dois guias (AtMYB58 e AtMYB63), Subgrupo7 (metabolismo)
com trés guias (AtMYB11, AtMYB12 e AtMYB111), Subgrupo13 (metabolismo) com
um guia (AtMYB61), e trés grupos novos (?) cujos guias foram AtMY005
(metabolismo), AtMY046 (metabolismo) e AtMYB085 (metabolismo). Fixando-se um
Bootstrap de corte de = 500 para a formagédo dos agrupamentos, 33 sequéncias
reunidas em um mesmo cluster, juntamente dos 12 AtMYB guias, foram
selecionados como possiveis alvos das analises funcionais, e 12 delas estao entre
aquelas identificadas nos bancos de expressao com perfil diferencial em resposta a
P. pachyrhizi (fold-change=1,0).

Entre os 12 GmMYBs, 10 foram escolhidos (Tabela 6), seguindo-se

0s seguintes critérios: maior similaridade com o guia, ser ortélogo putativo do guia,
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apresentar expressao em ensaios de soja com FAS. Apenas os subgrupos C11, C3
e S3 e suas sequéncias foram selecionados por apresentarem fungdes preditas de
interesse (mesmo ndo seguindo os critérios previamente citados). Todos apresentam
ainda o mesmo padrdo de introns e éxons (DU et al., 2012), e 0 mesmo motivo
caracteristico na por¢gédo C-terminal que os demais integrantes do seu subgrupo,
indicando que sao estruturalmente similares. Também foram incluidos como alvos o
MYB84 silenciado por PANDEY et al. (2011) e um identificado por LINO, (2011),
ambos potencialmente envolvidos a resposta a FAS.

O subgrupo 1 foi composto por cinco AtMYBs (AtMYB30, AtMYB96,
AtMYB94, AtMYB31 e AtMYB60) e dez GmMYBs (Glyma13g05370,
Glyma19g02600, Glyma18g49360, Glyma09g37340, Glyma06g20800,
Glyma04g33720, Glyma17g10820, Glyma05g01080, Glyma19g29750 e
Glyma03g00890). Os AtMYBs contidos nesse grupo sao descritos por estar
envolvido em respostas de defesa, controlando repostas a estresse bidtico ativando
a morte celular programada (resposta de hipersensibilidade - AtIMYB30 e AtMYB96)
e por serem expressos apos indugdo por quitina (AtMYB31), um dos principais
constituintes de parede celular fungica e também um elicitor de defesa (Pathogen-
Associated Molecular Patterns - PAMP) (DUBOS et al,. 2010). DANIEL et al. (1999),
infectando plantas de A. thaliana resistentes (Col-0) e suscetiveis (Sf-2) com uma
cepa avirulenta de Xanthomonas campestris (cepa 147) capaz de induzir a HR,
observaram a expressao de AtMYB30 apenas nas plantas resistentes (interagéo
incompativel), ndo sendo observadas na interacdo compativel e controle, uma hora
apoés a infeccdo e, precedendo o inicio, sendo expresso especificamente, durante a
HR. O mesmo resultado foi observado quando as mesmas plantas de A. thaliana
(Col-0 e Sf-2) receberam indculos de cepas do patégeno Pseudomonas syringae PV.
Tomato (DC3000) com os genes de avirulencia avrRpm1 ou avrB, onde AtMYB30 foi
expresso 1 hora apds o ino6culo e 9 a 7 horas, respectivamente, antes da HR. Uma
evidéncia mais concreta deste controle foi observada pela mesma equipe
(VAILLEAU et al., 2002) quando infectaram plantas transgénicas de A. thaliana (Ws-
4) expressando AtMYB30 em sense (overexpressao) e antisense (supressao),
novamente infectada com o patégeno Pseudomonas syringae PV. Tomato (DC3000)
virulento e avirulento (DC3000/avrRpm1). Nas plantas com superexpressdo de

AtMYB30 houve uma acelerada HR em reposta a cepas avirulentas, enquanto em
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plantas com AtMYB30 em antisense a morte celular foi totalmente suprimida em
reposta as mesmas cepas.

RAFFAELE et al. (2006) demonstrou que a HR é modulada pela
expressdao de AtMYB30 em A. thaliana infectada por Pseudomonas syringae pv.
Tomato (pst) avirulento(avrRpm1), em resposta ao acido salicilico (SA). Em plantas
transgénicas incapazes de acumular SA (com a enzima salicilato hidrogenase —
NahG) e mutantes (sidl e sid2) e infectadas com Pst, a expressado de AtMYB30 foi
reduzida, quando comparada as plantas selvagens, demonstrando que este FT é
dependente da sintese de SA. Plantas superexpressando AtMYB30 exibiram altos
niveis de HR, expressao de genes de defesa e fendtipo de resisténcia, e apenas as
plantas duplo mutantes, superexpressando esse FT e sem capacidade de acumular
SA, nado apresentaram esses resultados, o que indica que HR e o fendtipo de
resisténcia conferidos pela expressdo de AtMYB30 (modulador) sdo dependentes da
sintese deste hormdnio.

O outro guia AtMYB96 , assim como AtMYB30, esta envolvido
controle de respostas de defesa a estresses bidticos através do controle sobre a
sintese de SA. SEO; PARK, (2010) trabalhando com A. thaliana superexpressando
AtMYB96, observou que o aumento de expressao de AtMYB96 resultava em
regulacédo positiva das enzimas PAL1 e SID2 ligadas a sintese de SA. A infec¢ao
desta plantas com P. syringae aumentou a resisténcia ao patdgeno e a expressao
de SID2 e genes PR (PR1, PR2 e PR5) regulados por SA. O tratamento das plantas
com um eficiente elicitor de defesa de plantas (flagelina FIg22) demonstrou que a
ordem de expressao dos trés genes (AtMYB96 - SID2 - PR1) permite concluir que
o FT possivelmente promove a sintese de SA, o qual induz os genes PR, tornando
esse FT o controlador principal desta via. O uso de plantas superexpressando
AtMYB96 e sem a enzima SID2 (sid2) promoveu uma redugao da expressao dos

genes PR, bem como perda da resisténcia a P. syringae.
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Tabela 6 —GmMYBs com expressao diferencial distribuidos nos subgrupos juntamente de guias AtMYB:

MYB guia / Fungéo R . Similaridade entre as sequéncias Expresséo *
Subgrupo (DUBOS et al., 2010) Similaridade com guia Glymas A) ©) © D) (Fold-Change)

74.0% Glyma09g37340.1 (A) - 880% 73.0% 632% :

S1 1 74.0% Glyma18049360.1 (B) * 88.6% - 721%  64.7% 1.59
Bootstrap (925) AIMYB030 Defesa 65.0% Glyma13g05370.1 (C) * 73.2% 71.9% - 83.7% )
51.1% Glyma19g02600.1 (D) * 64.2% 65.3%  847% - -

s 60,6% Glyma04g33720.1 (A) * - 931% 60.3%  66.8% 215

1 1e2 62.1% Glyma06g20800.1 (B)* 87.1% - 749%  69.1% 2.67
Bootstrap (709) ~ ~tMYB031e AtMYB96  Defesa 57.9% Glyma05g01080.1 (C) 69.1% 69.9% - 82.5% )
60.9% Glyma17g10820.1 (D) 70.3% 68.1% 87.1% - -
3 68,6% Glyma08g17860.1 (A) - 740% - - :
S3 AMYBO058 Metabolismo 60.6% Glyma15g41250.1 (B) 75.3% - - - -
Bootstrap (983) 3 62,6% Glyma08g17860.1 (A) - 740% - - 5
AMYBO063 Metabolismo 59.2% Glyma15g41250.1 (B) 75.3% : . ) -

. 57,1% Glyma02g01740.1 (A) * - 67.7% 661% - 3.19
AtMYB11 Metabolismo 35.6% Glyma03g37640.1 (B) * 60.7% - 753% - ;

35.6% Glyma19g40250.1 (C) * 61.8% 78.5% - - 1.62

53.4% Glyma02g01740.1 (A)* - 67.7% 661% -

Boot tS7 925 AtMYB12 Metabolismo * 35.0% Glyma03g37640.1 (B) 60.7% - 753% - ;

ootstrap (925) 34.2% Glyma19g40250.1 (C) 61.8% 78.5% - - 1.62
40.1% Glyma17g03480.1 (A) * - 62.1%  69.2% -

AtMYB111 Metabolismo * 54.1% Glyma09g04370.1 (B)* 71.7% - 851% - 2.24
32.2% Glyma15g15400.1 (C) 75.8% 80.7% - - -

69.4% Glyma20g22230.1(A) * - 87.4% 727% 735% 2.06

s13 3 65.8% Glyma10g28250.1 (B) * 87.6% - 675% 735% 1.56
Bootstrap (944) AMYB61 Metabolismo 73.2% Glyma03g38660.1 (C) * 71.0% 65.7% - 86.9% -
70.2% Glyma19g41250.1 (D) * 74.5% 74.4%  902% - -
C3 & 53.0% Glyma13g09980.1 (A) - 789% - - :
Bootstrap (1000) AtMYB005 Metabolismo 43.8% Glyma14g24500.1 (B) 72.2% ) ] . ]

c16 . 75.0% Glyma15g03920.1 (A) - 76.0%  736% - 165
Bootstrap (1000 AMYB046 Metabolismo 57.1% Glyma11g14200.1 (B) 67.4% o7 eoe% - -
ootstrap (1000) 54.3% Glyma12g06180.1 (C) 60.8% 64.9% ) - -
68.8% Glyma01g42050.1 (A) * - 804% 875% 745% :
C11 6 70.3% Glyma05g03780.1 (B) * 76.2% - 902%  90.5% )
Bootstrap (1000) AIMYB085 Metabolismo 67.7% Glyma11g03300.1 (C) * 80.8% 915% -  854% )
63.2% Glyma17g14290.1 (D) * 71.3% 91.5%  88.6% - -

PANDEY et N 90,1% Glyma05g35050.1 462

al.(2011) Glyma08g04670.1 Metabolismo Glyma08g04670.1 5,02

“ 2u_ n3u_

" - Resposta a estresse abidtico / resposta HR, mediada por AS; Resposta a quitina; Regulagéo da via de fenilpropanoides (biossintese de lignina); .
Regulagdo da via de fenilpropandides (biossintese de flavondide); ° Regulagdo da via de fenilpropandides (biossintese de proantocianina); © Espessamento da
parede celular vegetal.

“*”» — gene MYB putativo ortélogo do guia (s), identificado por Du et al., (2012), determinado apds analise da relagéo de sintenia com base no conteudo de genes,
ordem e orientagdo entre os genomas de soja e Arabidopsis. GmMYBs sombreado em cinza sdo genes duplicados . “*” — padréo de expressdo de genes em um
mesmo ensaio e tempo de inoculo (Dados do banco Genevestigator). As sequéncias selecionadas para os ensaios de validagdo estdo marcadas em vermelho.
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Assim, os FT de soja Glyma09g37340, Glyma13g05370,
Glyma19g02600, Glyma18g49360 agrupados juntamente de AtMYB30, apesar de
nao possuirem fungdes conhecidas, compartilham todos os motivos, o padrao de
éxons e introns encontrados caracteristicamente neste grupo (DU et al., 2012) e,
possivelmente, podem desempenhar o mesmo controle sobre as respostas de
resisténcia em soja. O Glyma18g49360 apresentou maior similaridade com o guia
(74%) e, além de ser um ortélogo putativo do mesmo (DU et al., 2012), foi o unico a
apresentar expressao diferencial durante a infec¢ao da soja por FAS.

LIBAULT et al. (2007) associando dados de um microarranjo a um
RT-gPCR, utilizando primers para 2077 fatores de transcricdo (FT) de A. thaliana,
identificou 118 FT de 29 familias, expressos em resposta ao tratamento com quitina
pura. Entre os FT regulados positivamente, incluiam AP2/ERE, C2H2 zinc-finger,
WRKYs e 10 MYBs, entre os quais o AtMYB31, induzido (nivel de expresséao: 2,7)
apenas na planta tratada. Juntamente de AtMYB31 se agruparam os GmMYBs
Glyma04g33720, Glyma06g20800 Glyma17g10820, Glyma05g01080, onde
Glyma04g33720 e Glyma06g920800 apresentaram a maior similaridade com o guia
(60% ambos) e também expressao em soja durante infecgcdo por FAS. Contudo,
Glyma04g33720 é um ortdlogo do guia AtMYB31.

O subgrupo 3 foi composto por dois AtMYB (AtMYB58 e AtMYB63) e
dois GmMYB (Glyma08g17860 e Glyma15g41250). ZHOU et al. (2009) realizou a
superexpressao de AtMYB 58 e AtMYB63 em plantas de Arabidopsis e observou
deposigao ectdpica de lignina nas células mesofilicas e epidérmicas de folhas, assim
como em células corticais do peciolo (lignificagdo de tecidos). Analises quimicas
também indicaram que o aumento de expressao destes FT elevou o conteudo de
lignina na folha em comparagdo com a planta selvagem em 142% (AtMYB63) a
212% (AtMYB58). O silenciamento através de RNAi de ambos os FT promoveu a
reducdo na espessura da parede secundaria em fibras interfascicular e fibras do
xilema, bem como o conteudo total de lignina em 38% (AtMYB58) e 26% (AtMYBG3).

Analise do perfil de expressdo entre plantas superexpressando
ambos os fatores de transcricdo e plantas selvagens demonstrou que ambos
induzem a expressao de nove dos dez genes (exceto a enzima F5H1 — ferulato 5-
hidroxilase) da via de sintese de lignina. Ambos o0s guias desse grupo
desempenham em A. thaliana regulacdo positiva sobre nove enzimas (PALA1,

fenilalanina amoénia liase 1; C4H,cinamato 4-hidroxilase; 4CL1, 4-coumarato CoA
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ligase 1, enzimas comuns de todas rotas dos fenilpropandides; HCT, hidroxicinamoil
CoA:shikimato/quinato hidroxicinnamoiltransferase; C3H1,p-coumarato 3-hidroxilase
1; CCoAOMT1, caffeoil CoA 3-O-metiltransferase 1; CCR1, cinamoil CoA redutase 1;
F5H1, ferulato 5-hidroxilase 1; COMT, acido caffeico O-metiltransferase; CADG6,
cinamil alcool dehidrogenase 6, enzimas da rota de sintese de lignina) da via dos
fenilpropandides (ZHOU et al., 2009), e fazem parte de um complexo regulatério que
combina a interagdo de multiplos FTs que controlam a ativagdo de genes de
biossintese de lignina. Ambos FT, AtMYB58 e AtMYBG63 ativam diretamente a
expressao, reconhecendo elementos AC encontrados na regido promotora dos
genes das enzimas (ZHONG; YE, 2009).

Finalmente, todos os MYBs deste subgrupo foram agrupados em um
unico clado onde Glyma08g17860 apresentou similaridade de 68% com AtMYBO0S58,
e 62% AtMYB63, enquanto Glyma15g41250 60% com AtMYBO058 e 59% com
AtMYB63. Contudo nenhum deles apresentou expressao diferencial em ensaios de
soja com FAS nos bancos de expresséo consultados.

O Subgrupo 13 é outro grupo envolvido no controle da sintese de
lignina e foi formado por quatro AtMYBs (AtMYB86, AtMYB61, AtMYB50 e AtMYB55)
e onze GmMYBs (Glyma04g36110, Glyma06g18830, Glyma05g02550,
Glyma20g22230, Glyma10g28250, Glyma19g41250, Glyma03g38660,
Glyma10g27940, Glyma19g41010 e Glyma03g38410). Apenas AtMYBG61 apresenta
funcao conhecida entre os AtMYBs deste grupo. NEWMAN et al. (2004) promovendo
superexpressdao deste FT em A. thaliana (Col-0), observaram um aumento na
lignificagdo de peciolos, xilema e fibras interfasciculares. De acordo com ZHONG;
YE (2009), este FT é homologo a MYB de Pinus taeda, PtMYBS8, cuja
superexpressdao também promove a deposicdo ectdpica de lignina durante a
formagao da madeira em Pinus e eucalipto.

Em trabalho de DU et al. (2012) AtMYBG61 foi agrupado juntamente
com PtMYBS, igualmente no subgrupo13. BOMAL et al., 2008 analisando por RT-
gPCR de Pinus taeda superexpressando o gene de PtMYB8, observou a regulacéo
positiva sobre seis das dez enzimas da via de sintese de lignina (PAL1, fenilalanina
amoénia liase 1; C4H, cinamato 4-hidroxilase; 4CL1, 4-coumarato CoA ligase 1;
C3H1,p-coumarato 3-hidroxilase 1; CCR1, cinamoil CoA redutase 1; CADG6, cinamil

alcool dehidrogenase 6).



95

O AtMYB61 foi grupado juntamente de Glyma20g22230,
Glyma10g28250, Glyma19g41250 e Glyma03g38660, dos quais, apenas
Glyma20g22230 e Glyma10g28250 apresentaram expressdo na interagdo de soja
com P. pachyrhizi nos bancos de expressdo. O Glyma20g22230 foi escolhido como
alvo por ser ortélogo ao guia AtMYB61.

No subgrupo C16 foram agrupados dois AtMYB (AtMYB46 e
AtMYB83) e seis GmMYBs (Glyma15g03920, Glyma12g06180, Glyma11g14200,
Glyma19g05080, Glyma13g27310, Glyma12g36630). O guia AtMYB46 €& um
regulador positivo da sintese de lignina (fibras e vasos) e de deposi¢cao de celulose e
xilanas em paredes secundarias em A. thaliana. O Unico a apresentar expressao em
soja durante algum estresse bidtico foi o Glyma15g03920, que também foi o MYB
com maior similaridade com AtMYB46. Este fator de transcricio desempenha o
papel de principal regulador da biossintese dos trés principais componentes de
parede secundaria, que incluem a celulose, xilana e lignina. AtMYB46 controla os
ativadores diretos da transcricdo dos genes de sintese de lignina, tais como os FT
AtMYB58, AtMYBG63 e AtMYB85, que regulam positivamente 9 das dez enzimas da
via de sintese da lignina, ligando aos cis-elementos AC destes genes. (ZHONG;
RICHARDSON; YE, 2007).

O subgrupo C11 reuniu seis AtMYBs (AtMYB85, AtMYB42,
AtMYB20, AtMYB43, AtMYB99, AtMYB40) e doze GmMYBs (Glyma05g03780,
Glyma17g14290, PUTT69aGlycinemax102940, Glyma01g42050, Glyma11g03300,
Glyma11g33620, Glyma18g04580, Glyma14g39530, Glyma02g41180,
Glyma05g06410, Glyma19g07830, Glyma16g06900). Apenas AtMYB85 possui
funcdo conhecida em A. thaliana, onde atua regulando positivamente enzimas da via
de sintese de lignina em célula de fibras. Assim como AtMYB58 e AtMYBG63, este FT
faz parte de uma complexa rede de controle da sintese de lignina, e esta sobre
controle de AtMYB46, que por sua vez é regulado pelo FT NAC (SND1), o regulador
principal desta rede, com capacidade de ativar as vias biossintéticas inteiras de
celulose, xilana e lignina, conduzindo a formagao de paredes secundarias (ZHONG
et al., 2007). Os GmMYBs Glyma05g03780, Glyma17g14290, Glyma01g42050 e
Glyma11g03300 foram agrupados juntos desse MYB, contudo o Glyma05g03780 foi
escolhido como alvo por apresentar maior similaridade e ser ortdlogo do guia.

No subgrupo 7 foram agrupados trés AtMYB (AtMYB11, AtMYB12 e
AtMYB111) e oito GmMYB (Glyma03g37640, Glyma19g40250, Glyma02g01740,
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GmaS53090519, Glyma07g37140, Glyma17g03480, Glyma09g04370 e
Glyma15g15400). Os trés AtMYBs guias controlam quatro enzimas chave da via dos
fenilpropandides (Chalcona sintase - CHS, chalcona isomerase - CHI, flavona 3-
hidroxilase — F3H e flavonol sintase - FLS) que levam a produgéo de flavondides em
A. thaliana, (STRACKE et al., 2007), substancias com atividade antifungica, tais
como as fitoalexinas (TREUTTER , 2006). MEHRTENS et al. (2005) obtiveram
plantas de A. thaliana (Col-0) superexpressando (MYB12 —-OX) e plantas com o
mesmo gene né&o funcional (myb12 —KO). A analise do perfil de expressdo destas
plantas revelou uma forte ativacdo e reducdo em paralelo, respectivamente, das
enzimas CHS, CHI, F3H e FLS, em comparacdo com a planta selvagem. O mesmo
padrao foi observado para dois produtos destas enzimas, kaempferols e quercetinas,
quantificados nestas plantas por meio de HPLC. STRACKE et al., (2007) por sua
vez, avaliou uma planta triplo mutante para os trés FTs do subgrupo 7, através de
microarranjo, e constatou que, em comparagdo com as plantas selvagens, houve
reducido da expressao das enzimas CHS, FLS1, CHI e F3H. O efeito da reducao de
atividade das enzimas também refletiu sobre a producao de flavondides produzidos
e identificados na planta selvagem através de HPLC.

