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IDENTIFICAGAO E ANALISE DA EXPRESSAO DE GENES RELACIONADOS COM
TOLERANCIA A SECA EM SOJA ATRAVES DE MICROARRANJOS DE DNA E PCR
EM TEMPO REAL

RESUMO - A seca é, atualmente, o principal fator responsavel por perdas na
producéo brasileira de soja. Em situacdes de déficit hidrico, varios mecanismos sao
acionados pela planta para aumentar a tolerancia a seca. Conhecer esses mecanismos
e como é regulada a expressdo dos genes relacionados com resposta a seca, é
essencial na identificagdo de rotas metabdlicas envolvidas nos processos de defesa, e,
consequentemente, no desenvolvimento de estratégias moleculares para obtencéo de
plantas mais tolerantes a essa condigdo. O estudo da expressdo génica em plantas
requer a quantificacdo precisa de RNAm expressos em diferentes situacgdes. Assim,
inicialmente foram usados os eventos de soja geneticamente modificados para
tolerancia a seca, P58 e P1333, contendo a construgao rd29a: Atdreb1a, em condigbes
de 15% de umidade gravimétrica (UG) para hibridizagcdo em “chips” contendo 44 Kb de
oligonucleotideos, sendo possivel identificar 100 genes diferencialmente expressos em
cada evento, quando comparados com a planta controle. Posteriormente, foram
utilizadas cultivares de soja contrastantes para a tolerancia a seca, em diferentes
condi¢des de déficit hidrico no sistema de hidroponia, e construidos arranjos de cDNA a
partir de biblioteca gerada, obtendo-se 145 genes diferencialmente expressos que
codificam proteinas envolvidas direta e/ou indiretamente em rotas metabdlicas de
resposta a estresses bidticos e abibdticos. Os grupos de genes identificados como
diferencialmente expressos durante os tratamentos aplicados em ambos os
experimentos foram classificados em categorias funcionais, entre eles genes envolvidos
na producédo de energia, fatores de transcricdo, genes envolvidos em diferentes vias
anabdlicas e/ou catabdlicas como aminoacidos, lipideos, carboidratos e no metabolismo
fotossintético, genes de respostas a estresses, genes que participam da sintese de
proteinas, de vias de comunicagao celular, do ciclo celular, do transporte celular e

genes com fungdo desconhecida. Os dados de microarranjos foram confirmados



através da quantificagédo relativa por RT-qPCR. Para a confirmacdo desses dados é
necessaria a normalizagdo das amostras utilizadas. Um gene normalizador dos dados
de expressao génica em soja em experimentos de déficit hidrico foi identificado. Trés
genes normalizadores, entre eles Gmrnar18S, Gmgapdh, Gmp-actina, e uma referéncia
endoégena, a Gmlectina, foram comparados com relacao a eficiéncia e capacidade de
gerar resultados precisos e confiaveis por quantificacao relativa (RQ) por RT-gPCR. A
partir dos resultados obtidos, verificou-se que na normalizagcdo do gene alvo
(Gmdreb1a) a menor variagdao de RQ foi com o gene Gmp-actina, sendo, portanto, o
normalizador mais apropriado para trabalhos com soja e em experimentos de seca. A
seguir, oito genes obtidos dos resultados de microarranjos de cDNA foram escolhidos,
para a validacdo por RT-gPCR baseando-se na funcéo desses genes em resposta a
estresses abidticos, entre eles os fatores de transcricdio Gmnac2, Gmc2h2,
Gmsiringolide, e os genes de resposta direta ao déficit hidrico, como por exemplo
Gmerd1, Gmlea14, Gmcpn10. Os resultados obtidos por RT-qPCR confirmaram os
dados de microaranjos de cDNA, indicando altos niveis de expressao nas plantas

submetidas ao déficit hidrico.

PALAVRAS-CHAVE: DREB1A, déficit hidrico, expressao génica diferencial, Glycine

max, referéncia enddgena, transgenia
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IDENTIFICATION AND ANALYSIS OF GENE EXPRESSION RELATED TO
DROUGHT TOLERANCE IN SOYBEAN THROUGH DNA MICROARRAY AND REAL
TIME PCR