AtMYB12 e AtMYB11 formaram um grupo juntamente de
Glyma02g01740, Glyma03g37640, Glyma19g40250, Glyma17g03480, sendo
Glyma02g01740 o GmMYB de maior similaridade com ambos os guias (57% -
AtMYB12; 53,4% - AtMYB11) e também o que exibiu maior expressdo em G. max
durante ensaios com FAS. Outro grupo formado dentro do subgrupo 7 foi AtMYB111
e Glyma17g03480 (similaridade de 40%), Glyma09g04370 (54%) e Glyma15g15400
(32,2%). Novamente os MYBs de maior similaridade com seus guias foram os unicos
expressos em soja durante a interagdo com P. pachyrhizi e, assim como o primeiro
alvo deste subgrupo, € um ortélogo de seu guia.

O subgrupo C3 reuniu apenas um AtMYB (AtMYBO0O05) e dois
GmMYBs (Glyma14g24500 e Glyma13g09980). AtMYBO0O05 & conhecido por atuar
em A. thaliana controlando a sintese de muscilagem e proantocianidina, composto
com atividade antifungica encontrada na semente e nas bordas das folhas jovens,
assim como o desenvolvimento de tricomas em A. thaliana, importante mecanismos
de defesa contra herbivoria. Em cevada, experimentos in vitro de infec¢gado de gréo
de plantas mutantes (sem sintese de proantocianidina) e utilizando os extratos

destes graos frente aos patégenos Fusarium poae, Fusarium culmorum, e Fusarium
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graminearum, demonstraram perda da capacidade de inibir o crescimento de todas
as cepas nas plantas mutantes, em teste de halo de inibicdo. Plantas selvagens cuja
sintese ocorreu normalmente, a inibicao foi observada normalmente (SKADHAUGE;
THOMSEN; WETTSTEIN, 1997). Plantas mutantes para esse FT também
apresentaram reducdo de 40% do numero de tricomas, enquanto plantas
superexpressando o FT tiveram um aumento no numero dessas estruturas
(GONZALEZ; MENDENHALL; LLOYD, 2009). Nenhum dos GmMYBs nesse grupo

apresentou expressao em soja durante a infec¢ao por P. pachyrhizi.

5.5 VALIDACAO in vivo DO PERFIL TRANSCRICIONAL DE GMMYB ENVOLVIDOS NA
REsSPOSTA A FAS

Com base nas analises in silico, foram selecionados inicialmente
onze GmMYBs (a partir dos 12 AtMYBs guias previamente selecionados no item
5.4), potencialmente envolvidos na resposta a doengas, para serem validados via
RT-gPCR frente a infecgdo por P. pachyrhizi. Entretanto apenas sete GmMYBs dos
onze foram avaliados por apresentarem primers funcionais. Amostras de RNAm
extraidos de folhas de WH82 (Williams 82, gendtipo suscetivel), PI230970 e Shiranui
(gendtipos resistentes) em 12, 24, 48, 72 e 96 hai (horas apds indculo) foram
utilizadas para a validagao dos genes apos analise fenotipica da resposta a infecgao
a FAS. Os gendtipos PI1230970 e Shiranui apresentaram lesdes do tipo RB indicando
resisténcia e, como o esperado para o genotipo suscetivel WH 82, observaram-se
lesdes do tipo TAN.

Os fendtipos observados 21 dias apdés a inoculagdo podem ser

observados na Figura 9.



98

Figura 8 — Perfil fenotipico de gendtipos de soja apds infecgao por P. pachyrhizi.
A.WH82 com intensa esporulacdo caracteristica no fenétipo de plantas
suscetiveis (lesdo do tipo TAN); B. PI230970 com lesbes do tipo Rb,
indicando resisténcia a populacdo de isolados utilizados; C. Gendtipo
Shiranui com lesbes do tipo Rb, indicando resisténcia do gendtipo a
infeccdo por P. pachyrhizi.

A analise da expressdao dos GmMYBs selecionados resultou em
cinco modelos génicos com perfil diferencial apds a infecgdo com P. pachyrhizi, em
pelo menos um gendtipo/tempo apds a inoculagao.

No gendtipo suscetivel WH 82, 4 dos 7 GmMYB avaliados foram
diferencialmente expressos em pelo menos um tempo apds a infeccio:
Glyma04g33720, Glyma12g113910, Glyma08g04670 e Glyma20g22230 (Figura 10)

No genotipo resistente PI1230970 (Figura 11), os genes que
apresentaram indugcdo em pelo menos um tempo foram Glyma20g22230 e
Glyma08g17860, ortélogos de AtMYB61(NEWMAN et al., 2004) e AtMYB58
(ZHONG; YE, 2009), respectivamente, potencialmente envolvidos na regulacdo da
biossintese de lignina, e o Glyma12g11390, identificado na biblioteca em resposta a
ferrugem , utilizando o mesmo genaétipo, em todos os bulks (que abrangem o tempo
de 12 a 192hai) (LINO, 2011) (Figura 11).

Em Shiranui, gendtipo contendo o gene Rpp5, destacaram-se os
fatores MYB Glyma08g04670, envolvido potencialmente na regulagcao da sintese de
fenilpropandides (PANDEY et al., 2011), e o Glyma04g33720, (ortdlogo de
AtMYB31) (LIBAULT et al., 2007), modulando respostas a quitina (Figura 12).

O Glyma04g33720 apresentou expressao diferencial no gendtipo
suscetivel WH82 e no genotipo resistente Shiranui (Rpp5), sendo regulado
positivamente no gendtipo suscetivel WH82 nos tempos tardios de 72hai (1,33) e
96hai (2,26), enquanto no gendtipo resistente em 48 hai (1,67) e 96 hai (1,35). Em
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P1230970, o gene foi negativamente regulado em 12 hai (-0,6) e 48 hai (-0,7) (Figura
11).

O gene Glyma08g17860, com similaridade ao AtMYBS58, que exerce
controle sobre a via dos fenilpropandides e sintese de lignina, foi diferencialmente
expresso apenas nos genotipos resistentes, sendo regulado positivamente em 24
hai (5,25) e 72 hai (2,48) na PI230970, e negativamente em 96 hai (-0,3) em
Shiranui. Pelo fato de que AtMYB63 exercer o mesmo controle sobre enzimas da
rota de sintese de lignina observados em AtMYB58, existe a possibilidade de que
em Shiranui a inducéo desta rota estaria sendo realizada pelo ortélogo de AtMYBG63,
Glyma08g04670, uma vez que este foi induzido neste gendtipo tanto em 12 como 72
hai (dados abaixo). E possivel que haja a sobreposigéo no controle de varios pontos
da rota de biossintese de fenilpropandides, que inclui a biossintese de lignina,
devido a redundancia de funcdo entre MYBs de um mesmo subgrupo (S3) e
diferentes subgrupos (C16 e C11).

O Glyma12g11390, que apresentou expressdo diferencial em
resposta a infecgdo de soja por FAS no gendtipo P1561356 demonstrado pelos
valores elevados de FPKM (26,49) (LINO, 2011), também se mostrou
significativamente expresso no presente trabalho, tanto no gendétipo suscetivel como
no genotipo resistente P1230970. Em WH82 foi regulado positivamente em 12 hai
(3,20), enquanto em P1230970 ele foi regulado positivamente mais tardiamente, em
24 hai (2,0), contudo a expressao se manteve até 72 hai (2,0). No gendétipo Shiranui
ele ndo apresentou expressao significativa.

O gene que codifica o fator de transcricdo MYB84, silenciado no
trabalho de PANDEY et al., (2011), Glyma08g04670, e que parece controlar a
biossintese de fenilpropandides através de possivel regulagdo sobre as enzimas
fenilalanina  aménia-liase = (GmPAL1), 4-coumarato-CoA-ligase (Gm4-CL),
Cinnamato-4-hidroxilase (GmC4H) e Chalcona sintase (GmCHS) da via, foi
diferencialmente expresso durante a infecgdo de soja por FAS, tanto no gendtipo
WH82 como em Shiranui. Ele foi regulado positivamente em 12 hai (7,34) e 96 hai
(2,20) e negativamente regulado em 72 hai (-0,56) em WH82. No genotipo Shiranui
houve regulacao positiva igualmente em 12 hai (8,62) e novamente em 72 hai (5,97).
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Figura 9 — Niveis de expressdao génica dos GmMYBs no gendtipo Williams 82

Mivel de expressdo

12 |2 |48

(WH82) em cinco tempos apos inoculagdo com P. pachyrhizi (12, 24, 48,
72 e 96 hai). As barras de erro representam o desvio padrao para trés
experimentos independentes, com trés repeticdes técnicas. “Up” e
‘Down” indicam tempo nos quais 0s genes apresentam expressao
significativa (p<0,05).
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Figura 10 —Niveis de expressdo génica dos GmMYBs no gendtipo resistente

Mivel de expressio

@

10|24 | 48

P1230970 (Rpp2) em cinco tempos apoés inoculagdo com P. pachyrhizi
(12, 24, 48, 72 e 96 hai). As barras de erro representam o desvio padrao
para trés experimentos independentes, com trés repeticbes técnicas.
‘Up” e “Down” indicam tempo nos quais 0s genes apresentam
expressao significativa (p<0,05)..
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Figura 11 — Niveis de expressdao génica dos GmMYBs no genotipo resistente
Shiranui (Rpp5) em cinco tempos apds inoculagdo com P. pachyrhizi
(12, 24, 48, 72 e 96 hai). As barras de erro representam o desvio
padrao para trés experimentos independentes, com trés repeti¢coes
técnicas. “Up” e “Down” indicam tempo nos quais 0s genes apresentam
expresséo significativa (p<0,05)..
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De modo inesperado, diferentemente do observado por PANDEY et
al. (2011), o gene do MYB84 néao apresentou indugédo no gendtipo PI230970, sendo
no entanto regulado negativamente (-0,45) no tempo de 24hs (hai). Possivelmente,
como o proposto anteriormente, a regulagdo da via de biossintese de
fenilpropandides na PI230970 pode estar sendo realizada pelo MYB
Glyma08g17860, ou mesmo outro fator de transcri¢ao, considerando a complexidade
da rota. Apesar das inumeras evidéncias demonstrarem a participagdo da lignina
como parte do mecanismo de defesa, a indugcédo dos genes de regulagéo da via de
sintese deste composto, entre os quais MYBs, permanece pouco compreendida e
estudada, mas espera-se que diferente fatores possam regular a mesma via.

O gene Glyma02g01740 agrupado com o AtMYB11, envolvido na
regulagéo da via dos fenilpropandides e biossintese de flavondides, ndo apresentou
expressao diferencial em PI1230970, e apresentou regulagado negativa em 96 hai (-
0,59) no gendtipo WH82, e nos tempos de 24 hai (-0,55) e 96 hai (-0,21) em
Shiranui. Uma possivel explicacdo para a falta de indugcdo da via dos flavondides
seria a maior indugao da sintese de lignina, uma vez que a indugdo de GmMYBs
potencialmente envolvidos na regulagédo da sintese de lignina foi observada nos trés
genotipos, o que promoveria o desvio dos intermediarios comuns das duas vias para
a rota da lignina, em detrimento da produgédo dos flavondides. Esta hipotese é
reforcada por ZAMBALA et al. (2006), que observou a expressao elevada de genes
das rotas de fitoalexinas e lignina em detrimento da expressao de genes da rota de

flavondides quando estudou a resposta de soja a Pseudomonas syringae.
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O Glyma18g49360 nao apresentou indugdo em nenhum dos
gendtipos em resposta a FAS. Em P1230970 ele foi regulado negativamente em 96
hai (-0,48) e em Shiranui em 12 hai (-0,04) e novamente em 96 hai (-0,27). Tal fato
nao era esperado, uma vez que baseado na similaridade com o guia AtMYB30, que
em A. thaliana desempenha um controle sobre respostas de defesa mediadas por
SA (HR) (DANIEL et al., 1999; VAILLEAU et al., 2002, RAFFAELE et al., 2006), tal
gene desempenharia importante papel na resposta a fungos biotroficos,
principalmente mediada por SA.

O Glyma20g22230, agrupado no grupo 13 juntamente de AtMYB61,
envolvido no controle sobre a sintese de lignina em Arabidospsis thaliana (NEWMAN
et al., 2004; ZHONG; YE, 2009), foi regulado positivamente em WH82 em 24 hai
(1,91) e em PI230970 em 24 hai (3,11) e 72 hai (2,96), enquanto nos genaétipos
resistentes PI1230970 e Shiranui apresentou repressdo em 48 hai (-0,55) e 96 hai (-
0,69) apds a infecgao, respectivamente. O perfil de expresséao diferencial dos genes
positivamente regulados em pelo menos um gendtipo/tempo esta sumarizado na
tabela 7.

Tabela 7 — Expressao geral dos GmMYB com indugédo nos trés gendtipos de soja
apos a infecgdo com P. pachyrhizi

Expressdo comum entre genoétipos

Funcéo L : Expresséao
GmMYB Putatival Genotipo Tempo (hai) (RQ) *
72 1,33
. WH82 ’
Glyma04g33720 Resposta a 96 2,26
quitina Shiranui 48 1,67
96 1,35
" WH82 12 3,20
Glyma12g11390 ' 24 2,01
Resposta a FAS P1230970 79 208
PANDEY et al., WH82 12 7,34
Glyma08g04670 (2011) 96 2,20
Sintese de Shi . 12 8,62
lignina ranul 72 5,97
Sintese de WH8?2 24 1,91
Glyma20g22230 L 24 3,1
lignina P1230970 79 296
Expresséo Unica
Sintese de 24 5,25
Glyma08g17860 lignina PI1230970 79 2.48

*RQ significativo ao nivel de 5% nas analises de expressdo no Software REST 2009 'De acordo com
0 seu guia AtMYB; “?” Fung¢ao desconhecida
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Ao se analisar o perfil de expressao em termos quantitativos e
também quanto a duracdo e pico de resposta, observa-se que mesmo havendo
indugao nos genaotipos R e S, os gendtipos R normalmente apresentam valores mais
elevados ou resposta mais prolongada, conforme observado para os genes
Glyma04g33720, Glyma12g11390 e Glyma20g22230.

O Glyma04g33720 foi expresso em ambos os genoétipos WH 82
(suscetivel) e Shiranui (resistente), sendo levemente superior em WH 82 (96hs), mas
24 horas mais rapida em Shiranui (48 hai). Esta indugao rapida e intensa na planta
resistente era esperada, visto que enzimas como as quitinases compdem a primeira
linha de defesa da planta (respostas basais), que visa inibir o crescimento da hifa de
infeccdo e, desta forma, a propagagdo e colonizagdo pelo fungo. As respostas
basais (PTI) sdo respostas rapidas (primeira resposta ativada) desencadeadas pelo
reconhecimento de PAMPs, de forma imediata ao contato (VAKHRUSHEVA et al.,
2010). Uma expressao tardia e intensa de um FT possivelmente controlando a
expressdo de genes de quitinases em planta suscetivel também era esperada.
Nestas plantas a demora na resposta de defesa contra o patégeno permite uma
maior colonizagao pelo mesmo e, consequentemente, uma maior indugdo dos genes
responsivos a quitina em resposta a esta intensa propagacédo. De modo geral,
plantas suscetiveis apresentam incapacidade ou demora no reconhecimento de
PAMPs e efetores, promovendo respostas lentas ao invasor e culminando na doenca
(GARCIA-BRUGGER, 2006). Desta maneira, um ponto chave da importancia deste
tipo de resposta na interacdo de soja com FAS aparenta residir na velocidade e
intensidade de inducao de quitinases, possivelmente controlada por MYB.

Diferentemente de Shiranui, a regulagédo sobre genes responsivos a
quitina foi reprimida em PI1230970 ja nos tempos iniciais de infeccdo avaliados.
Desse modo, parece que os mecanismos de resposta a infeccao por FAS mediada
em Rpp2 diferem quanto ao envolvimento de genes de resposta a quitina. E possivel
que neste gendtipo as respostas relacionadas com a biossintese de lignina e
fenilpropandides sejam as mais importantes, conforme observado pelo maior nimero
de MYBs regulando tais vias ativados ao longo da infecgdo e sejam eficientes para
inibir a propagacgao, o que néo resulta na indugéo de respostas de genes reponsivos
ao elicitor quitina.

O Glyma12g11390 foi expresso em maior nivel em WH82 (3,20), no

entanto se manteve expresso por um periodo mais longo em PI230970, as 24 hai e
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novamente em 72 hai, enquanto o Glyma20g22230 apresentou uma expressao
maior € mais prolongada no genotipo resistente P1230970 (24 e 72 hai) quando
comparado ao gendtipo WH82, no qual houve uma leve indugdo apenas no tempo
de 24 hai.

Interessantemente, o GmMYB sem fungdo conhecida
Glyma12g11390, e os GmMYBs ligados ao controle de lignina, Glyma08g04670,
Glyma20g2223 e Glyma08g17860, foram todos expressos em pelo menos um dos
genotipos resistentes em 72hs (hai). Em trabalhos recentes (MORTEL et al., 2007;
SCHNEIDER et al., 2011) a analise da expressédo de genes relacionados a defesa
ao fungo P. pachyrhizi em soja, demonstrou haver um pico de resposta
caracteristicamente observado em plantas com resisténcia em 72 hai.

Com trés GmMYBs possivelmente controlando a rota de biossintese
de lignina induzidos em reposta a P. pachyrhizi, esse processo se destacou como
principal mecanismo na resposta de defesa a este patdégeno nos gendtipos
estudados, e principalmente em P1230970.

A lignina é o segundo biopolimero mais abundante no planeta,
depois da celulose, e representa 30% do carbono organico da biosfera (BOERJAN;
RALPH; BAUCHER, 2003). E um complexo polimero aromatico formado a partir de
trés unidades de fenilpropano hidroxilado e metiolado, sinapil, E-coniferil e p-
coumaril, ligados através de acoplamento oxidativo, que é catalisado por enzimas
peroxidases e lipoxigenases. Reagdes oxidativas sdo essenciais para a formagao
dos precursores da lignina e o reforco da parede celular, promovendo ligagdes
cruzadas entre componentes, e € também comumente observado nos sitios de
penetragdo fungica como resposta a infecgdo. O processo de lignificagdo apresenta
formas variadas de atuar na defesa da planta frente a um patégeno, tais como a
criacdo de barreiras mecénicas. A deposicdo de lignina nos sitios de infeccao
(papilas) limitam a invasdo e retém o patdogeno e s&do acompanhadas de
modificagcdes quimicas que reforcam a parede celular para resistir a agao de
enzimas que degradam esta estrutura e que impedem a passagem de toxinas
produzidas pelo patégeno e a saida de nutrientes do hospedeiro. Observa-se ainda
producdo de precursores toxicos e radicais livres neste processo (NICHOLSON;
HAMMERSCHIMIDT, 1992; BHUYAN et al., 2009; NAOUMKINA et al., 2011).

Além da atuagdo da lignina como componente de barreiras

estruturais pré-formadas da planta (reforco da parede), evidéncias apontam que sua
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sintese e acumulo podem ser induzidos como um mecanismo que compdem a
resisténcia de algumas plantas frente a patégenos, uma vez que a ativacado da via
dos fenilpropanoides que formam os monolignois € observada apos contato com
patdbgenos e seus elicitores, tais como quitosana, extrato de parede fungica e
solugdes de quitina (BRUCE; WEST, 1989). Uma evidéncia da ativacdo da via de
sintese de lignina foi apresentado por MAUCH-MANI; SLUSARENKO (1996), que
infectou A. thaliana (col-0), transformada com o promotor da enzima chave da rota
fenilalanina aménia-liase1 (PAL1) regulando a expresséo do gene marcador GUS (B-
glicosidase), com o fungo biotréfico Peronospora parasitica (cepa virulenta NOCO,
avirulenta EMWA). O autor observou indugdo do promotor de PAL1 nas células
proximas as estruturas fungicas em locais de penetragéo interrompidas com HR e
lignificagdo epidérmica, apenas na interacdo incompativel. O pré-tratamento das
plantas com um inibidor de PAL (acido 2-aminoindano-2-fésfonico, AlIP), bem como
por um inibidor especifico da via de sintese de lignina (2-hidroxifenil-aminosulfonil
acido acético, OH-PAS), para a enzima CAD, tornaram as plantas suscetiveis,
demonstrando que a enzima PAL e CAD desempenham um papel na resisténcia em
A. thaliana a P. parasitica, provendo precursores necessarios para a lignificagdo nos
locais de penetragao.

MENDEN; KOHLHOFF e MOERSCHBACHER, (2007) injetando um
elicitor do fungo biotréfico Puccinia graminis (Pgt), causador da ferrugem do colmo,
em folhas saudaveis de trigo de alta resisténcia (Prelude-Sr5), observaram como
resultado da elicitagdo um aumento no conteudo de lignina, determinado através de
dois diferentes métodos, de 50 a 160% superiores ao tratamento controle
(tratamento com agua).

Evidéncias da indugdo de genes R2R3-MYBs por elicitores é dada
por SUGIMOTO; TAKEDA; HIROCHIKA, (2000) que observaram a expressao de um
MYB de Nicotiana tabacum, NtMYB2 (R2R3), em resposta a elicitores (Onozuka
celulase R10, oligbmero de quitinase e xilanase). Os autores observaram que
NtMYB2 possui a capacidade de se ligar ao motivo L-box e H box-like, encontrado
na regiao promotora do gene PAL2, o que indica que o FT tem papel no controle
sobre a via dos fenilpropandides no processo de resposta a estresse ambiental.

Geralmente a tentativa de fungos invadirem a planta é acompanhada
pelo desenvolvimento local das paredes celulares, formando as papilas que tém

como um dos principais constituintes a lignina. BHUIYAN et al., (2009) estudaram o
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papel funcional de unidades monoligndis precursores da lignina, na resposta de
defesa em trigo (Triticum monococcum) com capacidade de impedir a penetragao do
oidio Blumeria graminis (Bgt), através de silenciamento via RNAi (RNA interferente)
de genes da via de sintese destas substancias. Oito genes de sintese de monolignol
foram identificados em bibliotecas de cDNA derivados de trigo infectado com Bgt, e
seis (TmPAL, TmCCR, TmCCoAMT, TmF5H, TmCAOMT, e TmCAD) foram
fortemente acumulados, de modo sincronizado, e expressados em reposta ao oidio
em plantas resistentes, predominantemente na epiderme. O silenciamento (simples
e duplo) de todas as enzimas e a redugao de monoligndis resultante, confirmada
pela perda de fluorescéncia das papilas onde elas sao depositadas como reforgo
(enfraquecimento da barreira), aumentou a eficiéncia de penetragao foliar do
patdogeno em 40 a 78 % (construgdes duplas). A combinagédo do silenciamento da
enzima comum da via dos fenilpropandides PAL, com cada uma das duas enzimas
biossintéticas finais de monoligndis (silenciamento duplo) demonstraram que,
durante a penetracdo da planta, o unico produto relevante da via foram os
monolignodis e que estes produtos sdo componentes essenciais de papilas efetivas.

O processo de biossintese de monoligndis, e consequentemente da
lignina, € um processo metabodlico dispendioso que investe carbono de modo
irreversivel, o que exige um controle forte sobre a ativagdo desta via e justifica a
necessidade de fatores de transcricdo atuando sobre varias enzimas. Varios genes
da via dos fenilpropandides, incluindo os que codificam as enzimas PAL, C4H,
COMT, CCR e CAD, compartilham um motivo conservado (elemento AC) na regiao
promotora, nos quais se ligam fatores de transcricéo, incluindo MYBs, que regulam
toda a sintese de lignina. Em A. thaliana, uma rede complexa de fatores de
transcricdo € responsavel pela regulagdo da biossintese dos constituintes da parede
secundaria. Dois FTs NAC (NST1 e NST3) sdo os controladores principais que
ativam a sintese de todos os componentes, incluindo a via dos monolignadis e lignina.
Entre os genes controlados por NAC estdo alguns MYBs (AtMYBS58 e AtMYBG63)
entre outros desconhecidos, que ativam direta e especificamente as enzimas de
producao destas substancias (NAOUMKINA et al., 2011).

Além da ativagdo da via para lignificagdo constitutiva, evidéncias
sugerem que alguns dos genes que compdem a via desempenham papéis também
em resposta a infecgdo patogénica, fornecendo indicios de que cabe a fatores de

transcricdo essa fina regulacdo da expressao de determinados pontos da via em
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resposta as circunstancias especificas nas quais a planta se encontra.
LAUVERGEAT et al. (2011) caracterizaram funcionalmente dois clones de cDNA da
primeira enzima especifica para a sintese de lignina CCR (AtCCR1 e AtCCR2) em A.
thaliana, e observaram que os dois genes sao expressos diferencialmente durante o
desenvolvimento (AtCCR1 em peciolos) e fortemente em resposta a infeccédo a cepa
avirulenta de Xantomonas campestris pv. Campestris (AtCCR2). NAOUMKINA et al.
(2011) anotou 35 genes que codificam CCR, apods analise por similaridade utilizando
a ferramenta BLASTX de sequéncias de soja no banco de dados da Uniprot. De
modo geral, G. max apresenta um maior numero de genes das enzimas da via de
sintese da lignina (exceto C3H) quando comparado a A. thaliana, o que poderia
estar relacionado com o fato de existir um maior numero também de representantes
GmMYBs nos subgrupos de controle de sintese deste composto (exemplo S13 e
C11) em soja.

Em trabalhos anteriores, dez genes classificados na classe de
processo de sintese de lignina (Gene ontology), bem como a primeira enzima da via
dos fenilpropandides, fenilalanina amoénia liase (PAL), foram significativamente
expressos nos genotipos P1230970 e Embrapa-48 durante infecgéo por P. pachyrhizi
em trabalho de MORTEL et al. (2007). A analise do perfil de expressao destes genes
em ambos 0s genadtipos indicou similaridade nas etapas iniciais de infecgdo com
aumento em 24 hai (resposta de defesa geral), divergindo posteriormente, com
segundo pico de expressdo, contudo, com um dia de antecedéncia na planta
resistente (72hai). Neste gendtipo a expressao diferencial de genes, como os de
sintese de lignina e defesa, foi acompanhada por expressédo de genes de regulagéo
da transcrigcao, classe expressa unicamente na planta resistente. A familia MYB foi a
segunda mais expressa entre todos os FTs, representando 10,23%, e entre aqueles
associados com respostas a estresses (18,57%) no tempo de 72 hai.

Devido a evidéncia concreta do papel do controle exercido por um
MYB (MYB84 - fenilpropandides), assim como da lignificagdo (GmWRKY36 e
GmDBFT) na resisténcia de PI1230970 a P. pachyrhizi, fornecida pelo trabalho de
PANDEY et al. (2011), somados a todos os demais indicios encontrados nos outros
trabalhos citados até o momento, que reforcam a importancia da lignificagdo como
mecanismo que comumente compdem a defesa de plantas, o presente estudo focou
em subgrupos de MYBs de A. thaliana que exercem controle sobre a sintese deste

composto. Soma-se a estas evidéncias a importancia da necessidade da realizacao
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de maiores estudos dos integrantes da familia MYB em soja. Como ja relatado em A.
thaliana (ZHOU et al., 2009; ZHONG; YE, 2009; NEWMAN et al., 2004; ZHONG;
RICHARDSON; YE, 2007; ZHONG et al.., 2008), esta familia de FTs sdo capazes de
regular toda a via de sintese da lignina, de modo que séo potenciais candidatos para
exercerem este controle em soja e, consequentemente, se tornam alvos de estudos
funcionais frente a FAS.

Como destacado anteriormente (SCHNEIDER et al.,, 2011), a
reducdo da velocidade de desenvolvimento da infeccdo a partir de uma resposta
rapida parece ser a chave para a resisténcia em soja, tornando, consequentemente,
o controle exercido sobre a reposta um importante fator. Como os resultados do
presente estudo sugerem, o controle putativo sobre trés pontos da via de biossintese
dos fenilpropandides (fenilalanina aménia liase; 4-coumarato-CoA-ligase;
Cinnamato-4-hidroxilase), comuns para os trés MYBs induzidos nas plantas
resistentes (MYB84, AtMYB58 e AtMYB61) durante infecgdo por FAS, indicam que
possivelmente, em soja, a sintese de lignina também é um fator importante para a
defesa, e talvez a resisténcia, bem como que FTs MYBs podem também estar
contribuindo diretamente através do controle do tempo de expressao deste
componente.

No presente trabalho, genes GmMYBs possivelmente exercendo
controle sobre a via dos fenilpropandides (Glyma08g04670, Glyma20g2223 e
Glyma08g17860) apresentaram o mesmo perfil de expressdo observado por
MORTEL et al. (2007) para genes dessa via e FTs, com uma indugdo em um
segundo pico de expressao (72hai), mais rapida (Glyma08g04670) e intensa em
plantas resistentes. Para o autor, a resisténcia mediada por Rpp2 em P1230970, de
modo geral, provém desta velocidade do controle diferencial dos genes por FTs.
SCHNEIDER et al., (2011) também observou este padrao, associando a expressao
diferencial de genes de defesa no tempo de 72hai e a capacidade da planta reduzir
o desenvolvimento fungico neste ponto.

A outra funcao sobre qual GmMYB pode exercer controle e que foi
induzida de forma mais rapida no gendétipo resistente (Shiranui) foi sobre genes de
reposta a quitina (AtMYB31), pelo Glyma04g3372.

A quitina € um PAMP, sendo um constituinte comum encontrado em
patdgenos fungicos e, como os demais PAMPs, é capaz de induzir vias de defesa

em plantas (elicitacado). Estas estruturas sao capazes de induzir desde morte celular
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(HR), sintese de substancias antimicrobianas (fitoalexinas), geracdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), a ativacdo de proteinas PR (pathogenesis-related), tais
como quitinases, e reforgos da parede tais como processos de lignificacdo e
formagao de calose (SHIBUYA; MINAMI, 2001). ZHANG et al. (2002) demonstrou
que mudas de A. thaliana (Col-o; No-o para mutantes nprl) mutantes para a via de
sinalizacao de JA (jarl), etileno (ein2) e SA (pad4, eds5, nprl e cprl) tratadas com
quitina pura em po (caranguejo), nao foram capazes de bloquear a rapida expresséo
de genes induzidos por quitina, indicando que as respostas de defesa
desencadeadas por esse elicitor sdo independentes e possivelmente fazem parte de
uma via de resposta unica.

RAMONELL et al. (2005) identificou, através de microarranjo e por
northen-blot, uma série de genes responsivos a quitina em A. thaliana tratada com
esse elicitor (quito-octamero hidrolisado). Criando mutagdes (via T-DNA) para alguns
desses genes, um zinc-finger e duas proteinas de resisténcia a doenca (Disease
resistance protein-like), ele observou aumento na susceptibilidade ao oidio Erysiphe
cichoracearum, comprovado através da constatacdo de aumento do numero de
esporos por colénia e na superficie foliar, apenas nas plantas mutantes com
supressao destes genes de resposta a quitina.

Esta capacidade da quitina elicitar a expressao génica, algumas
vezes de forma especifica, tém sido atribuido ao envolvimento de fatores de
transcricdo. Como citado anteriormente em um trabalho de analise de FTs
responsivos a quitina em A. thaliana, LIBAULT et al. (2007) identificou 11 MYBs ,
entre os quais AtMYB31, sendo induzidos exclusivamente na planta tratada com
quitina. Os autores ainda correlacionaram 18 FT responsivos ao tratamento com
quitina (identificados por eles) a capacidade de responder a Alternaria brassicola,
incluindo a familia MYB (AtMYB51 e AtMYB27), observados por McGRATH et al.
(2005), o que representa uma evidéncia de que estes genes FT possivelmente
atuam integrando e controlando respostas especificas de defesa que compdéem a
resisténcia, ao reconhecimento de um elicitor, neste caso a quitina.

SORIA-GUERRA et al. (2010) comparando a expressao diferencial
de genes entre plantas de Glycine tomantella resistentes (R) e suscetiveis (S),
através de microarranjo com 38.400 genes de soja, em resposta de resisténcia a
FAS, observou 57 genes diferencialmente expressos entre os gendétipos Re S em 12

(hai), dos quais 12 genes de defesa, incluindo uma quitinase. Esta enzima foi
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regulada positivamente no gendtipo resistente e reprimida no gendétipo suscetivel,
ambas em estagios iniciais da infecgao (12 hai). Embora o GmMYB analisado no
estudo (Glyma4g33720), ortélogo de AtMYB31, apresenta expressdo em ambas as
plantas, WH82 (S) e Shiranui (R), esta foi um dia mais rapido na planta resistente
(48hai), possivelmente modulando a expressédo de genes de resposta a quitina nas
fases iniciais de respostas (PTI), compondo assim a respostas de defesa geral
expressas da planta nas primeiras horas de infecgdo, quando ocorre a penetragao
por P. pachyrhizi. Isto condiz com a proposi¢do de SCHNEIDER et al. (2011) de que
P. pachyrhizi elicita respostas similares a PTIl (imunidade desencadeada por
patdgenos), nao especificas, nestas fases iniciais de penetracdo, através de
elicitores do tipo PAMP, tais como quitina, como comentado anteriormente.

Pelo fato da soja possuir um impactante valor econédmico ao homem,
em especial ao nosso pais, estudos de potenciais genes que contribuam para a
resisténcia desta planta, e que representam um meio de aumentar a produgao deste
produto, necessitam ser valorizados. Desta maneira, GmMYB, bem como o seu
papel no controle sobre a sintese de lignina e a resposta a elicitores como a quitina,
se tornam candidatos obrigatdrios de novos estudos.

Os resultados obtidos neste trabalho podem contribuir para a
elucidacdo de fungdes de outros membros da familia GmMYB, bem como o papel
dos mesmos durante a resposta de defesa de soja a FAS e a outros agentes de

estresse bidtico.
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6 CONCLUSOES

No presente estudo a busca em bancos de sequéncias de MYBs no
genoma de soja, através de bioinformatica permitiu realizar um estudo mais
detalhado, o que resultou na reducado do numero total de integrantes da vasta familia
de FT MYBs em soja para 264, contudo, melhorando o conhecimento a cerca dos
mesmos, visto que, muitas das sequéncias alocadas nos bancos nédo apresentavam
a estrutura minima conservada da familia. Estes dados ainda tornam GmMYB a
maior familia R2ZR3-MYB conhecida entre as plantas.

O alinhamento e a construgcdo da arvore filogenética a partir das
sequencias R2R3-MYBs de soja (GmMYBs) e AtMYBs da planta modelo Arabidopsis
permitiu observar grande similaridade em sequéncias de FT desta familia entre as
duas espécies de plantas. Com base na similaridade estrutural observada entre os
membros de cada subgrupo na porcao conservada N-terminal, aliada a identificagcao
de estruturas comuns conservadas na regido altamente variavel C-terminal (motivos)
e promotora (cis-motivos), pode-se atribuir fungdes putativas aos GmMYBs,
incluindo defesa. Analises de expressao validaram tal agrupamento, uma vez que
apenas GmMYBs com maior similaridade com seus guias apresentam expressao
diferencial em soja durante a interagdo com os patdégenos. Foi possivel ainda
identificar dois subgrupos (C5 e C8) novos para a familia MYB de plantas, formados
exclusivamente de GmMYBs.

A analise in silico do perfil transcricional dos GmMYBs durante a
interacdo da soja com diferentes patégenos demonstrou o envolvimento relevante
destes FTs nas respostas de defesa em G. max, uma vez que, cerca de um terco
(32,4%) dos GmMYBs apresentaram expressao frente a P. pachyrhizi e 40% a ao
menos um dos demais patégenos (Aphis glycines, Heterodera glycines,
Phytophthora sojae e Pratilenchus brachyurus).

Anadlises do padrdo de expressao via RT-gPCR de GmMYBs
potencialmente envolvidos na resposta de defesa a doengas em soja, com base na
similaridades com seus guias em Arabidopsis, demonstraram que 5 dos 7 GmMYBs
selecionados foram induzidos em pelo menos um tempo e/ou gendtipo em resposta
a infeccao com P. pachyrhizi.

Estes dados apontam que os processos celulares potencialmente

regulados por este GmMYBs, biossintese de lignina, fenilpropandides e quitina,



112

podem contribuir na resposta de resisténcia a FAS mediada por Rpp2 e Rpp5. Deste
modo, GmMYBs pertencentes a estes subgrupos representam promissores
candidatos de futuros estudo para comprovacao deste potencial papel na defesa de

soja.
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ANEXO A
GmMYBs com dominio R2R3, identificados através de analise das sequéncias
proteicas nas ferramentas SMART, PFAM e MEME:

ANALISE DE DOMINIO

GENE ID R2R3
SMART PFAM MEME COMPLETO *
Glyma0041s00310.1 4 v +

Glyma0076s00200.1
Glyma01g00810.1

Glyma01g02070.1 ' v v +
Glyma01g05190.1 v

Glyma01g05270.1

Glyma01g05980.1 4 v +
Glyma01g06190.1

Glyma01g06220.1 4 v v
Glyma01g09280.1 v v v +

Glyma01g20440.1
Glyma01g21900.1
Glyma01g23460.1
Glyma01g24780.1

Glyma01g26650.1 v v +
Glyma01g27720.1

Glyma01g28790.1

Glyma01g39740.1 4 v v +
Glyma01g40410.1 v v ¥
Glyma01g41610.1 v v v +
Glyma01g42050.1 4 v v +
Glyma01g42650.1 4 v v +
Glyma01g43120.1 v v v +
Glyma01g44370.1 v v v ¥
Glyma02g00820.1 4 v v +
Glyma02g00960.1 v 4 v +
Glyma02g01300.1 v v v +
Glyma02g01740.1 4 v v +
Glyma02g02310.1 v

Glyma02g12100.1 4 v +
Glyma02g12240.1 4 v v +
Glyma02g12250.1 4 v v +
Glyma02g12260.1 v v v +
Glyma02g13770.1 4 v v +
Glyma02g26540.1

Glyma02g26980.1

Glyma02g30820.1

Glyma02g30920.1

Glyma02g34010.1

Glyma02g39000.1

Glyma02g39070.1 4 v +
Glyma02g40930.1

Glyma02g41180.1 4 v v +
Glyma02g41260.1

Glyma02g41440.1 v v v +
Glyma02g42030.1 4 4 v +

Glyma02g42140.1
Glyma02g42140.2
Glyma02g43280.1 v v v +
Glyma02g44190.1

Glyma03g00890.1 v v v +
Glyma03g00980.1 4 v +
Glyma03g01540.1 v v v +




(continuacao)

ANEXO A

GENE ID

ANALISE DE DOMINIO

SMART

PFAM

MEME

R2R3
COMPLETO *

Glyma03g03660.1
Glyma03g06230.1
Glyma03g07840.1
Glyma03g08710.1
Glyma03g13550.1
Glyma03g14440.1
Glyma03g15810.1
Glyma03g15870.1
Glyma03g15930.1
Glyma03g19030.1
Glyma03g19470.1
Glyma03g22590.1
Glyma03g26210.1
Glyma03g26830.1
Glyma03g31980.1
Glyma03g34110.1
Glyma03g37640.1
Glyma03g38040.1
Glyma03g38070.1
Glyma03g38410.1
Glyma03g38550.1
Glyma03g38660.1
Glyma03g41100.1
Glyma04g00550.1
Glyma04g00550.2
Glyma04g03910.1
Glyma04g04490.1
Glyma04g04850.1
Glyma04g05170.1
Glyma04g08550.1
Glyma04g11040.1
Glyma04g15150.1
Glyma04g26650.1
Glyma04g33210.1
Glyma04g33720.1
Glyma04g34630.1
Glyma04g35720.1
Glyma04g36110.1
Glyma04g38240.1
Glyma04g42110.1
Glyma05g01080.1
Glyma05g02170.1
Glyma05g02300.1
Glyma05g02550.1
Glyma05g03780.1
Glyma05g04900.1
Glyma05g06410.1
Glyma05g07980.1
Glyma05g08690.1
Glyma05g08760.1
Glyma05g15860.1
Glyma05g18140.1
Glyma05g18820.1
Glyma05g21220.1
Glyma05g23080.1
Glyma05g31400.1
Glyma05g32270.1
Glyma05g33210.1
Glyma05g35050.1
Glyma05g36120.1
Glyma05g37460.1
Glyma05g37570.1
Glyma05g37570.2
Glyma06g00630.1
Glyma06g00630.2

ANRNEN

AN AN AN

AN

AN

ANANRNEN

ANENEN
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(continuacao)

ANEXO A

GENE ID

ANALISE DE DOMINIO

SMART

PFAM

MEME

R2R3
COMPLETO *

Glyma06g04010.1
Glyma06g04950.1
Glyma06g05260.1
Glyma06g08660.1
Glyma06g10840.1
Glyma06g12690.1
Glyma06g16820.1
Glyma06g18830.1
Glyma06g19280.1
Glyma06g20020.1
Glyma06g20800.1
Glyma06g21040.1
Glyma06g22680.1
Glyma06g38340.1
Glyma06g44120.1
Glyma06g45460.1
Glyma06g45520.1
Glyma06g45530.1
Glyma06g45540.1
Glyma06g45550.1
Glyma06g45560.1
Glyma06g45570.1
Glyma06g46590.1
Glyma06g47000.1
Glyma07g01050.1
Glyma07g04210.1
Glyma07g04240.1
Glyma07g05960.1
Glyma07g07960.1
Glyma07g08080.1
Glyma07g10320.1
Glyma07g11330.1
Glyma07g11330.2
Glyma07g14480.1
Glyma07g15250.1
Glyma07g15820.1
Glyma07g15820.2
Glyma07g15820.3
Glyma07g15850.1
Glyma07g16980.1
Glyma07g17660.1
Glyma07g28310.1
Glyma07g28590.1
Glyma07g29680.1
Glyma07g30860.1
Glyma07g33960.1
Glyma07g34030.1
Glyma07g34030.2
Glyma07g35560.1
Glyma07g35580.1
Glyma07g36430.1
Glyma07g37140.1
Glyma08g00810.1
Glyma08g02080.1
Glyma08g03530.1
Glyma08g04670.1
Glyma08g06440.1
Glyma08g17370.1
Glyma08g17860.1
Glyma08g20150.1
Glyma08g20150.2
Glyma08g20440.1
Glyma08g26890.2
Glyma08g27660.1
Glyma08g27660.2
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(continuacao)

ANEXO A

GENE ID

ANALISE DE DOMINIO

SMART

PFAM

MEME

R2R3
COMPLETO *

Glyma08g40020.1
Glyma08g40950.1
Glyma08g42920.1
Glyma08g42960.1
Glyma08g43000.1
Glyma08g44350.1
Glyma08g44950.1
Glyma09g00370.1
Glyma09g03690.1
Glyma09g04370.1
Glyma09g12170.1
Glyma09g12230.1
Glyma09g25460.1
Glyma09g25590.1
Glyma09g29240.1
Glyma09g29940.1
Glyma09g30900.1
Glyma09g31570.1
Glyma09g33870.1
Glyma09g36970.1
Glyma09g36980.1
Glyma09g36990.1
Glyma09g37010.1
Glyma09g37040.1
Glyma09g37340.1
Glyma09g39720.1
Glyma10g00930.1
Glymal0g01330.1
Glymal0g01340.1
Glymal0g01800.1
Glymal0g01810.1
Glymal0g02110.1
Glymal0g04250.1
Glymal0g04660.1
Glyma10g06190.1
Glyma10g06680.1
Glymal0g06930.1
Glymal0g14830.1
Glymal0g22770.1
Glymal0g24130.1
Glymal0g26680.1
Glymal0g27940.1
Glymal0g28250.1
Glymal0g30860.1
Glymal0g30870.1
Glymal0g32410.1
Glymal0g33450.1
Glymal0g35050.1
Glymal0g35060.1
Glymal0g35670.1
Glymal0g38090.1
Glymal0g38110.1
Glymal0g41930.1
Glymal1g01150.1
Glymal1g02400.1
Glymal1g02580.3
Glymal1g02780.1
Glymal1g03300.1
Glymal1g03770.1
Glymal1g04880.1
Glymal1g05550.1
Glymal1g08760.1
Glymallg11450.1
Glymallgl1570.1
Glymallg14200.1
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(continuacao)

ANEXO A

GENE ID

ANALISE DE DOMINIO

SMART

PFAM

MEME

R2R3
COMPLETO *

Glymallg15180.1
Glymal1g15180.2
Glymallg15180.3
Glymal1g19980.1
Glymal1g22960.1
Glymal1g27600.1
Glymal1g33620.1
Glyma11g34930.1
Glyma11g34930.2
Glymal1g34930.3
Glymal1g34930.4
Glymal1g38210.1
Glymal2g01960.1
Glymal12g03600.1
Glymal2g06180.1
Glyma12g07110.1
Glymal2g07110.2
Glymal12g08480.1
Glymal2g10790.1
Glymal2g11330.1
Glymal2g11340.1
Glymal2g11390.1
Glymal2g11490.1
Glymal2g11600.1
Glyma12g12990.1
Glymal2g15290.1
Glymal2g17020.1
Glyma12g29030.1
Glymal2g30140.1
Glymal2g31950.1
Glymal2g32130.1
Glymal2g32130.2
Glymal2g32530.1
Glymal2g32540.1
Glymal2g32610.1
Glymal2g34650.1
Glymal2g36630.1
Glymal2g37030.1
Glyma13g01200.1
Glyma13g03740.1
Glyma13g04030.1
Glyma13g04920.1
Glymal3g05370.1
Glymal3g05550.1
Glymal13g07020.1
Glyma13g09010.1
Glyma13g09090.1
Glyma13g09980.1
Glyma13g16890.1
Glymal3g20510.1
Glymal3g20760.1
Glyma13g20880.1
Glymal3g21370.1
Glyma13g22590.1
Glymal3g25720.1
Glymal3g27310.1
Glyma13g29890.1
Glymal3g32090.1
Glymal13g35810.1
Glymal3g36370.1
Glyma13g36380.1
Glymal13g37820.1
Glyma13g37900.1
Glymal3g37910.1
Glymal3g37920.1
Glymal3g38520.1
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(continuacao)

ANEXO A

GENE ID

ANALISE DE DOMINIO

SMART

PFAM

MEME

R2R3
COMPLETO *

Glyma13g39760.1
Glyma13g41470.1
Glymal3g42430.1
Glymal4g04370.1
Glymal4g04590.1
Glymal4g06320.1
Glymal4g06750.1
Glymal4g06870.1
Glymal4g07510.1
Glymal14g08090.2
Glymal4g09540.1
Glymal4g10340.1
Glymal4g10480.1
Glymal4g21490.1
Glyma14g24500.1
Glymal4g27020.1
Glymal4g27260.1
Glymal4g35490.1
Glymal4g37050.1
Glymal4g37140.1
Glymal4g39530.1
Glyma15g02950.1
Glyma15g03920.1
Glymal5g04620.1
Glymal5g04620.2
Glymal5g04620.3
Glymal5g04620.4
Glymal5g07230.1
Glymal5g14190.1
Glymal5g14620.1
Glymal5g14620.2
Glymal5g15400.1
Glymal5g17710.1
Glyma15g19350.1
Glyma15g19360.1
Glyma15g19360.2
Glymal5g19930.1
Glymal5g20630.1
Glymal5g33040.1
Glymal5g33700.1
Glymal5g35670.1
Glyma15g35860.1
Glymal5g41250.1
Glymal5g41810.1
Glymal6g00920.1
Glymal6g00930.1
Glymal6g02570.1
Glymal6g06900.1
Glymal6g07930.1
Glyma16g07960.1
Glymal6g13440.1
Glymal6g16270.1
Glymal6g16800.1
Glymal6g31280.1
Glymal6g31280.2
Glymal6g32100.1
Glyma16g34490.1
Glymal7g03480.1
Glymal7g04170.1
Glymal7g05830.1
Glymal7g07330.1
Glymal7g09310.1
Glymal7g09640.1
Glymal7g10820.1
Glymal7g12820.1
Glymal7g13010.1
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(continuacao)

ANEXO A

GENE ID

ANALISE DE DOMINIO

SMART

PFAM

MEME

R2R3
COMPLETO *

Glymal7g14290.1
Glymal7g14290.2
Glymal7g15270.1
Glymal7g16980.1
Glymal7g17560.1
Glymal7g22860.1
Glymal7g26240.1
Glymal7g35020.1
Glymal7g35620.1
Glymal7g36370.1
Glyma18g03430.1
Glymal18g04580.1
Glyma18g07250.1
Glyma18g07360.1
Glyma18g07960.1
Glymal8g10920.1
Glymal8g16040.1
Glymal8g18140.1
Glymal8g26600.1
Glymal8g32460.1
Glymal8g37640.1
Glymal8g39740.1
Glyma18g39760.1
Glymal8g39760.2
Glyma18g40790.1
Glymal8g41520.1
Glymal8g42530.1
Glymal8g46480.1
Glyma18g49360.1
Glymal8g49630.1
Glymal8g49670.1
Glymal18g49690.1
Glyma18g50880.1
Glyma18g50890.1
Glyma19g00930.1
Glyma19g02090.1
Glymal19g02600.1
Glymal19g02890.1
Glyma19g02980.1
Glyma19g05080.1
Glyma19g07830.1
Glyma19g13990.1
Glymal9g14230.1
Glymal9g14270.1
Glymal9g24450.1
Glymal19g24530.1
Glymal19g24770.1
Glyma19g25790.1
Glymal19g27750.1
Glymal9g29670.1
Glymal9g29750.1
Glymal19g34740.1
Glymal19g36830.1
Glyma19g40250.1
Glyma19g40650.1
Glyma19g40670.1
Glymal9g41010.1
Glymal9g41150.1
Glymal9g41250.1
Glymal9g43740.1
Glymal19g44660.1
Glyma20g01450.1
Glyma20g01610.1
Glyma20g03940.1
Glyma20g04240.1
Glyma20g04510.1
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ANEXO A

(continuacao)

ANALISE DE DOMINIO

R2R3

GENE ID SMART PFAM MEME COMPLETO *

Glyma20g08730.1
Glyma20g09140.1
Glyma20g11040.1 4 v v ¥
Glyma20g11110.1
Glyma20g12290.1
Glyma20g20980.1 v v v +
Glyma20g21670.1
Glyma20g21680.1

Glyma20g22230.1 v v v +
Glyma20g24600.1
Glyma20g25110.1 v v v +
Glyma20g29710.1 v v v +
Glyma20g29730.1 v v v +
Glyma20g32500.1 4 v v +
Glyma20g32510.1 4 v v +
Glyma20g34140.1 4 v v +
Glyma20g35180.1 v v v +
Glyma20g36600.1 v
Glyma20g36600.2 v

Gnl|ug|gmat#s342734

66
Gnl|ug|gma#s393129 v v v .
23
Gnl|ug|gma#s530865
90;put-169a- 4 v +

glycine_max-63505
Glymal4g21490.1

Put-169a-glycine_max- v v v N

102940
Put-169a-glycine_max-
179128;gnl|ug|gmats 4 v v ¥
53090519
Put-169a-glycine_max-
81255;gnl|ug|gmattsd v +
8315927

'~ Foi utilizado como critério de identificacdo de sequéncias R2R3, aquelas que apresentaram o
dominio identificado em ao menos duas ferramentas , com e-value < 1e-10 , ou por inspe¢ao manual
direta. Sequéncias excluidas por nao apresentarem o dominio caracteristico de MYB estao
sombreadas em cinza



ANEXO B

GmMYBs induzidos apods a infecgao por P. pachyrhizi em soja

GENE ID

R2R3
COMPLETO

ANALISE DE EXPRESSAO

SOYBASE

GENOSOJA - LGE

igator (Fold-chage)

SUPERSAGE
(Fold-change)

SSH

(FPKM) REACAO COMPATIVEL

REACAO INCOMPATIVEL

PI561356 MOCKXINOC
12-24-48HAI

OUTROS
PI561356 Pl1462312 Pl1462312

MOCKXINOC X X
12-192HAI TAIWANS0-2 HAWAII94-1

EXPRESSAO
CONFIRMADA

Glyma0041s00310.1
Glyma0076s00200.1
Glyma01g00810.1
Glyma01g02070.1*
Glyma01g05190.1
Glyma01g05270.1
Glyma01g05980.1
Glyma01g06190.1
Glyma01g06220.1
Glyma01g09280.1
Glyma01g20440.1
Glyma01g21900.1
Glyma01g23460.1
Glyma01g24780.1
Glyma01g26650.1*
Glyma01g27720.1
Glyma01g28790.1
Glyma01g39740.1
Glyma01g40410.1
Glyma01g41610.1
Glyma01g42050.1
Glyma01g42650.1
Glyma01g43120.1
Glyma01g44370.1
Glyma02g00820.1*
Glyma02g00960.1
Glyma02g01300.1*
Glyma02g01740.1*
Glyma02g02310.1
Glyma02g12100.1
Glyma02g12240.1
Glyma02g12250.1
Glyma02g12260.1
Glyma02g13770.1
Glyma02g26540.1
Glyma02g26980.1
Glyma02g30820.1
Glyma02g30920.1
Glyma02g34010.1
Glyma02g39000.1
Glyma02g39070.1
Glyma02g40930.1
Glyma02g41180.1
Glyma02g41260.1
Glyma02g41440.1
Glyma02g42030.1
Glyma02g42140.1
Glyma02g42140.2

R T TE S T

+ o+ o+ o+

ANENENENENEN

AR N N NN

ANENEN

() 1.92
(a)1.18

(3¢)2.14
(38) 1.30

(a) 20.70 (a) 32.02

(a) 6.21 (a) 5.97
(2€) 3.19/(3€) 2.92

(2B) 2.61 (2C) 2.84

(b) 1.52
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+ o+ + + + o+

+

+ o+ 4+ o+
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Glyma02g43280.1*
Glyma02g44190.1
Glyma03g00980.1*
Glyma03g01540.1
Glyma03g03660.1
Glyma03g06230.1
Glyma03g07840.1
Glyma03g08710.1
Glyma03g13550.1
Glyma03g14440.1
Glyma03g15810.1
Glyma03g15870.1
Glyma03g15930.1
Glyma03g19030.1*
Glyma03g19470.1
Glyma03g22590.1
Glyma03g26210.1
Glyma03g26830.1
Glyma03g31980.1
Glyma03g34110.1*
Glyma03g37640.1*
Glyma03g38040.1*
Glyma03g38070.1
Glyma03g38410.1
Glyma03g38550.1
Glyma03g38660.1*
Glyma03g41100.1*
Glyma04g00550.1
Glyma04g00550.2
Glyma04g03910.1*
Glyma04g04490.1*
Glyma04g04850.1
Glyma04g05170.1
Glyma04g08550.1*
Glyma04g11040.1
Glyma04g15150.1
Glyma04g26650.1
Glyma04g33210.1*
Glyma04g33720.1*
Glyma04g34630.1
Glyma04g35720.1
Glyma04g36110.1
Glyma04g38240.1*
Glyma04g42110.1
Glyma05g01080.1
Glyma05g02170.1
Glyma05g02300.1
Glyma05g02550.1*
Glyma05g03780.1
Glyma05g04900.1
Glyma05g06410.1*
Glyma05g07980.1
Glyma05g08690.1*

+ o+ o+ o+

+ 4+ 4+

+

+ o+ 4+ + o+ 4+

+ 4+ o+

ANANRN

(e)1.18

1.76 (A) 11.16
(a)1.91

(f)-1.69

(e) 1.42

(f) 1.10

(a)2.76(f) 1.96

(a)4.36
(f)5.23(a) 3.00

(112

(2A)1.39
(30)1.16
(3A)1.16

3.62(20)

(3¢)1.33

(2A) 5.99/(3A) 4.51
(3¢)1.20

(38) 1.55

(5A)1.15

(4c)1.13

(20) 2.77
(58) 1.26

(4B)-1.11

(6)1.12(30)1.14
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+ 4+ + + + o+

R S A T T Tk T S T 2 e S S R

+ +

+ o+ o+ +

+ + 4+ +

132



ANEXO B

GmMYBs induzidos apods a infecgao por P. pachyrhizi em soja (continuagao)

GENE ID

R2R3 COMPLETO

ANALISE DE EXPRESSAO

SOYBASE

GENOSOJA - LGE

Genevestigator (Fold-chage)

SUPERSAGE
(Fold-change)

SSH
(FPKM)

REAGAO

REACAO COMPATIVEL INCOMPATIVEL

PI561356 MOCKXINOC

PI561356
MOCKXINOC

Pl1462312 Pl1462312
X X
TAIWANS0-2 HAWAII94-1

12-24-48HAI

12-192HAI

OUTROS

EXPRESSAO
CONFIRMADA

Glyma05g08760.1
Glyma05g15860.1
Glyma05g18140.1
Glyma05g18820.1
Glyma05g21220.1
Glyma05g23080.1
Glyma05g31400.1
Glyma05g32270.1
Glyma05g33210.1
Glyma05g35050.1*
Glyma05g36120.1
Glyma05g37460.1
Glyma05g37570.1
Glyma05g37570.2
Glyma06g00630.1
Glyma06g00630.2
Glyma06g04010.1*
Glyma06g04950.1
Glyma06g05260.1*
Glyma06g08660.1
Glyma06g10840.1
Glyma06g12690.1*
Glyma06g16820.1*
Glyma06g18830.1
Glyma06g19280.1
Glyma06g20020.1
Glyma06g20800.1*
Glyma06g21040.1
Glyma06g22680.1
Glyma06g38340.1
Glyma06g44120.1
Glyma06g45460.1
Glyma06g45520.1*
Glyma06g45530.1
Glyma06g45540.1*
Glyma06g45550.1
Glyma06g45560.1
Glyma06g45570.1
Glyma06g46590.1
Glyma06g47000.1*
Glyma07g01050.1
Glyma07g04210.1*
Glyma07g04240.1
Glyma07g05960.1*
Glyma07g07960.1
Glyma07g08080.1
Glyma07g10320.1

+ o+ o+ o+

+

+ o+ o+ o+

5.051
5.051

(f) 20.14

(d) 4.62

(a) 2.12

(A)  3.04

(f) 2.03

(f)1.23

3.23(q)

(b) 1.68
(c) 1.14

(a) 7.69 (a) 14.34

(2B)3.36

(2B)-4.78
(2B) -4.40

(2A)-1.28

(3€)3.67

(3¢) 2.67

(2€) 6.86
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Glyma07g11330.1
Glyma07g11330.2
Glyma07g14480.1
Glyma07g15250.1
Glyma07g15820.1

+

<

(a)1.23

Glyma07g15820.2
Glyma07g15820.3
Glyma07g15850.1*
Glyma07g16980.1
Glyma07g17660.1
Glyma07g28310.1
Glyma07g28590.1
Glyma07g29680.1
Glyma07g30860.1
Glyma07g33960.1
Glyma07g34030.1
Glyma07g34030.2
Glyma07g35560.1
Glyma07g35580.1
Glyma07g36430.1
Glyma07g37140.1
Glyma08g00810.1
Glyma08g02080.1
Glyma08g03530.1
Glyma08g04670.1*
Glyma08g06440.1
Glyma08g17370.1
Glyma08g17860.1*
Glyma08g20150.1
Glyma08g20150.2
Glyma08g20440.1
Glyma08g26890.2
Glyma08g27660.1
Glyma08g27660.2
Glyma08g40020.1
Glyma08g40950.1
Glyma08g42920.1
Glyma08g42960.1
Glyma08g43000.1
Glyma08g44350.1
Glyma08g44950.1
Glyma09g00370.1
Glyma09g03690.1*
Glyma09g04370.1*
Glyma09g12170.1
Glyma09g12230.1
Glyma09g25460.1
Glyma09g25590.1
Glyma09g29240.1
Glyma09g29940.1
Glyma09g30900.1
Glyma09g31570.1
Glyma09g33870.1
Glyma09g36970.1
Glyma09g36980.1

+ o+ o+ |+

+ o+ o+

+ 4+ o+ o+

+ o+ + o+

R
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SRR NENEN
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(f)-3.84

(d)-1.26

(e) 1.13

(a) 2.91/(d) 2.37/(f) 2.39
(f)-2.69

(a) 3.52 (d) 5.02

(a)2,13

(e) 1.30

() 54.13
(a)2.24

(3¢)2.83

(3A)-3.94
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ANEXO B

GmMYBs induzidos apods a infecgao por P. pachyrhizi em soja (continuagao)

GENE ID

R2R3 COMPLETO

ANALISE DE EXPRESSAO

SOYBASE

GENOSOJA - LGE

Genevestigator (Fold-chage)

SUPERSAGE
(Fold-change)

SSH
(FPKM)

REAGAO COMPATIVEL

REAGAO
INCOMPATIVEL

PI561356
MOCKXINOC

PI561356
MOCKXINOC

Pl1462312
X

12-24-48HAI

12-192HAI

TAIWANS0-2

OUTROS
Pl1462312

X
HAWAII94-1

EXPRESSAO
CONFIRMADA

Glyma09g36990.1
Glyma09g37010.1
Glyma09g37040.1
Glyma09g37340.1
Glyma09g39720.1
Glyma10g00930.1

Glyma10g01330.1*

Glymal0g01340.1*
Glyma10g01800.1
Glyma10g01810.1
Glyma10g02110.1
Glyma10g04250.1
Glyma10g04660.1
Glyma10g06190.1
Glyma10g06680.1
Glyma10g06930.1
Glyma10g14830.1
Glyma10g22770.1
Glymal0g24130.1
Glymal0g26680.1
Glymal0g27940.1

Glyma10g28250.1*
Glyma10g30860.1
Glyma10g30870.1
Glymal0g32410.1
Glymal0g33450.1
Glyma10g35050.1
Glymal0g35060.1
Glymal0g35670.1
Glymal0g38090.1
Glymal0g38110.1

Glyma10g41930.1*
Glymal1g01150.1
Glyma11g02400.1
Glyma11g02580.3
Glyma11g02780.1
Glyma11g03300.1
Glymal1g03770.1
Glymal1g04880.1

Glyma11g05550.1*
Glymal1g08760.1

Glymal1g11450.1*
Glymal1g11570.1
Glymal1g14200.1
Glymal1g15180.1
Glymal1g15180.2
Glymal1g15180.3

+ o+ o+ o+

+

+ o+ o+ o+

+

+ o+ o+ o+

+ o+ 4+

ANENENEN

AN

ANANANAS

551

(f)-9.47
(a)-1.58

(d) 7.25 (e) 10.46(f)
4.94
(a) 2.09 (38) 2.44

(2A) 4.14

(e)-3.71

(28) 1.53

(f) 7.50

(38)-1.63

(f) -2.99

(5A) 1.07

(2C) -4.14 (3A) 1.29
(3A) 1.86
(3A) 3.28

+

+ o+ + o+ + + o+ o+ o+ o+

+ + 4+ +
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Glyma11g19980.1*
Glymal1g22960.1

() 1.62

12-24-48HAI

12-192HAI

Glymal1g27600.1
Glymal1g33620.1*
Glyma11g34930.1
Glyma11g34930.2
Glyma11g34930.3
Glymal1g34930.4
Glymal1g38210.1
Glyma12g01960.1*
Glyma12g03600.1*
Glyma12g06180.1
Glyma12g07110.1
Glyma12g07110.2
Glyma12g08480.1
Glyma12g10790.1
Glyma12g11330.1
Glymal2g11340.1

Glyma12g11390.1*

Glyma12g11490.1
Glymal2g11600.1
Glyma12g12990.1
Glyma12g15290.1
Glyma12g17020.1
Glyma12g29030.1
Glyma12g30140.1
Glyma12g31950.1
Glyma12g32130.1
Glyma12g32130.2
Glyma12g32530.1
Glyma12g32540.1
Glymal2g32610.1
Glyma12g34650.1
Glyma12g36630.1
Glyma12g37030.1
Glyma13g01200.1*
Glyma13g03740.1
Glyma13g04030.1*
Glyma13g04920.1
Glyma13g05370.1
Glyma13g05550.1
Glyma13g07020.1
Glyma13g09010.1*
Glyma13g09090.1
Glyma13g09980.1
Glyma13g16890.1
Glyma13g20510.1*
Glyma13g20760.1
Glyma13g20880.1
Glymal3g21370.1
Glyma13g22590.1

+

+ 4+ o+ o+

+ 4+ o+ o+

AN

ANANANA

AN AN

ANENENRN

(b) 1.88

(a) -4.95

(A) 5.94(B)
26.49(C)7,94

(d)1.13

(e) 1.49

(a)-1.24
(a) 6.49

(2B) 2.98

(4A) 1.07

(5B) 1.08

+F o F o+ o+ o+

+ o+ o+ o+ o+

+

+ o+ o+ o+ o+ o+

+ o+ + o+
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ANEXO B

GmMYBs induzidos apods a infecgao por P. pachyrhizi em soja (continuagao)

GENE ID

R2R3 COMPLETO

ANALISE DE EXPRESSAO

SOYBASE

GENOSOJA - LGE

Genevestigator (Fold-chage)

SUPERSAGE SSH
(Fold-change) (FPKM)

REAGAO

REACAO COMPATIVEL INCOMPATIVEL

PI1561356
MOCKXINOC

PI1561356
MOCKXINOC

OUTROS
Pl1462312 Pl1462312

X X

12-24-48HAI

12-192HAI

TAIWANS0-2 HAWAII94-1

EXPRESSAO
CONFIRMADA

Glymal3g25720.1
Glyma13g27310.1
Glyma13g29890.1
Glyma13g32090.1
Glyma13g35810.1
Glyma13g36370.1
Glyma13g36380.1
Glyma13g37820.1
Glyma13g37900.1
Glyma13g37910.1
Glyma13g37920.1
Glyma13g38520.1
Glyma13g39760.1
Glyma13g41470.1
Glyma13g42430.1
Glyma14g04370.1
Glyma14g04590.1
Glyma14g06320.1
Glyma14g06750.1
Glymal4g06870.1
Glyma14g07510.1
Glyma14g08090.2
Glyma14g09540.1*
Glymal4g10340.1
Glymal4g10480.1
Glymal4g21490.1
Glyma14g24500.1
Glymal4g27020.1
Glyma14g27260.1
Glyma14g35490.1
Glyma14g37050.1
Glymal4g37140.1
Glyma14g39530.1
Glyma15g02950.1
Glyma15g03920.1*
Glymal5g04620.1*
Glyma15g04620.2
Glyma15g04620.3
Glyma15g04620.4
Glyma15g07230.1
Glyma15g14190.1
Glymal5g14620.1
Glymal5g14620.2
Glyma15g15400.1
Glymal5g17710.1
Glyma15g19350.1
Glymal5g19360.1
Glymal5g19360.2

+ o+ o+ o+

+

ANENEN

9.18

-10.88

8.87
8.87

8.87

(C) 2,34

(c) 1.42

(c)-1.13

(f)-2.92

(f) 1.59

(3¢)1.81

(f)-6.21

(f)1.21

(f) -4.25

(f)9.16

(3A) -15.64

+ o+ + o+ +

+

+ 4+t o+ o+

+ o+ o+ o+ o+

+ 4+ + +

+
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Glymal5g19930.1
Glymal5g20630.1
Glyma15g33040.1
Glymal5g33700.1
Glyma15g35670.1
Glyma15g35860.1
Glyma15g41250.1*

(f)1.17

Glymal5g41810.1
Glyma16g00920.1
Glyma16g00930.1
Glymal6g02570.1*
Glyma16g06900.1
Glyma16g07930.1
Glyma16g07960.1
Glymal6g13440.1
Glymal6g16270.1
Glymal6g16800.1
Glyma16g31280.1
Glymal6g31280.2
Glyma16g32100.1
Glymal6g34490.1
Glyma17g03480.1
Glymal7g04170.1*
Glymal7g05830.1
Glymal7g07330.1
Glyma17g09310.1
Glymal7g09640.1
Glyma17g10820.1
Glymal7g12820.1
Glymal7g13010.1
Glymal7g14290.1
Glymal7g14290.2*
Glymal7g15270.1
Glymal7g16980.1*
Glymal7g17560.1
Glymal7g22860.1
Glymal7g26240.1
Glyma17g35020.1
Glymal7g35620.1
Glymal7g36370.1*
Glyma18g03430.1
Glyma18g04580.1
Glyma18g07250.1
Glyma18g07360.1
Glyma18g07960.1
Glyma18g10920.1
Glyma18g16040.1
Glyma18g18140.1
Glymal8g26600.1
Glyma18g32460.1
Glyma18g37640.1
Glyma18g39740.1
Glymal8g39760.1
Glyma18g39760.2
Glyma18g40790.1
Glyma18g41520.1
Glyma18g42530.1
Glyma18g46480.1
Glyma18g49360.1*
Glyma18g49630.1
Glyma18g49670.1

+ o+ [+ o+

+

+ o+ o+ o+

+

+ o+ o+ o+ o+

+ o+ o+ o+

ANENEN

AN

-2.44

-1.08

-10.88

(a) 23.34

(e)-1.14

(f) 1.51

(a) 3.95

(e)-1.73

(b) 1.27

(b) -2.52
(a) 6.21

(a) 5.08
(¢)1.71
(f)-10.21

(c)-1.70

(d))-3.20

(2B) 1.55

(3A) 2.99

+ 4+ +

+ o+ o+ +

+ o+ o+ o+ o+ + o+ o+ o+ o+ + + 4+ + + + + + o+ o+ o+ o+ o+ +

+ + +

+ o+ o+ o+ o+
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Glyma18g49690.1
Glyma18g50890.1
Glyma19g00930.1
Glyma19g02090.1
Glyma19g02600.1
Glyma19g02890.1
Glyma19g02980.1
Glyma19g05080.1
Glyma19g07830.1
Glyma19g13990.1
Glyma19g14230.1
Glyma19g14270.1
Glyma19g24450.1
Glyma19g24530.1
Glyma19g24770.1
Glyma19g25790.1
Glyma19g27750.1
Glyma19g29670.1
Glyma19g29750.1
Glyma19g34740.1
Glyma19g36830.1*
Glyma19g40250.1*
Glyma19g40650.1
Glyma19g40670.1
Glyma19g41010.1
Glyma19g41150.1
Glyma19g41250.1
Glyma19g43740.1
Glyma19g44660.1*
Glyma20g01450.1
Glyma20g01610.1
Glyma20g03940.1
Glyma20g04240.1
Glyma20g04510.1
Glyma20g08730.1
Glyma20g09140.1
Glyma20g11040.1
Glyma20g11110.1
Glyma20g12290.1
Glyma20g20980.1
Glyma20g21670.1
Glyma20g21680.1
Glyma20g22230.1*
Glyma20g24600.1
Glyma20g25110.1
Glyma20g29710.1
Glyma20g29730.1*
Glyma20g32500.1
Glyma20g32510.1
Glyma20g34140.1
Glyma20g35180.1*

P

+

+ o+ o+

+ o+ o+ +

ANENENENENEN

AN

(f)-8.10
(a)-1.19

(f)-2.83

(f)-1.26

(f) 13.96

(f)6.77

(a)5.74

(e) 1.20

(a) 26.51

(38) 1.63

+ +

+ o+ o+ +

+ 4+ o+t

+ o+ o+ o+ o+ o+ o+

+ +

+ o+ o+ + o+ o+ o+
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ANEXO B

GmMYBs induzidos apods a infecgao por P. pachyrhizi em soja (continuagao)

ANALISE DE EXPRESSAO

GENOSOJA - LGE Genevestigator (Fold-chage)
SUPERSAGE SSH = . REACAO ~
GENE ID R2R3 COMPLETO SOYBASE (Fold-change) (FPKM) REACAO COMPATIVEL INCOMPATIVEL OUTROS C(EJ):\IPFT;SNSIAAEC:A
PI561356 MOCKXINOC P1561356 P1462312 P1462312
MOCKXINOC X X
12-24-48HAI 12-192HAI TAIWANS0-2 HAWAII94-1
Glyma20g36600.1 v +
Glyma20g36600.2 v +
Gnl|ug|gma#s34273466
Gnl|ug|gma#s39312923 +
Gnl|ug|gma#s53086590;put- .
169a-glycine_max-63505
Glymal4g21490.1 +
Put-169a-glycine_max-102940 +
Put-169a-glycine_max-
179128;gnl|ug|gmat#s5309051 +
9

Put-169a-glycine_max-
81255;gnl|ug|gma#s48315927

SSH (LINO, 2011): 12, 24 e 48 HAI (A); 72 e 96 HAI (B) e 192 HAI (C); SuperSAGE-LGE: biblioteca SuperSAGE criada a partir ensaios de folhas de soja
PI1561356 (resistente) infectadas com P. pachyrhizi, e controles compostos de folhas sem infec¢do. Ambos disponiveis em www.lge.ibi.unicamp.br/soja/.
Genevestigator: Ensaio formado por plantas de soja (V3) P1462312 (Rpp3) em trés tratamentos: com cepa virulent de P. pachyrhizi (TW80-2), com cepas
avirulentas (HW94-1) e controles (mock), As andlises foram realizadas em 6 pontos: 12hpi (a), 24hpi (b), 72hpi (c), 144hpi (d), 216hpi (e), 288hpi (f). Dados
do experimento disponiveis em: http://www.plexdb.org/modules/PD_browse/experiment_browser.php?experiment=GM36

P. pachyrhizi study 2 e 3: Analise do perfil de expressao de soja P1200492 (Rpp1) com dois tratamentos (HW94-1 ou TW72-1) em diferentes tempos : P.
pachyrhizi study 2 (early, 6-12hpi)/non-infected leaf samples (P1200492)(2a), P. pachyrhizi study 2 (intermediate-24hpi)/non-infected leaf samples
(P1200492)(2b), P. pachyrhizi study 2 (late48hs)/non-infected leaf samples (P1200492)(2c), P. pachyrhizi study 3 (early, 6-12hpi)/non-infected leaf samples
(P1200492)(3a), P. pachyrhizi study 3 (intermediate — 24hpi)/non-infected leaf samples (P1200492)(3b), P. pachyrhizi study 3 (late-48hpi)/non-infected leaf
samples (P1200492)(3c). Disponivel em http://www.ncbi.nim.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE8432

P. pachyrhizi study 4 e 5: Ensaio com folhas de soja PI230970 (Rpp2) e Embrapa-48, infectadas com FAS, em: P. pachyrhizi study 4 (early, 6-24hpi)/mock
inoculated P1230970 leaf samples (4a), P. pachyrhizi study 4(intermediate, 36-72hpi)/mock inoculated P1230970 leaf samples(4b), P. pachyrhizi study 4 (late,
96-168hpi)/mock inoculated PI1230970 (4c), P. pachyrhizi study 5 (early, 6-24hpi)/mock inoculated embrapa48 leaf samples (early)(5a);P. pachyrhizi study 5
(intermediate, 36-72hpi)/mock inoculated embrapa48 leaf samples (5b), P. pachyrhizi study 5 (late, 96-168hpi)/mock inoculated embrapa48 leaf samples (5c¢),
P. pachyrhizi/non-infected leaf samples (5601t)_ (6). Disponivel em: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE33410

Gene ID acompanhado de: “*’- apresentaram expressao em resposta a P. pachyrhizi (Fold-change 21,0; ratio 20,5); Sequéncias sombreadas (cinza)
apresentam R2R3, contudo sem nenhuma expressao;

Sequéncias sem dominio R2R3 (+) e sem expresséo em algum dos bancos de expresséo consultados (ultima coluna: +) representam sequéncias excluidas
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ANEXO C

GmMYBs induzidos em soja durante ataque por Aphis glycines, Heterodera glycines e Phytophthora sojae.

Aphis glycines x soja (V3) | Heterodera glycines X WH82 | P. pachyrhizi | Phytophthora sojae

Gene ID R2R3

SDO01-76R (S) LD05-16060 (R) | 2dpi S5dpi 10dpi | soja (5601T) | athow conrad general 0x20-8 PI1291327 sloan v71-370 Williams Harosoy

Glyma0041s00310.1 + - - - - - -

Glyma0076s00200.1 - - - - - - - - - - - - - B _

Glyma01g00810.1 - - - - - -

Glyma01g02070.1*a + - - - - - - 1,95a 1,652/1,54(4) 1,57a 2,22 - 1,33(4) 1,52a/1,3(4) 1,77a/1,36b -

Glyma01g05190.1 - - - - - - - - - - B B _ N N

Glyma01g05270.1 - - - - - - - - - - - - - - _

Glyma01g05980.1 + - - - - - - - - - - - - _ _ _
Glyma01g06190.1 - - - - - - - - - - - - - N -
Glyma01g06220.1 + - - - - - - - - - - - - _ _ _
Glyma01g09280.1 + - - - - - - - - - - B B _ N N

Glyma01g20440.1 - - - - - - - - - - - - - - _

Glyma01g21900.1 - - - - - - - - - - - - _ _ _

Glyma01g23460.1 - - B . . . . B N N B B N N N

Glyma01g24780.1 - -

Glyma01g26650.1*e + - - 1,77a - - - 1,28b
Glyma01g27720.1 - - - -

Glyma01g28790.1 - - - - - - - - - - - - _ _ _

Glyma01g39740.1

Glyma01g40410.1

Glyma01g41610.1

Glyma01g42050.1

Glyma01g42650.1

Glyma01g43120.1

+ [+ |+ [+ ]|+ [+ ]+

Glyma01g44370.1

19,89a/13,19b/
19,80a/1,48(3)/ 20233/ 40,39(4)/24,91(
Glyma02g00820.1%g + - 3,26a 2,26a 1,70a - - 8,46b 41,12(4)/23,88( 19,00a 29,51a 306 5)/9,8(6)/

5)/9,8(6)/ 6,4(7)/6,32(8)/ 49(2/11(252/32()7)/
7,009) 18)/S,

17,51/18,4/

2,14(3)/24(4)/11, 16,296 3,07b

Glyma02g00960.1 + - - - - - - - - - - - - - - -

6,56a/5,58b/6,

4,43a/ 9,083/ 2,33/ 94(4)/5,27(5)/3

3,44b 11,69b 2,39b ,63(6)/3,3(7)/2,
7(8)/2,7(9)

5,03a/1,62(3)/5
Glyma02g01300.1*g + 1,79 1,23a - - 1,63b ,49(4)/4,59(5)/2
,3(6)

5,02a/3,64b/4,07(
4)/3,13(5)/2(6)/3( 6,53a/4,67b
7)/2,5(8)/2,9(9)

3,78b/
7,2c

Glyma02g01740.1*d + - 1,65a - - - - 1,14a 1,28 - - - - - -

Glyma02g02310.1 - - - - - - - - - - B B _ N N

Glyma02g12100.1

Glyma02g12240.1

Glyma02g12250.1

Glyma02g12260.1

+ [+ |+ [+ |+

Glyma02g13770.1

Glyma02g26540.1 - - - - - - - - - - - - - - _

Glyma02g26980.1 - - - - - - - - - - - - _ _ _

Glyma02g30820.1 - - B . . . . B N N B B N N N

Glyma02g30920.1 - - - - - - - - - - - - - - _

Glyma02g34010.1 - - - - - - - - - - - - - B _

Glyma02g39000.1 - - - - - - - - - - - - - - _

Glyma02g39070.1 + - - - - - - - - - - - - _ _ _

Glyma02g40930.1 - - - - - -

Glyma02g41180.1a + - - - - - - 1'4621/1 1,69b/1,28(6)

1,37a/1,3 1,53a/1
5b ,93b

1,76a/2,05b/1, 1,55(7)/1,3(8)/1,2

1,382 25(3)/1,6(6)/1, )

1,45a/1,68b -




142

9(7)/1,67(8)/1,
65(9)

1,34a/1,48/1,2
9(5)/1,08(7)/1,
198)/1,3(9)

1,12a/1,19b/
1,17(5)/1,17(6)

1,25a/1,14(6)/1,1

Glyma02g41260.1a - - - - - - 1,25a 3(7)

1,35 1,41b

1,2?/1,3 1.46b i

Glyma02g41440.1 + - - - - - - - - - - - - - - -

Glyma02g42030
1

+ - - - - - - - - - - - - - - -

Glyma02g42140 1,60b/1 1,25a/1,6
.1d ,62b 2b

1,59 - 1,73b/1,26(6) 1,1ia6/61|,032a - -

Glyma02g42140 1,55(7)/1,3(8)/
2a 13(9) 4.86c

Glyma02g43280

o * - - - - - - - - - - - 1,07(5) - -

Glyma02g44190
1

Glyma03g00890
1

+ - - - - - - - - - - - - - - -

547'(’;9}3 4,63 5,342/9,18b/1,  1,62a/2,73b/1,41(
ey 4,70a/5,4  98(5)/4(6)/5,1(  5)/2,46(6)/3,4(7)/ 2,85-3,18b -

é,SGb 7-6,56b 7)/4,3(8)/4,8(9) 2,7(8/2,4(9)

2,17-
Glyma03g00980 1,84a/2  3,38a/3,72b/ g

1,11 . . . . . 2,28a/2,6

1d * e ,73b 1,94(5)/4,12(6) g la/ g

+ - - - - - - - - - - - - - - -

Glyma03g01540
1

Glyma03g03660
1

Glyma03g06230
1

Glyma03g07840
1

Glyma03g08710
1

Glyma03g13550
1

Glyma03g14440
1

Glyma03g15810
1

Glyma03g15870
1

Glyma03g15930
1

+ - - - - - - - - - - - - - - -

Glyma03g19030
g

Glyma03g19470
1

+ - - - - - - - - - - - - - - -

Glyma03g22590
1

Glyma03g26210
1

Glyma03g26830
1

Glyma03g31980
1

+ - - - - - - - - - - - - - - -

1,48a
+ 1,89a/2,8b - /1,16 1,06b - - - 1,08(3)/1,31(4) - - - 1,0(3)/1,35(4) 1,05(3) /1,12(4)
b

Glyma03g34110
1*g

Glyma03g37640 N B 1,11a/1,19b 1,03a - - - - 1,13b 1,03 1,06/1,  1,03/1,10  1,12b/1,06(6)/1 1,05/1(3)/1(4)/

g 14b b 07)/108)  1,08(5)/1,07)/1,0 1,07 1,032/1,04
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)

Glyma03g38040
1*g

2,14a/1,07b

2,16a/3,84b

8,4a

2,4a/1,
2b

1,51a/1
,1b

1,35

2,43a/5,16b/1,

07(3)/2,46(4)/2

,36(5)/2,36(6)/

2,5(7)/2,2(8)/2,
2(9)

2,29a/3,67b/1,27(

3)/1,87(4)/1,57(5)

/1,2(6)/1,55(7)/1,
4(8)/1,8(9)

1,75a/1,56b/1(
1,35 3)/1,91(4)/1,75
(5)/1,6(6)

1,63a/1,9 2,01a/2 2,8a/4,38

,6b b

2,34a/1,79b

3,2a/4,9b/3,8
c

Glyma03g38070
1

Glyma03g38410
.1g

1,0a

1,56a/1,41b

1,18a

- 1,18(3) - - - 1,3(3) 1,01(3)

Glyma03g38550
1

Glyma03g38660
.1d

1,0a/1,07b

1,0a/1,31b

- 1,28(3) - - - 1(3) 1,18(3)

Glyma03g41100
1*g

1,09a/1,06b

3,36a

1,17b

1,02

4,39a/7,400/1,
5(4)/
3,0(5)/3,7(6)/,3
5(7)/3,2(8)/3,2(
9)

6,42a/7,61b/1,19(

3)/3,41(4)/5,83(5)

/4,18(6)/5(7)/5(8)
/4,3(9)

4,43a/4,10b/1,
79(4)/3,86(5)/3
,3(6)

3,49a/3
,99b

5,12a/5 4,25a/7,7

4,47a/4,7
2b ,50b 3b

5,85a/6,36b

1,4a/1,2b

Glyma04g00550
g

2,14a/1,13b

1,41a

1,33

- 1,34(3) - - - 1(3) 1,19(3)

Glyma04g00550
2

Glyma04g03910
1%

1,43a

Glyma04g04490
.1*a

1,5a/1,34b/1(3)
17,17(8)/2,74(5
)/1,14(6)

1,26a/1,34/1,2(3)
/3,33(4)/1,37(5)/1
12(6)/2,4(7)

1,16a/1,15(3)/5  1,08a/1,2  2,52a/1  1,81a/1,8

113 163(4)/2,06(5) 4b 68 3b

2,33a/1,52

1,1a/4,2b/10,
65c

Glyma04g04850
1

Glyma04g05170
1

Glyma04g08550
le

1,07a/1,05b

1,0a/1,
02b

1/1,09b 1,02 - -

Glyma04g11040.1

Glyma04g15150.1

Glyma04g26650.1

Glyma04g33210.1*
g

1,04a

1,09/1(3)/1,0(7)/1

1,03 1,19/1,13(3) 1,03 1,15 1,18 26)

1,29/1(3)

1,18

Glyma04g33720.1*
d

1,23a/2,39b

- 1,03 1,05 - 1,04 1,01 -

1,05

Glyma04g34630.1

Glyma04g35720.1

Glyma04g36110.1f

1,35a/2,06b

3,26a/1,25b

Glyma04g38240.1

Glyma04g42110.1

Glyma05g01080.1

+

Glyma05g02170.1

Glyma05g02300.1

Glyma05g02550.1

Glyma05g03780.1

Glyma05g04900.1

Glyma05g06410.1c

+ [+ |+ [+ ]|+

Glyma05g07980.1

Glyma05g08690.1

Glyma05g08760.1

Glyma05g15860.1

Glyma05g18140.1




Glyma05g18820.1

Glyma05g21220.1

Glyma05g23080.1

Glyma05g31400.1

Glyma05g32270.1

Glyma05g33210.1

Glyma05g35050.1*
e

1,71a/1,54(8)/1
,57(9)

Glyma05g36120.1

Glyma05g37460.1

Glyma05g37570.1c

Glyma05g37570.2

Glyma06g00630.1

Glyma06g00630.2

Glyma06g04010.1*
a

Glyma06g04950.1

Glyma06g05260.1*

Glyma06g08660.1

Glyma06g10840.1

Glyma06g12690.1*

Glyma06g16820.1*
d

1,93a/

1,4a/1,78
b

1,76/1,67b/1,4(

1,4/1,29b/1,53(7)/

1,42/1,53b

Glyma06g18830.1

1,59

7)/1,5(9)

1,54(8)

Glyma06g19280.1

Glyma06g20020.1

Glyma06g20800.1*
b

Glyma06g21040.1

Glyma06g22680.1

Glyma06g38340.1

Glyma06g44120.1

Glyma06g45460.1

Glyma06g45520.1*
d

2,91a/
25b

5,47a/4,21b/6,
8(5)/3,6(6)

3,2a/3,07
b

2,46a/
1,86b

4,39a/5,7
1b

3,70a/2,77b/3,
3(5)/2,52(6)/2,
1(7)/2,4(8)2,6(9

3,13a/3,2b/1,35(3
)/

3,74(5)/2,25(6)/2,

5(7)/1,9(8)/3,2(9)

4,42a/3,37b

3,9
a/7,19b
/4,4¢

Glyma06g45530.1

Glyma06g45540.1*

Glyma06g45550.1

Glyma06g45560.1

Glyma06g45570.1

Glyma06g46590.1

Glyma06g47000.1*

Glyma07g01050.1

Glyma07g04210.1

Glyma07g04240.1

+ [+ |+ [+

Glyma07g05960.1*
g

4,193/3,83b/4,
66(4)/
6,72(5)/2,16(6)

7,22a/6,5
2b

7,22a/
24,34b

9,17a/10,
09b

5,53a/8,53b/3,

44(4)87,07(5)/4

124(6)/2,5(7)/2,
1(8)/2,3(9)

5,73a/10,75b/3,2(
4)/7,27(5)/5(6)/4,
8(7)/4,8(8)/2,9(9)

5,86a/6,48b

Glyma07g07960.1

Glyma07g08080.1

Glyma07g10320.1

Glyma07g11330.1d

1,87a/1,53b

1,64b

1,47a/b1,
3

1,47a/1,44b

Glyma07g11330.2

Glyma07g14480.1
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Glyma07g15250.1

Glyma07g15820.1

Glyma07g15820.2

Glyma07g15820.3

Glyma07g15850.1*

Glyma07g16980.1

+ [+ |+ [+ |+

Glyma07g17660.1

Glyma07g28310.1

Glyma07g28590.1

Glyma07g29680.1

Glyma07g30860.1a

Glyma07g33960.1

Glyma07g34030.1

Glyma07g34030.2

Glyma07g35560.1

Glyma07g35580.1

Glyma07g36430.1a

3,063/
3,04b

3,72a/3,01b/1,
9(4)/3,05(5)/2,
48(6)

2,65a/3,5
b

8,59a/
8,09b

5,11a/4,5
b

5,73a/5,7b/2(4)
/3,77(5)/3,82(6
)4,0(7)/3,0(8)/

3,37a/2,88b/1,72(
4)/2,26(5)/1,64(6)
/2,0(7)/2,1(8)/2(9)

3,68a/3,95b

1,9a/4,2
b
/4,0c

Glyma07g37140.1

Glyma08g00810.1

Glyma08g02080.1

Glyma08g03530.1

Glyma08g04670.1*
g

3,41a/1,42b

44,2a/
1,51b

2,11b

29,43a/26,09b/
20,36(4)/26,75(
5)/17,5(6)

23,98a/2
0,81

69,82a
/152,9
5

49,38a/6
4,20b

53,78a/77,09b/
1,68(3)/27,88(4
)/50,68(5)/53,3
5(6)/17,7(7)/18
,3(8)/32,0(9)

26,92a/27,14b/2,0

8(3)/16,9(4)/22(5)

/9(6)/20,5(7)/12,1
(8)/8,9(9)

59,27a/52,19b
/23(3)

3,0a/3,6
b/1,7¢c

Glyma08g06440.1g

1,38a

1,95a

1,65b

1,83b

2,94b

3,13b/1,8(7)

1,87b

1,53b

Glyma08g17370.1

10,56b

Glyma08g17860.1

Glyma08g20150.1

Glyma08g20150.2

Glyma08g20440.1

Glyma08g26890.2

Glyma08g27660.1

Glyma08g27660.2

Glyma08g40020.1

Glyma08g40950.1

Glyma08g42920.1

Glyma08g42960.1

Glyma08g43000.1

Glyma08g44350.1

Glyma08g44950.1

Glyma09g00370.1

Glyma09g03690.1*
a

5,06a/
8,08b

5,52a/5,98b/3,
74(4)/7,3(5)/6,
32(6)

5,83a/7,3
3b

16,72a
/25,72
b

11,18a/2
1,25b

12,85a/20,95b/

6,37(4)/12,74(5

)/10,7(6)/8,0(7)
/6,3(8)/5,8(9)

6,76a/8,12b/3,52(

4)/4,8(5)/4,18(6)/

3,6(7)/3,0(8)/3,1(9
)

8,44a/11,89b

2,5a/
23,4b/
28,36¢

Glyma09g04370.1*
c

Glyma09g12170.1

Glyma09g12230.1

Glyma09g25460.1

Glyma09g25590.1

Glyma09g29240.1

Glyma09g29940.1

Glyma09g30900.1
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Glyma09g31570.1

Glyma09g33870.1

Glyma09g36970.1

+

Glyma09g36980.1

Glyma09g36990.1

Glyma09g37010.1

Glyma09g37040.1f

Glyma09g37340.1

Glyma09g39720.1

Glyma10g00930.1

+ |+ |+ [+ ]+ |+

Glymal10g01330.1*
d

2,16b

1,59

1,47a/
1,6b

1,73a/2,02b/1,
61(5)/1,6(6)

1,48a/2,3
3b

2,7a/1,
94b

1,45a/1,5
7b

2,543/3,2b/1,9

6(4)/2,3(5)/2,5(

6)/2,55(7)2,5(8)
/2,2(9)

1,19a/1,13b

3,41a/3,21b

2,54b

Glymal0g01340.1*
e

1,69a

1,83a/
1,51b

1,65a/1,85b/1,
61(5)

1,67a/1,4
8b

2,5a/2,
38b

2,72a/3,3
9%

2,74a/2,09/1,5

2(4)/1,55/1,73(

6)//2,44(7)/2,2(
8)/2,2(9)

2,05a/1,97b/1,44(
4)/1,73/1,5(6)/1,7
(7)/1,7(8)/2,0(9)

2,64a/2,14b

1,7a/2,3
b/1,9¢c

Glyma10g01800.1

Glyma10g01810.1

Glymal0g02110.1

Glyma10g04250.1

Glyma10g04660.1

Glyma10g06190.1

Glyma10g06680.1

Glyma10g06930.1

Glyma10g14830.1

Glyma10g22770.1

Glyma10g24130.1

Glyma10g26680.1

Glymal0g27940.1

Glyma10g28250.1*
b

Glyma10g30860.1

Glyma10g30870.1

Glymal0g32410.1

Glyma10g33450.1

Glyma10g35050.1

Glyma10g35060.1

Glyma10g35670.1

Glyma10g38090.1

Glyma10g38110.1

Glymal0g41930.1*a

1,57a/1,65b/1,
4(7)/1,6(8)/

Glyma11g01150.1

1,5(9)

Glyma11g02400.1b

Glymal11g02580.3

Glyma11g02780.1

Glyma11g03300.1f

Glyma11g03770.1

Glyma11g04880.1

Glyma11g05550.1*f

1,66a

Glyma11g08760.1

Glymal1g11450.1*e

1,5a

1,77(4)/1,48(5)

Glymal1g11570.1

Glymal1g14200.1

Glymal1g15180.1

+ |+ |+ |+
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Glymal1g15180.2

Glymal1g15180.3

Glymal1g19980.1*

Glymal1g22960.1

Glyma11g27600.1

Glymal1g33620.1%e

2,03a/1,7
3b

1,96a/1,56b/1,
7(7)/1,58(8)/1,
78(9)

1,5a/1,33b

Glymal1g34930.1

Glyma11g34930.2

Glyma11g34930.3

Glymal1g34930.4

Glymal1g38210.1

Glyma12g01960.1

Glyma12g03600.1*a

Glyma12g06180.1

1,77(4)/1,48(5)

Glyma12g07110.1

Glyma12g07110.2

Glyma12g08480.1

Glyma12g10790.1

Glyma12g11330.1

Glymal2g11340.1

Glymal2g11390.1*a

2,29a/1,36(4)/1
,87(5)

1,67(4)/2,09(7)

1,9(9)

Glyma12g11490.1

Glyma12g11600.1

Glyma12g12990.1

Glyma12g15290.1

Glymal2g17020.1

Glyma12g29030.1

Glyma12g30140.1

Glyma12g31950.1

Glyma12g32130.1

Glymal12g32130.2

Glyma12g32530.1

Glyma12g32540.1

Glyma12g32610.1

Glyma12g34650.1c

Glymal12g36630.1

Glyma12g37030.1

Glyma13g01200.1

+ [+ |+ [+ ]+

Glyma13g03740.1

Glyma13g04030.1*

Glyma13g04920.1

Glyma13g05370.1

Glyma13g05550.1

+ [+ |+ [+

Glyma13g07020.1

Glyma13g09010.1

Glyma13g09090.1

Glyma13g09980.1

Glyma13g16890.1a

1,6¢

Glymal3g20510.1*e

1,37a/
1,68b

1,47a/1,35b

1,61a/1,3
9b

1,63a/
1,82b

1,75a/1,9
4b

1,83a/2,16b/1,
66(7)/1,65(8)/1
,8299)

1,48a/1,82b/1,539
7)/1,42(9)

1,47a/1,80b

1,5a/1,2
b

Glyma13g20760.1

Glyma13g20880.1

Glyma13g21370.1

Glyma13g22590.1
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Glyma13g25720.1

Glymal3g27310.1

Glyma13g29890.1

Glyma13g32090.1b

Glyma13g35810.1e

Glyma13g36370.1

Glyma13g36380.1

Glyma13g37820.1

Glyma13g37900.1

Glyma13g37910.1

Glyma13g37920.1

Glyma13g38520.1

Glyma13g39760.1

Glyma13g41470.1

Glyma13g42430.1

Glyma14g04370.1

Glyma14g04590.1

Glyma14g06320.1

Glyma14g06750.1

Glyma14g06870.1d

Glyma14g07510.1

Glyma14g08090.2

Glyma14g09540.1a

Glyma14g10340.1

Glymal4g10480.1

Glyma14g21490.1

Glyma14g24500.1

Glyma14g27020.1

Glyma14g27260.1

Glyma14g35490.1

Glyma14g37050.1

Glymal4g37140.1

Glyma14g39530.1d

3,04a

1,55a/2,69b

1,49/
168b

1,42a/1,69b

1,37a/1,3
5b

1,53a/
1,93b

1,38a/1,3
4b

1,76a/2,05b/1,
62(6)/1,88(7)/1
,67(8)

1,15a/1,20b/1,559
7)

1,45a/1,68b

Glyma15g02950.1

Glyma15g03920.1f

1,72b

Glyma15g04620.1*b

Glyma15g04620.2

2,23a/1,3%

Glyma15g04620.3

Glyma15g04620.4

Glyma15g07230.1

Glyma15g14190.1

Glymal5g14620.1a

3,92a/
3,74b

3,54a/3,32b/3,
31(5)/2,8(6)

3,45a/3,7
1b

9,34a/
7,30b

5,55a/6,5

6,80a/6,46b/5(
5)/3,3(6)/4,097
)/3,5(8)/3,2(9)

3,90a/3,56b/2,58(
5)/2,2(6)/2,2(7)/2,
09(8)/2,3(9)

4,88a/4,94b

1,5a/5,5
b/5,7¢c

Glyma15g14620.2

Glyma15g15400.1

Glymal5g17710.1

Glyma15g19350.1

Glyma15g19360.1b

Glyma15g19360.2

Glyma15g19930.1

Glyma15g20630.1

Glyma15g33040.1

Glyma15g33700.1

Glyma15g35670.1

Glyma15g35860.1
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Glyma15g41250.1

Glymal5g41810.1

Glyma16g00920.1

Glyma16g00930.1

5,54a/7,95/1,3

5,92a/28,75b/4

8,19a/16,77b/1,47

8,3a/3, 4,78a 6,41a/10, 5,093 10,92a/2 ,61(4)/11,01(5 3)/6,03(4)/12,95

Glymal6g02570.1*g + 3,02a 74{) 2,31a 1,50a 6,58b/ 2(3)/5,78(4)/13 15/ 39,60é 7,96b/ /18E6)//7,27(7()/_l: é)}/7,8(6)(/1;,/8(7)/6(, 6,28a/17,67b -

ST 0(8)/4,5(9) 8(8)/4,7(9)
Glyma16g06900.1 + - - - - - - - - - - - - _ B _
Glyma16g07930.1 - - - - - - - - - - - - N R _
Glymal6g07960.1 + - - - - - - - - - - - - - - B
Glymal6g13440.1 + - - - - - - - - - - - - _ - N
Glyma16g16270.1 - - B B B B . B B . . _ _ B _
Glymal6g16800.1 - - - - - - - - - - - - _ B _
Glymal6g31280.1c + - - 1,89a - - - - - - - - - - R -
Glymal6g31280.2 - - - - - - - - - - - - - - B
Glymal6g32100.1 - - - - - - - - - - - - _ - N

1,91a/1,82b/1,

Glymal6g34490.1g + 1,66a 1,42a - 1,55/ 1,55a/1,71b 1542/13 2053/ 1,259/16 42(6)//1,8(7);2, L3Sa/LIN/LE( 4 43,01 40b -

1,93b 8b 1,60b 8)/1,4(9)

0(8)/1,9(9)
Glyma17g03480.1 + - - - - - - - - - - - - _ B _
Glymal7g04170.1* + - - - - - - - - - - - - _ - -
Glyma17g05830.1 + - - - - - - - - - - - - - - B
Glyma17g07330.1 + - - - - - - - - - - - - _ - N
Glyma17g09310.1 - - - - - - - - - - - - N - _
Glyma17g09640.1 + - - - - - - - - - - - - _ B _
Glyma17g10820.1 - - - - - - - - - - - - - - B
Glyma17g12820.1 - - - - - - - - - - - - - - B
Glyma17g13010.1 - - - - - - - - - - - - _ - N
Glyma17g14290.1 + - - - B B . . B . . . _ _ B B
Gene ID R2R3 Aphis glycines x soja (V3) | Heterodera glycines X WH82 | P. pachyrhizi | Phy a sojae
SD01-76R (S) LD05-16060 (R) 2dpi 5dpi 10dpi soja (5601T) athow conrad general 0x20-8 PI1291327 sloan v71-370 Williams Harosoy
Glyma17g14290.2 + - - - - - - - - - - - - - - B
Glyma17g15270.1 + - - - - - - - - - - - - _ - N
Glymal7g16980.1a + - - - - - - 22”13291/ 1,72a/2,02b 2’1181/1’7 1'5‘;1/2'1 1,98b/1,48(4) 2'062)//11"5467?5'18( 2,74a/2,97b 1,76a
Glyma17g17560.1 + - - - B B B . B . N . _ _ B B
Glyma17g22860.1 - - - - - - - - - - - - - - B
Glymal7g26240.1e + - 1,59a - - - - - - 1,51b - - -
Glyma17g35020.1 - - - - - - - - - - - - - - _
Glymal7g35620.1d + 1,40b - - - - - - - - - - - - 1,6/1,44b -
" 2,76a/2,3b 3,14a/1,8  2,49a/  2,47a/43 2?637?2)/25,,4118(:/)/ 1?,’1,5?2111)8//2%,3359(24/
Glyma17g36370.1*g + 1,56a - - 1,92b - 2,55a z,osl(zggfs(s)/ b 416 ob 26290260 LA6(6)/3,007)/4A( 3,31a/3,17b 2,42¢

i 8)/2,2(9) 8)/4,1(9)

Glyma18g03430.1c - - 2,72a - - - - - - - - - B - B
1,96a/1,56b/1,

Glyma18g04580.1a * - - - - - 1165161/ 1,562 - 325 PO oy - 152 :

Glyma18g07250.1

9)

Glyma18g07360.1

Glyma18g07960.1

Glyma18g10920.1

Glyma18g16040.1

Glyma18g18140.1

Glyma18g26600.1

Glyma18g32460.1

Glyma18g37640.1
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Glyma18g39740.1

Glyma18g39760.1

Glyma18g39760.2

Glyma18g40790.1

Glyma18g41520.1

Glyma18g42530.1

Glyma18g46480.1

Glyma18g49360.1*b

Glyma18g49630.1

Glyma18g49670.1

Glyma18g49690.1

+ [+ |+ [+ |+

Glyma18g50880.1

Glyma18g50890.1

Glyma19g00930.1

Glyma19g02090.1

Glyma19g02600.1b

Glyma19g02890.1b

Glyma19g02980.1

Glyma19g05080.1

Glyma19g07830.1

+ [+ |+ [+ ]|+ [+ ]+ [+

Glyma19g13990.1

Glyma19g14230.1

+

Glyma19g14270.1

Glyma19g24450.1

Glyma19g24530.1

Glyma19g24770.1

Glyma19g25790.1

Glyma19g27750.1

Glyma19g29670.1a

1,84a/
2,68b

3,38a/3,72b/1,
94/4,12(6)

2,283a/2,6
1b

4,99a/
6,56b

4,7a/6,91
b

5,34a/9,18b/2,
38(5)/4,23(6)/5
(7)/4,1(8)/4,9

1,56a/3,31b/2,46(
6)/3,3(7)/3,3(8)/2,
5(9)

Glyma19g29750.1

©

Glyma19g34740.1

Glyma19g36830.1

Glyma19g40250.1*a

1,45b

1,59a/1,6
[3

1,86a/1,5(6)/1,
57(7)/1,4(8)/1,

1,81a/1,51b

1,5a/2,5
b/3,6¢

Glyma19g40650.1

409)

Glyma19g40670.1

Glyma19g41010.1

Glyma19g41150.1

Glyma19g41250.1

Glyma19g43740.1

Glyma19g44660.1*

Glyma20g01450.1

Glyma20g01610.1

Glyma20g03940.1

Glyma20g04240.1

Glyma20g04510.1

Glyma20g08730.1

Glyma20g09140.1

Glyma20g11040.1

Glyma20g11110.1

Glyma20g12290.1

Glyma20g20980.1

Glyma20g21670.1

Glyma20g21680.1

150
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Glyma20g22230.1* +
Glyma20g24600.1

1,57a/1,65b/1,
48(7)/1,65(8)/1
,52(9)

1,48a/
Glyma20g25110.1a + - - - - - - - - - 1,79

Glyma20g29710.1
Glyma20g29730.1
Glyma20g32500.1
Glyma20g32510.1a
Glyma20g34140.1

1,84b - - 1,42b 1,65a - 1,78a/2,0b 64,85¢

+ [+ |+ [+ |+

3,2/5,58b/ 4,63a/5,69b/

3,75a/5,00/2,6 1,94(4)/2,61(5)
Glyma20g35180.1*a + - - _ _ _ R 3,51a/ 7(4)/3,05(5)/3, 3,74a/5,6 3,09a/ 4,0a/7,57 / Jalsea) o
3,43b 25(6) 3b 7,190 b 4,1(6)/2,4(7)/ 3,11(6)/3,4(7/3,0(
2,0(8)/2,0(9) 8)/2,9(9)

Glyma20g36600.1
Glyma20g36600.2
gma#s34273466

gma#s39312923 +
gma#s53086590;put- +
Glymal4g21490.1
Put-169a-glycine_max- N
102940
gma#s53090519 +
Put-169a-glycine_max-
81255;gnl|ug|gmatts48 +

315927
Todos os dados foram obtidos através de consulta ao Genevestigator (https://www.genevestigator.com/gv/plant.jsp), utilizando os seguintes parametros para

a analise dos resultados p<0,05; ratio=0,5; fold- change 21,0. Gene IDs acompanhados de “*” representam 0s 69 modelos com indugdo na interagéo soja-
FAS; “* — P.sojae; *“ A glycines; "CUH. glycmes - P. sojae + A. glycines; °- P. sojae + H. glycmes - H.glycines + A. glycines; 9op, sojae + A. glycines
+ H. glycines;

Aphis glycines x soja (V3): Analise da resposta transcricional de plantas de soja a infestagéo de pulgdes de soja resistentes e suscetiveis. Experimento
com trés fatores: variedade de soja em V3 (suscetivel SD01-76R, resistente LD05-16060), o tratamento de pulgbes (controle, pulgdes), e duragcdo de
infestacao (1 dia e 7 dias). Dados disponiveis em: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE35427. (a): 1dpi, (b): 7dpi (estudo 2);

Heterodera glycines: Anadlise de perfis de transcrigcdo de raizes de soja (Williams 82), via microarranjo,em trés pontos de tempo de infecgéo (2,5,10 dias
apos inodculo - dpi) com nematddeos cisticos de soja. Dados disponiveis em: http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/browse.html?keywords=%09+E-MEXP-808.
(a): estudo 1, (b): estudo 2.

P. pachyrhizi x soja 5601T: Analise de expressao génica por microarranjo em plantas de soja infectadas com o fungo Phakopsora pachyrhizi (72hpi) na fase
de crescimento V2. Dados disponiveis em: http://www.ncbi.nIm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE7108.

Phytophthora sojae: Identificagdo de genes diferencialmente expressos durante infecgdo pelo patdégeno P. sojae em 8 cultivares de soja que diferem na
resisténcia quantitativa (Athow,Conrad, General, Ox20-8, P1291327, Sloan, V71-370, Williams), através de microarranjo. As analises foram realizadas em
tempos: 3dpi ( a) e 5dpi (b). Dados disponiveis em: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE7124; Padrdes de expressdo em diferentes
tempos, durante a infec¢do por P.sojae (isolado PT2004C2.S1), de cultivares de soja que diferem na resisténcia quantitativa (resistentes a cepa — CONRAD
e V71-370, suscetiveis — SLOAN e VP-RIL9): estudos (3) (24hpi), (4) (48hpi),(5) (72hpi),(6) (120hpi), disponivel em:
http://www.plexdb.org/modules/PD_browse/experiment_browser.php?experiment=GM3 e estudos (7)(24hpi),(8) (48hpi),(9) (72hpi), disponivel em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE11611. Estudo 10 — Amostras de hipocotilo de soja Harosoy (suscetivel) inoculados com a cepa
P6497 (raca 2) de P. sojae, foram analisados através de microarranjo em 12 (a), 24 (b), 48 (c) horas apds o inéculo (hpi). Todos os resultados foram obtidos
a partir de ensaios com microarranjo.Expressdo em Fold-change para todos os ensaios.
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Glyma

Expresséo

Soybase

Genevestigato
r
(Fold-change)

Dominio R2R3

Glyma01g20440.

1

Glyma01g21900.
1

Glyma01g23460.
1

Glyma01g24780.

1

Glyma01g27720.

1

Glyma01g28790.
1

Glyma02g26540.
1

Glyma02g26980.

1

Glyma02g30820.

1

Glyma02g30920.
1

Glyma02g34010.
1

Glyma02g39000.

1

Glyma02g40930.

1

Glyma02g41260.
1

Glyma02g42140.
1

Glyma029g42140.

2

Glyma02g44190.

1

Glyma03g03660.
1

Glyma03g06230.
1

Glyma03g08710.
1

Glyma03g13550.

1

Glyma03g14440.
1

Glyma03g22590.
1

Glyma03926210.
1

Glyma03g26830.

1

Glyma03g38550.
1

Glyma04g04850.
1

Glyma05902170.
1

Glyma05g07980.

1

Glyma05g15860.

1

Glyma05g18820.
1

Glyma05g31400.

1

Glyma05g32270.

Sem R2R3
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1

Glyma059g37570.

1

Glyma05g37570.

2

Glyma06g04950.
1

Glyma06g44120.
1

Glyma069g46590.
1

Glyma07g08080.

1

Glyma07g17660.
1

Glyma07g28310.
1

Glyma07g28590.

1

Glyma07g29680.

1

Glyma07934030.
1

Glyma07g34030.
2

Glyma08g03530.
1

Glyma08g20150.
1

Glyma08g20150.
2

Glyma08g26890.
2

Glyma08g27660.
2

Glyma08g40020.
1

Glyma08g43000.

1

Glyma08g44350.
1

Glyma09g12230.
1

Glyma09g25460.
1

Glyma09g29240.

1

Glyma09g36980.
1

Glymal0g01810.
1

Glymal0g02110.
1

Glymal0g04660.
1

Glymal0g06930.
1

Glymal0g14830.
1

Glymal0g22770.
1

Glymal0g24130.
1

Glymal0g35670.
1

Glymallg02580.

3

Glymal1lg02780.

1




ANEXO D

(continuacao)

154

Glyma

Expresséo

Soybase

Genevestigat
or

Dominio R2R3

Glymallg0488
0.1

+

Glymallg0876
0.1

+

Glymallg1518
0.2

Glymallg1518
0.3

Glymallg2296
0.1

Glymallg2760
0.1

Glymallg3493
0.1

Glymallg3493
0.2

Glymallg3493
0.3

Glymallg3493
0.4

Glymallg3821
0.1

Glymal2g0711
0.1

Glymal2g0711
0.2

Glymal2g1079
0.1

Glymal2g1160
0.1

Glymal2g1299
0.1

Glymal2g1529
0.1

Glymal2g1702
0.1

Glymal2g2903
0.1

Glymal2g3213
0.1

Glymal2g3213
0.2

Glymal3g0374
0.1

Glymal3g0702
0.1

Glymal3g0909
0.1

Glymal3g2076
0.1

Glymal3g2137
0.1

Glymal3g2259
0.1

Glymal3g2572
0.1

Glymal3g2989
0.1

Glymal3g3637
0.1

Glymal3g3638
0.1

Glymal3g3790
0.1

Glymal3g3791
0.1

Sem R2R3
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Glymalag0459
0.1

Glymal4g0675
0.1

Glymal4g0809
0.2

Glymal4g1048
0.1

Glymal4g2702
0.1

Glymal4g2726
0.1

Glymal4g3549
0.1

Glymal4g3705
0.1

Glymal5g0462
0.2

Glymal5g0462
0.3

Glymal5g0462
0.4

Glymalsg1771
0.1

Glymal591993
0.1

Glymal5g2063
0.1

Glymal5g3304
0.1

Glymal5g3370
0.1

Glymal5g3567
0.1

Glymal6g0093
0.1

Glymal7g1282
0.1

Glymal7g1301
0.1

Glymal7g2286
0.1

Glymal8g0343
0.1

Glymal8g0725
0.1

Glymal8g1814
0.1

Glymal8g3246
0.1

Glymal8g3764
0.1

Glymal8g4079
0.1

Glymal8g4253
0.1

Glymal9g2453
0.1

Glymal9g2579
0.1

Glymal9g2775
0.1

Glymal9g4115
0.1

Glyma20g0145
0.1

Glyma20g0394
0.1

Glyma20g0873
0.1

Glyma20g0914
0.1

Glyma20g1111
0.1
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Glyma

Expresséo

Soybase

Genevestigat
or

Dominio R2R3

Glyma20g1229
0.1

+

Glyma20g2167
0.1

Glyma20g2168
0.1

Glyma20g2460
0.1

gnl|lUG|Gma#S
34273466

Glymal4g2149
0.1

Sem R2R3

Glyma

Soybase

Genevestigat
or

Apenas R2

Glyma01g0081
0.1

MGRAPCCDKSNVKRGPWSPDEDATLKNYLEKHGTGGNWIALPKKAG
LKRCGKSCRLRWLNYLRPHIKLGGFTEEEDKICTLYDTIGSRQVVLYSS
STSRENRQ

Glyma01g0619
0.1

PCCEKVGLKKGPWTPEEDKKLVAYVEKHDHGNWHSVPAKAGFKLRL
QIHFRFVMILDIVGHCRQMQSIDKVAIVVAMSSKMWKELQAEVDQLPQ
ARYKKRKLQHGGRPYHYSTSCSSWKQ

Glyma03g0784

NNIKSNLRKGLWSPEEDEKLIRYMITKGQRCWSDIARNGGLQRCGKSC

0.1 QLRWINYFRPDLKRG

Glyma03g3807
0.1 )

Glyma04g0055 AWTKEEDHRLISYIRAHGEGCWRSLPKAAGLLRCGKSCRLRWINYLRP
0.2 + DLKRGNFSLEEDQLIKLHSLLGNKLPGRTDNEIKNYWNTHIRRKLLSRG

ID

Glyma05g1814
0.1

MGRSPCCNENGLKKGPWTPEEDQKLVQHIQKHGHGSWRALPKQAGL
NRCGKSCRLRWTNYLRPDIKRGKFSQEEEQTILNLHSILGNX

Glyma05g3612
0.1

MGRAPCCDKANVKRGRWSPEEDETLKNYLKKHATPGNWITLPQKAGL
KRCGKSCRLRWLNYLRPHIKHGGFTHEEDQFICSLYATIGTRQIECFLF
CLFIPYINKWSLIAAQLPGRTDNDVKNHWNTK
[W]-x(20)-[W]-x(19){W]-x(12)-[F]-

Glyma06g0063
0.2

WTKEEDHRLISYIRAHGEGCWRSLPKAAGLLRCGKSCRLRWINYLRPD
LKRGNFSLL

Glyma06g4553
0.1

WSREEDEKLTAYVKRHGHSNWRQLPKFAGLARCGKSCRLRW

Glyma06g4556
0.1

WTPEEDKKLVEYITRYGHWNWRLLPKFAGLARCGKSCRLRW

Glyma07g1525
0.1

MGRAPCCDKSNVKRGPWSPDEDATLKNYLEKHGTGGNWIALPKKAG
LKRCGKSCRLRWLNYLRPHIKLGGFTEEEDNIICTLYDIIGSRQLTAQLP
GRTDNDVKNHWNTKLKKKFLAGNTSSSIATTS
[WIx(20)-[W]-x(1 9} [W]-x(12)-[F]-

Glyma07g3558

WRPAEDSKLKELVALYGPQNWNLIAEKLEGRSGKSCRLRW

01
Glymaoosl;g1217 ; WSTEEVQILIRLVERYDPQNWSLISRYIKGRSNKLCLLRW
G'ymaolggomo : WTAEEDETLAKYIQTNGEGSWRSLPKNAGLLRCGKSCRLRW
Glymaolgg0425 ; WTQEEDLILIHHINTHGHKNWRALPKQAGLLRCGKSCRLRW
G'ymaol(l’g%OG + WSAEEDKILMNDVQVHGERKWRELSKRAGLKRCGKSCRLRW
Clvmal203254 RTPSSSHKSGLNKGTWTPEEDAKLIAYITRYGSWNWRQLPRFAGLAR
ymaizg ; CGKSCRLRWLNYLRPNIKRGNYTKEEEEIIRLHEKLGNKYALTFQAKLN
' FPQHCTASKARQGNYKIFPYFNTYRPMHLAX
G'ymaoligwgz ; WTPEEDRKLIDYVTKYGHWNWRLLPKFAGLARCGKSCRLRW
G'ymaol‘igz“g + WTREEELALIHYHQIFGNKWAELSKVIPGRTDNAIKNHW
G'ymaoligl%s ; WSYEEDKIPMKYVQVHGERNWRNLFERASLKRCGESCKHPW
Glymal7g0931 . WSPEEDEKLFNYITRFGVGCWSSVPKLAGLQRCGKSCRLRWINYLRP
01 DLKRGMF

Glymal8g5088

WIGEEDKLLCEYVSLHGEGRWSSVAKLTGLNRSGKSCRLRWVNYLRP
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0.1 GLKKAQL
Glymal9g2445 WTTEEEEILTKYIMANGE GSWRSLPKNTGLLRCGNSCRLRWINYLRAD
0.1 i LKRGTF
G'ymZ%OOOIGSOO - VWRKGPWTAEEDRLLVEYVRLHGEGRWNSVARLAX
Glyma Soybase Gene\éﬁsngat Apenas R3
Glyma04g1104 MGRSPCCDENGLKKGPWTPEEDQKLVQHIQKHGHGLNRCGKSCRLR
0.1 + WTNYLRPDIKRGKFSQEEEQTILHLHSILGNKWSSIATHLPGRTDNEIK
NFW
G'ymagig 3572 ; WTDEEDKVLIEVHDEVGNKWAEIATRLPGRTENSIKNHWNATK
Glyma06g2002 ] WTNYPRPDLKDDNFTTQEEDLIIKLHAAIGSRWSIIAQQLPGRTDTDVK
0.1 NYW
Glymal9g2477 ] WFNQLDPRINRNPFTEEEEERLLASHRIHGNRWAVIARHFPGRTDNAV
0.1 KNHW
Glyma Soybase Gene\éersugat R2 Incompleto
Glyma05g0876 LVELVNQF GLKKWSQIAKLLPGRIGKQCRERWHNHLKPNIKKDSWTLE
0.1 + EDMILIKAHKKVGNKWSEIAKRLPGRPENTIKNHWNTTKRRQNCKRHK
HTIYEGSLLHGYIKK
Glymaosg332L RCGKSCRLRWTNYQRPDVKKGKFTEEESNLIIHLHSLLGNKNEHKPSS
o1 - LYFHLLNNCLILSILREIKVDKNNLQKTCIWSQMARSLPGRTDNKIKNYW
) [WI-x(19)-[ 1-x(19)-[ 1-x(12)-[F]-x(18)-[W]-x(18)--[W]
NDDETAAKEEEEDAILMEYVKKHGEGNWNSVQKNSGLLRCGKSCRLR
Glymal3g3852 . WANHLRPNLKKGAFSPEEEQVIIDLHSKLGNKWARMAAQLPGRTDNEI
0.1 KNFWNTRMKRRQRAGLPIYPPE
[ I-x(19)-[W]-x(19)-[W]-x(12)-[F]-x(18)-[W]-x(18)--[W]
Glymal6g07e3 RVLVQLVERFGFKKWSHIARLLNGRVGKQCRERWHNHLRPNIRKESW
o1 + NEEEDRILIEAHKEVGNRWAEIARRMPGRTENTIKNHWNATKRRLNAK
: RLRNKRRGLKGPTLLESYIRQVTANEETQKEMIKNSMSNMNLKGESX
Glymal6g1627
0.1 )
Glymal6g1680 ]
0.1
Glyma06g4552 WTPEEDKKLIAYITRYGHWNWNLLPKFAGLERCGKSCRLRWLNYLRPNIKRGNYT
0.1 + QEEDETIIKMVQRLGNRWSLIAAQLPGRTDNEIKNYWHTNLKK
[WI-x(19)-[WI]-x(19)-[W]-x(12)-[L]-x(18)-[W]-x(18)--[W]
lyma06g45570 WTPEEDKKLIAYITRYGHWNWNLLPKFAGLERCGKSCRLRWLNYLRPNIKRGNYT
h : ; QEEDETIIKMVQRLGNRWSLIAAQLPGRTDNEIKNYWHTNLKK
[W]-x(19)-[W]-x(19)-[W]-x(12)-[L]-x(18)-[W]-x(18)--[W]
Glyma08g4292 ] WTTAEDVILMDYVTKNGEGNWNAVQRNTGLNRCGKSCRHRWANHLRPNLKKG
0.1 AFSPEEEKLIVDLHAQFGNKW
Glyma9ga701 VRKGAWSKCEDDLLRACVQLYGEGKWHLVPQRAGLNRCRKSCRLRWLNYLKPN
o1 ; IKRGDFSEDEVDMMIRMHKLLGNRHLFRDLKEDQGKLSKKDQGNKWS
: [WI-x(19)-[W]-x(19)-[W]-x(12)-[F]-x[]-x(18)--[W]
MRIMIKGGVWKNTEDEILKAAVMKYGKNQWARISSLLVRKSAKQCKARWYEWLD
PSIKKTEWTREEDEKLLHLAKLMPTQWRTIAPIVGRTPSQCLERYEKLLDVACVKD
Glymal0g3087 . ENYEPGDDPRKLRPGEIDPNPESKPARPDPVDMDEDEKEMLSEARARLANTKGK
0.1 KAKRKAREKQLEEARRLASLQKKRELKAAGIDIRQRKRKRKGIDYNAEIPFEKRPP
PGFFDVTDEDRPVEQPQFPTTIEELEGKRRVDVEAQLRKQDIAKNKIAQRQDAPS
AILHAN
Glymal2g1133 WTPEEDKKLIAYITRYGHWNWNLLPKFAGLERCGKSCRLRWLNYLRPNIKRGNYT
01 ; QEEDETIKMVQRLGNRWSLIAAQLPGRTDNEIKNYWHTNLKK
: [WI-x(19)-[W]-x(19)-[W]-x(12)-[L]-x(18)-[W]-x(18)--[W]
Glymal2g1149 WTPEEDKKLIAYITRYGHWNWNLLPKFAGLERCGKSCRLRWLNYLRPNIKRGNYT
01 ; QEEDETIIKMVQRLGNRWSLIAAQLPGRTDNEIKNYWHTNLKK
: [WI-x(19)-[W]-x(19)-{W]-x(12)-[L]-x(18)-[W]-x(18)--[W]
Glymal2g3253 WTPEEDKKLIAYITRYGHWNWNLLPKFAGLERCGKSCRLRWLNYLRPNIKRGNYT
o1 ; QEEDETIIKMVQRLGNRWSLIAAQLPGRTDNEIKNYWHTNLKK
: [W]-x(19)-[W]-x(19)-[W]-x(12)-[L]-x(18)-[W]-x(18)--[W]

G'ymaolgg 1462 + WTVDEDLALINYIANHGEGRWNSLARSAGLKRTGKSCRLRWLNYLRPDVRRGNI
MRIMIKGGVWKNTEDEILKAAVMKYGKNQWARISSLLVRKSAKQCKARWYEWLD
PSIKKTEWTREEDEKLLHLAKLMPTQWRTIAPIVGRTPSQCLERYEKLLDAACVKD

Glyma20g3660 . ENYEPGDDPRKLRPGEIDPNPESKPARPDPVDMDEDEKEMLSEARARLANTKGK

01 KAKRKAREKQLEEARRLASLQKKRELKAAGIDIRQRKRKRKGIDYNAEIPFEKRPP
PGFFDVTDEDRPVEQPQFPTTIEELEGKRRVDVEAQLRKQDIAKNKIAQRQDAPS
AILHAN
Glyma20g3660 N WKNTEDEILKAAVMKY GKNQWARISSLLVRKSAKQCKARWYEWLDPSIKKTEWT
0.2 REEDEKLLHLAKLMPTQW
Glyma Soybase ~ CGenevestigat Substituicio de “W”

or
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Glyma02g0231
0.1

MVNEESKKKERHIVTWTQEEDDILREQIGVHGTENWAIIASKFKDKTTRQCRRRW
YTYLNSDFKKGGWSPEEDMLLCEAQKIFGNRWTEIAKVVSGRTDNAVKNRFSTL
CKKRAKY

Glyma08g4095
0.1

KKKERHIVTWTQEEDDILREQIGIHGTENWAIIASKFKDKTTRQCRRRWYTYLNSD
FKKGGWSAEEDMLLCEAQKVFGNRWTEIAKVVSGRTDNAVKNRFSTLCRKKQK
YAALAKENSTSYINSNNKRMMLQHCNNMDTTSESGVPIKNLRRADIADDAEKIKFE
DRSHLRNGTPINQQPRAPLAVLAQNCHNSNNLTDQHHLCNPKFSSSAQNNKIQG
TFLKKDDPKISALMQQAELLSSLALKVDTENMDQSLENAWKVLQEFLNRSKESDIP
GQKVPD

Glymal5g1419
0.1

MGWGVIEEEGWRKGPWTSEEDRLLILYVKFHGEGRWNSAARLAGLKRNGKSCR
LRWVNYLRPDLEKGQITPQEESIILELHARWGNRWSTIARSLPGRTDNEIKNYCRT
HFKK
[W]-x(19)-[W]-X(19)-[W]-x(12)-[]-X(18){W]-X(18)-[C]

Glymal8g1604
0.1

KKKERHIVTWTQQEDDILREEIGIHGTENWAIIASKFKDKTTRQCRRRWYTYLNSD

FKKGGWSAEEDILLCEAQKIFGNRWTEIAKVVSGRTDNAVKNRFSTLCRKKQKYE

ALAKENSTSYINSNNKRVMFQHCNNMDTTSESGVPIKNLRRTHIHYNAEKIKFEDR

LHLRNETPINQQPRAPLAVLAQNSHNSNNLPDQHHVCNPKFSSLAQNYKIQGTFL

KKDYPKISALMQQAELLSSLALKVDAGNMDQSFENAWKVLQEFLKRTKESNIPGQ
KIPD

Glyma01g0519

MVNEESKKKERHIVTWSQEEDDILREQIGVHGTENWAIIASKFKDKTTRQCRRRW
YTYLNSDFKKGGWSPEEDKLLCEAQKIFGNRWTEIAKVVSGRTDNAVKNRFSTLC

0.1 KKRAKY
_ [WI-x(19)-[W]-x(18)-[W]-x(12)-[F]-x(18)-[W]-x(18)--[F]
Glyma Soybase Genevestigat Com variag@o no espagamento entre “W”

or

Glyma049g3463
0.1

WTTEEDTKKLAFGSKHRSGNWTSVPKKSRLKRCGKSCRLRWTNYPRPDLKDDN
FTTQEDLIMKLHAAIGSRWSIVAQQLLGRTDNDVKNYW
[W]-x(19)-[W]-x(19)-[W]-x(12)-[F]-x(17)-[W]-x(18)--[W]

Glymal8g3976
0.2

WRAEEDALLRAYVKQYGPREWNLVSQRMNTPLNRDAKSCLERWKNYLKPGIKK
GSLTEEEQRLVINLQATHGNKWKKIAAQVPGRTAKRLGKWW
[WI-x(19)-[W]-x(21)-[W]-x(12)-[L]-x(18)-[W]-x(18)--[W]

Glymal9g4065
0.1

RSLSGSSEEEMSITKGPWTEEEDSVLFNYITVHGEGLKRTGKSCRLRWLNYLRPNV

RRGNITLEEQLLILDLHSRWGNRWSKIAEHLPGRTDNEIKNYW
[WI-x(30){W]-x(19)-[W]-x(12)-[I]-x(18)-[W]-x(18)--[W]

Glymal9g4067
0.1

KKARSIVLDCEEEIRKGPWSVEEDTILQNHVATHGDGLKRSGKSCRLRWLNYLRP
DVRRGNITLQEQITILELHSRWGNRWSKIARHLPGRTDNEIKNYW
[W]-x(30)-[W]-x(19)-[W]-x(12)-[I]-x(18)-[W]-x(18)--[W]

Glymal7g3502
0.1

MGRAPCCDKANVKRGPWSPEEDATLKNYVETHGTGLRRCGKSCRLRWLNYLRP
DIKHGGFTEEEDNIICTLYAQMGSRWSAIASKLPGRTDNDVKNYWNTKLKKKIMA
RKVTLKTLTHNDTLPSTSTP
[W]-x(30)-[W]-x(12)-[F]-x(18)-[W]-x(18)--[W]
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Comparacéao dos subgrupos MYB de soja com os identificados por Du et al., (2012)

Du et al., (2012)

Diferencas observadas
Subgrupo AtMYB/GmMYB
AtMYB75, AIMYB114, AtMYB113, AtMYB90
C1(S6) GmMYB96,GmMYB80,GmMYB227,GmMYB8,GmMYB241, Também agrupou Glyma9g36970
GMYB155,GmMYB192
Sem AtMYB82, como observado
C2 (S15) AtMYB82, AIMYB66, AtMYBO, AtMYB23 om DUBOS ot al,, 2010
Agrupou também Glyma14g24500
c3 AMYBS e Glyma13g09980
Cc4 GMMYB47, GmMYB115, GmMYB58, GmMYB127 Também agrupou GmMYB33
GmMYB195
C5 GmMYB45, GmMYB24, GmMYB103 Sem diferengas
AtMYB123 Apenas AtMYB123 foi agrupado, os
C6(S9) GMMYB191, GmMYB193, GmMYB205 demais GmM\gi&;';am agrupados
o7 GmMYB33, GmMYB195, GmMYB136, GmMYB175, GMMYB33 e GmMYB195 foram
GmMYB178, GmMYB194 agrupados em C4
C8 GmMYB170, GmMYB203, GmMYB177, GmMYB211 Sem diferengas
Co (s4) AtMYB3, AtMYB8, AtMYB7, AtMYB4, AtMYB32 Também agrupou AtMYBS,
GmMYB6, GmMYB141, GmMYB2, GmMYB5, GmMYB42 Glyma4g00550 e Glyma8g00820
AtMYB11, AIMYB12, AtMYB111
C10(S7) GmMYB176, GmMYB190, GmMYB200, GmMYB174, Também agrupou Gmas53090519
GMMYB204, GmMYB197, GmMYB198
AtMYB20, AtMYB43, AtMYB85, AtMYB42 Agrupo também AtMYB99,
c11 GmMYB98, GmMYB122, GmMYB116, GmMYB129, AtMYB40, GmMYB124,
GmMYB97, GmMYB114, GmMYB101, GmMYB126 GmMYB238, GmMYB239
AtMYB40
c12 GmMYB124, GmMYB238, GmMYB239 Foram agrupados em C11
AtMYB103 .
13 GmMYB163, GmMYB232, GmMYB165, GmMYB209 AMYB103 foi agrupado em C32
AtMYB55, AtMYB50, AtMYB61, AtMYB86
GmMYB185, GmMYB213, GmMYB184, GmMYBY,
C14 (S13) GMMYB187, GmMYB94, GmMYB39, GmMYB23, Sem g:ﬂygfi?nfoir;ge\,()8189
GmMYB214, GmMYB189, GmMYB186, GmMYB57,
GMMYB162
AtMYB26, AtMYB6
C15 GmMYB107, GmMYB121, GmMYB102, GmMYB65, Também agrupou Glyma15g02950
GmMMYB85
AtMYB46, AtMYB83
c16 GmMYB20, GmMYB188, GmMYB179, GmMYB202, Sem g:;:"gf;ﬁﬁ:gg’;"; B15
GmMYB15, GmMYB182, GmMYB118, GmMYB180
AtMYB13, AtMYB14,AtMYB15 Também agrupou
Glyma10g30860,Glyma19g43740,
C17 (S2) GmMYB132, GmMYB201, GmMYB158, GmMYB159,

GmMYB215, GmMYB223

Glyma3g41100, Glyma6g45540,
Glyma12911390, Glyma6g45550,
Glyma12g11340, Glyma6g45570
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Du et al., (2012)

Diferencas observadas

Subgrupo AtMYB/GmMYB
C18 GmMYB199, GmMYB22, GmMYB134 Todos agrupados em C17
AtMYB72, AIMYB10, AtMYB58, AtMYB63 .
C19 (S3) GmMYB66. GmMYB123 Sem diferencas
AtMYB18, AtMYB19, AtMYB45 _
€20 (S16) GmMMYB25, GmMYB148, GmMYB145. GmMYB152 Sem diferencas
GmMYB233, GmMYB142, GmMYB149, GmMYB150,
c21 GMMYB62, GmMYB34, GmMYB35 Agrupado em C17
AtMYB17
C22 GmMYB71, GmMYB95, GmMYB196, GmMYB206, Agrupados em C23
GMMYB169, GmMYB212
AtMYB16, AIMYB106 )
C23 (S9) GmMYB77, GmMYB70, GmMYB93, GmMYBO2, CT:rTer:] FE)QJEE:‘;?‘;\AE%%
GmMYB63, GmMYB52 .
AtMYB28, AIMYB76, AMYB29, AIMYB34, AtMYB51, .
C24 (S12) AIMYB122 Sem diferengas
Também agrupou AtMYB47 e
c25 GMMYB157, GmMYB171 Jrivi
AtMYB102, AtMYB41, AtMYB74
GmMYB17, GmMYB83, GmMYB210, GmMYB64, .
©26 (S11) GmMMYB61, GmMYB76, GmMYB79, GmMYB242, Tambeém agrupou AtMYB49
GMMYB117
c27 (524) AtMYBO4, AtMYB96, AtMYB92, AtMYB53 Sem GmMYB54 (sem dominio
GmMYB54, GmMYB59, GmMYB48, GmMYB53 R2R3)
Cc28 AtMYB9 e AtMYB107 Agrupado em C29
Também agrupou GmMYB29,
C29 (S10) GMMYB10, GmMYB69, GmMYB86 GMMYBT73, GmMYB50,
GMMYB72
C30 GmMYB29, GmMYB73, GmMYB50, GmMYB72 Agrupados em C29
AtMYB30, AtMYB96, AtMYB94, AtMYB60, AtMYB31
c31 (s1) GmMYB4, GmMYB46, GmMYB153, GmMYB207, Também agrupou
GMMYB172, GmMYB173, GmMYB222, GmMYB160, Glyma9g37340
GmMMYB7
AtMYB35, AtMYBS0 ]
c32 GmMYB119, GmMYB131, GmMYB89, GmMYB144 | 2mPem agrupou AtMYB103
AtMYB36, AtMYB37, AMYB38, AtMYB87, AtMYB68, GmMYB224, GmMYB225,
AtMYB84 GmMYB221 n&o apresentam
GMMYB164, GmMYB218, GmMYB13, GmMYB220, GmMYB13()R]?C)IT2; oado em
C33(S14)  GmMYB137, GmMYB219, GmMYB168, GmMYB208, 037,9 P
GMMYB161, GmMYB40, GmMYB130, GmMYB224, Tarmbém aarubou
GmMMYB225, GmMYB221, GmMYB166, GmMYB216, Glyma1g4g41% e
GMMYB167, GmMYB217, GmMYB18, GmMYB38 o 086590
AtMYB79, AIMYB71, AtMYB121 )
C34 GmMYB243, GmMYB244, GmMYB100, GmMYB183,  CmMYB126 (';01' fgr“pado em
GMMYB113, GmMYB126, GmMYB135, GmMYB108
C35 AtMYB48, AtMYB59 Sem GmMYB37 (Sem dominio
GmMYB74, GmMYB37, GmMYB82 R2R3)
AtMYB27 .
Cc36 GmMMYB120, GmMYB146 Sem diferencas
ca7 (319) AtMYB21, AtMYB24, AtMYB57 Som diferencas

GmMYB27, GmMYB130, GmMYB43, GmMYB26,
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GmMYB125
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AtMYBG62, AtMYB116, AtMYB112, AtMYB2,
AtMYB78, AtMYB108

GmMYB31, GmMYB133, GmMYB226, GmMYB28,

Sem GmMYB226 e GmMYB1

38 (520) GmMYB110, GmMYB14, GmMYB105, GmMYB21, (sem dominio R2R3)
GmMYB44, GmMYB104, GmMYB111, GmMYB1,
GmMYB99, GmMYB16, GmMYB112
AtMYB81, AtMYB104, AtMYB125, AtMYB33, GmMYB143 foi agrupado em
AtMYB97, AtMYB120, AtMYB101, AtMYB65 ?_creme; sem GmMYB181
C39 (S18) (sem R2R3); Também agrupou
GmMYB55, GmMYB84, GmMYB143, GmMYB75, Glyma13g04030,
GmMYB181, GmMYB90, GmMYB109 Glyma20g11040,
Glyma6g47000
AtMYB91 GmMYB140 foi agrupado em
C9; Também foram agrupados
C40 GmMYB140, GmMYB151, GmMYB240, GmMYB30, Glyma1g06220,
GmMYB154 GmaS48315927,
GmaS39312923
AtMYB1, AtMYB25, AtMYB109 Também agrupou
C41(S23) GmMYB81, gmMYB49 Gg;“;:g;fsggoe
AtMYB44, AIMYB77, AtMYB70, AtMYB73 Também agrupou
C42 (S22) GmMYB41, GmMYB3, GmMYB32, GmMYB36, Glyma17g36370
GmMYB12, GmMYB11, GmMYB19, GmMYB231
AtMYB52, AtIMYB69, AtIMYB89, AtMYB110,
AtMYB56, AtMYB105, AtMYB117 .
43 (S21) GmMYB68, GmMYB87, GmMYB56, GmMYB60, Sem diferencas
GmMYB230, GmMYB236, GmMYB228
AtMYB64, AtMYB119, AtMYB118, AtMYB98,
C44 (S25) AtMYB115, AtMYB22, AtMYB100 Sem diferengas
GmMYB229, GmMYB235, GmMYB88, GmMYB234
C45 - -
C46 - -

Ca7
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Versao completa da Figura 8: Relagbes Filogenéticas, classificagcdo em subgrupos e

motivos da regido C-terminal de proteinas GmMYB e AtMYB.

525

]

e

Subgrupo

HE Glymaldg 15870

Glynaltiy15030

YBEAID
YEA10

Arquitetura dos motivos
conservados em RZR3-MYDb

30 29
-
333435

3738

Padrio
de expressao

cines
ycines

Pratylenchus

RT-gPCR
P. pachyrhizi
. sojae

A.g
H. g
P

Glymad1 505080
Glymal2g12100

GlymaQ3gOised
GlymaBig2e670
Glymaldge21i0
Glymadbig! 2680
GlymaQtgaiasd
Glymabga90
ATMYB52
ATMYREL
ATMYBIDS
Ardgae020.1
Al3g20020.2
ATMYBES
AMYESE
ATMYBES
Glymaldg15810
Glymad1g26a50
AIMYB1
GlymaldgDBET0
Glyma02ge2000
AIMYB2S
AIMYB108
Glymal4giato
Glyma0igddlid
Glyma7g36370
Glymaldgd480
GlymalTgase20
Glymaldghssd
GlymaQSg21220
Glymal1glsss0
Glyma01g3oTed
ATHYBA4
ATMYRTT
AIMYBTD
ATMYBTS
Glymad2g43280
Glyma14g06Xa0
GlymadBgBE&0
GlymaQ4gOBssd
Glymai Tga6240
Glymadig1470
Glyma BaoT40
GlymadTgi5azg.
GlymadTg15820
Glymal1ga2650
Glymaldg 5870
Glymaddg15530
GlymaQ5g02300
Glyman 7500640
Glymadbg 18280
ANYBOSE
GlymatagiT140
Glyma02ganoro
Glymal BT 360
ANYBE4
ATMYBIIG
AIMYBZZ
ANYB100
AMYB11S
ATMYRIIR
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Glymalig15180
srmatspin GOOO
mes QOO0
ATMYBAS 29 ®

c&$

BIE
B11E

48 47

-

2728

Giymaloy30800
GlymadTg11330
Glymadigdiza0,
Gmas4B5azT
GmaBIgiIza
Glymalig1H000
Glyma 1826800
Glymali7g15850
Glyma18g38760
ATMYER

GlymadTg14480
Giyma12537030
Glymaliogdiare

Glymadegs7000
Glyma0agi5150
Glyma 15435860
Glyma2lg 11040
Giymai3g04030
ATMYBI3
ATMYBES
AMYEE!

Glyma10g26650
Glyma2g20550
Glyma1Tgi7560
Glyma10g33450
Glyma20g34140
Glyma15g14190
ATMYB121

GlymaDg3Bit0
Glyma20g20710
Glymalog25590
GlymaBg31280
AMYBAS

ATMYR1E

ATMYB1S

Glymai1g 15180
Glyma15gO4g20
ATMYBSS
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Gy matingOBes
Glyma{Gidos30
26 Glyma19g14230
1 o
Glyma 1 Bp0TE60

ATMYEH

AMYE4

ATMYBET
Glymadigiid 10
Gilyma 11010
Glyma1Dg2T40
Glymali2giiss0

20 AIMYBES
_] GlymaligIpes
Gtyma 1 Bgd 1250
Gityma 1 Dg2B250
Glyma20g22230

ATMYBS0

ATMYBH!

ATMYROE

Glymadsgduss

Glymadeg 18830
Glymaldgaei10
Glyma ! 2536630
Glyma 1327310
Glyma 1 005080
ATMYBEI

Gm! 1g 14200
Glyma1 2506180
Glyrma ! 503020
ATMYBAS

Ghymal5gI7aB0 Glymatig17480

]
1ot Glyma0ig2080 -_ﬂ Glymadeg0z08)
Glymadig43120 Ghymadiphit20
1600 — Glyma 11502400 Ghymatigta4to

! 7]

GlymadTg01050 Glymadg0 1050
GiymalBgaa4d Glymadigaids0
m Glyma3g42430 Giyma i 3pd2430
1000 — Glyma1502050 Glyma ! 5g02550
C15 AL3g 13800 2 ATMYB2E Atig1 38902 A
1000 Arig13880,1 ATMYH2G Al 13E00.1 A
Glymat5g41810 Giyma 541810
GlymalBg1 7370
ATMYBET
Glymap0Dss0
GlymadigOnisl
Glyma11g11450)
Giyma’ 2503600
ATMYB4
ATMYET
ATMYBI2
ATMYE3
ATMYBE
ATMYBS
GlymadTp0d240
Glymat 3516890
Glyrma{ T30
Glymaddg38 240
Glymadtg 16820
GlymadgOoe10
Glymad5g33210
Glymadig0ses0
Glyma16502570
Glyma Byéd a0
GlymalTg33660
GitymaZ0gQ 1810
& Glymaldgo7510 Glymal4g07510
|_ 1000 — GlymaQ2gd 1440 Glymadgd 44D

-

41 Glyma2igl1610
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Glymalig sl
GlymadigaTotn
Glymat Bg40670
GlymatBp4se90
10 GlymadSg 36870
. o
ATMYBTS
ATMYBSO
AIMYB114
AMYB13
Glyma7g16880
H GlymalBg41520
- ATMYBE
ATMYBZY
ATMYBES
GlymadSgaason
Glymai 715370
ca Glymatigi3rro -_ Glyma' 1903770
4 Glyma1g41610 Glymald1p41610
__l-_-unmm-;um GlymadTg0a210
1000 Glyma 16900820 Glymar Bg00520
| B - —l
G oo
ATMYBZT ATMYBZT
Glyma10g35050 Glyma 035050
Glyma20ga2s10 Glyma20g3zs10
Glymaz0932500 -_ GlymaZ0gazEon
Glyma5g18360 GiymatBg10350
1000 *— Gilyma 15518360 2 Glyma 519360
10— Ghyma 19902060 Glymat igh2090
€32 ettt oo
ATMYBIS ATMYBIS
ATHIYEEZ anevssz [
Blymadligl5260 GlymadBgO5250
514 Glymaldg05170 GlymaldgO5170
Glymatdgin4o Glyma 210340
1000 — Glyma004 1500310 Glyma004 15003
1900 GlymaQ5g23080 Giymal521080
Glyma 1716060 Giymal 7516580
1 Glymal1g40d10 Glymadiga0410
00— GmaSiaaesng GmnS 53086500
ATMYBSE m ATMYBEA
wo'—awvess MO ATMYBS
oS Ghyma7gh7330 21 Glymai 7507330
Glyma13901200 Glyma1 301200
i anwas € L2 ATMYEIG
aavesr D POO ATMYBST
Gymatigieess DGO Glymat1g19960
(Glyma12g08480 Glyma 200480
Glyma12530140 Glymat 2530140
1900 — Giyma13g39760 Glymai Ig30760
Glymalthg34110 Glymadagaano
GhymatSgasei0 Glyma 936830
Glyma3g20510 Glymai 20510
1600 — Glymat0908180 Glyma1 008190
e OO0 ATMYBI8
e @ OQ ATMYBS?
Glymat3g09n10 Glyma 3506010
Glymaddg3azio
Glymadeg21040
ATMYBAT
ATMYBGS
ATMYBZ
19 ATMYEZS
— ﬂ ATMYBTE
ATMYBI
ATMYBES1
ATMYB122
Glymad 1509280
Glymaliag 13770
524 36 Giymaég10840
"-_'ﬂ'_' AIMYBE3
AMYRS3
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1415 1617

Glymalfig33ato
Glymadi glaoro
GlymatBg13440
ATMYED
ATMYBI07
Glymal1g11570

Gilyma |w'| 150
GlymadBgis4e0
Glymai 2532610
Glyma1 337820
Glyma7530850
GlymadBglB4dD
Giyma 3532090
Glyma1 307250
ATMYETA
ATMYR10Z
ATHYBA1
Giymat2g34650
Giymat 3gasend
ATMYB43
GlymadBg44850
Glyma Bg0T560
AMYBINE
Giymalizg 12260
Glymali7gi5850
GlymaZ0g0d24
Glyma0ogaToe

Glyma 02890
Glyma13g05550
ATMYE16
AIMYB108
Glymaigd1540
GlymalTga7e60
GlymalSg3u7T20
Glyma 1 Bgé6480
AIMYRIT
Glyma 10536090
Glyma20g20730

Glyma' Bg20750
ATMYBEO
Glymaiifgd 1080
Giymai 710620
GlymaddgasTao
GlymadBg0800
ATMYB21
ATMYER
ATMYBEG
GlymadigiT340
Giyma18p48360
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- Glymalhg45540

Giymat2g 11390

i Glyrma06g45550

B80 Giymaiagiis0
sab Glyma 1332530
s Glyma12g 11330

Ghymaag4S5Ta
S5 o | Amaveiz
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L X

19

11

!

Glymad8g06410

Gityma 1 Sg07E30
Glyma 1 606500
ATMYBAD
Gilyma 1 4g24500
Glyma 3giaesd
ATMYES
Glyma03gITELD
Glyma G025
GlymaQ2g0i T4
GmasS5s3000519
ATMYBT

ATMYEIZ

GlymadTgaT140
Glyma! Tpl3480
Glyma(SgiaiTo
Ghyma15g15400
ATMYBI1
Glymaldgt 1100
Ghymat Gpd1T40
Glymal 030850
Glymaddg3 1680
Glyma18g3aT40
ATMYB1S
ATMYB14
Glyma 10532410
Glyma20gI5180
Glymad gl
Glyma 1 090000
ATMYBIS
Gilyma | 5pé1250
Glymadig TRSH
ATMYBSS
ATMYBES
ATMYRTZ
AINYEIO
Glymadiet 5540
Glyma 211300
Glymatiige8550
Glymai2g11340
Glyma 1 2g32530
Glymai2g11330
GlymadgissTd

ATMYBA 23
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Primeira coluna: Arvore filogenética obtida pelo método Neighbor-joining, representa 89 sequéncias
AtMYB (MYB-R2R3 de Arabidopsis) e 264 sequéncias de GmMYB (MYB-R2R3 de G. max). As
sequéncias foram agrupadas em 43 subgrupos (designados pelas letras S, conhecidos em
Arabidospsis, e C, identificados em soja. Os numeros dos ramos representam os valores de bootstrap
de 1000 repeticdes. Segunda coluna: Estrutura dos R2R3-MYBs de soja e Arabidopsis (caixas
verdes R2 e R3). Circulos azuis indicam os cis-motivos encontrados na regido promotora (tabela 5).
Caixas brancas representam os motivos conservados, detectados pelo programa MEME (Tabela 3).
Terceira coluna: padrdes de expressdo dos GmMYBs em ensaios com os patégenos P. pachyrhizi,
A. glycines, H. glycines, P. sojae e P. brachyurus. A primeira coluna do Heatmap representa ensaios

com P. pachyrhizi

(validagdo através de RT-gPCR), de GmMYBs selecionados (Tabela 7). Os

demais valores de expressao provém dos maiores niveis de expressao obtidos a partir dos bancos de
expressado Genevestigator e Genosoja (Anexo 2 e 3).