SUMMARY - The drought is currently the main responsible factor for losses
Brazilian soybeans production. In water stress situation, several mechanisms are
triggered by the plant to increase tolerance to drought. Knowing these mechanisms and
how is regulated the expression of genes related to the drought response is essential in
identifying routes involved in the metabolic processes of defense, and, therefore, the
development of molecular strategies to obtain more tolerant plants to this condition. The
study of gene expression in plants requires the quantification of RNAmM expressed in
different situations. So, initially, two methodologies of DNA microarray for analysis in
large scale of differential gene expression were conducted. First, soybeans events
genetically modified for tolerance to drought, P58 and P1333 containing the construction
rd29a: Atdreb1a under conditions of 15% gravimetric humidity (GH) were used in "chips"
containing 44 Kb of oligonucleotides, being able to identify 100 differential gene
expression in each event, compared with the control plant. Subsequently, contrasting
cultivars to drought were used, in different conditions of water stress in the hidroponic
system, and cDNA arrays were constructed, getting 145 differential gene expression that
encode proteins involved directly and / or indirectly on routes of metabolic response to
biotic and abiotic stresses. The groups of genes identified with differential expression
during the treatments applied in both experiments were classified into functional
categories, including genes involved in the production of energy, of transcription factors,
genes involved in different ways anabolics and / or catabolics as amino acids, lipids,
carbohydrates and the photosynthetic metabolism, gene responses to stresses, genes
that participate in the synthesis of proteins, cell communication, the cell cycle, cellular
transport genes with unknown function. Data from microarrays were confirmed by
relative quantification by RT-gPCR. For confirmation of such data is necessary
standardization of the samples used. A method of standardization of the samples used

for comparison of the relative expression has been proposed, using three normalization
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genes, including Gmrnar18S, Gmgapdh e Gmp-actin and one endogenous controls, the
Gmlectin have been validated. From these results obtained, it was found that the
normalization of gene target (Gmdreb1a) had less variation and therefore control
endogenous more appropriate to work with soybeans and experiments of drought is the
gene Gmp-actin. Eight genes were chosen, the result obtained from microarrays of
cDNA for the validation by RT-qPCR based on the function of these genes in response
to abiotic stresses, including the transcription factors Gmnac2, Gmc2h2, Gmsiringolide,
and genes from direct response to the deficit water, for example Gmerd1, Gmlea14,
Gmcpn10. The results confirmed by RT-gPCR data from microarrays of cDNA, showing

high levels of expression in plants subjected to water deficit.
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CAPITULO 1 - CONSIDERAGOES GERAIS

1 INTRODUGAO

Atualmente, a cultura de soja ocupa um lugar de destaque no mercado de
‘commodities” do Brasil, sendo este o segundo maior produtor de soja do mundo, com
uma producdo de quase 56 milhdes de toneladas, na safra de 2005/2006, com um
aumento de 7,6% em relagdo a safra anterior (CONAB, 2007).

A estimativa da safra agricola de um pais e o conhecimento da sua distribui¢cao
no espago geografico é de extrema importancia para o planejamento estratégico do
Estado, no que se refere a formulacao de politicas publicas, a logistica e a seguranca
alimentar, além de atuar como elemento importante na formacéo de pregos nos
mercados interno e externo (FIGUEIREDO, 2005). Entre as culturas agricolas de
destaque mundial, a soja tem sido objeto de um grande numero de estudos, que
buscam compreender e quantificar as relagbes ecofisiolégicas que interferem na
producéo da cultura devido a desafios encontrados para sua adaptagcéo nos diferentes
ambientes (RUIZ-NOGUEIRA et al., 2001; BOARD, 2002; POPP et al., 2003).

A crescente expansao da soja para novas fronteiras agricolas brasileiras, com
diferentes condigdes edafo-climaticas, propiciou um aumento na demanda por
tecnologias que déem sustentabilidade na producéo dessa cultura em locais onde seu
rendimento é bastante afetado por fatores bidticos e abioticos (HASEGAWA et al.,
2000; ASSAD et al., 2007).

Esforcos tém sido feitos pelos segmentos que trabalham com biotecnologia em
varias instituicdes no sentido de criar novas cultivares com caracteristicas diferenciadas
que contribuam para minimizar perdas na sua produc¢ao (BLUM, 2000), melhorando o
entendimento da base genética de respostas adaptativas a situacbes de desafio e
explorando esse conhecimento com a finalidade de melhorar, por exemplo, a tolerancia
a seca nessas plantas (TALAME et al., 2007; TUBEROSA & SALVI, 2004). A busca



pelo conhecimento e pelo aprimoramento de novas técnicas nessa area esta sendo de
grande importédncia para o avango tecnolégico e o conhecimento dos paises
desenvolvidos em relagcéo a essa leguminosa (BAJAJ et al., 2000).

Os projetos Genoma, financiados por varias instituicées no Brasil e no mundo,
estdo tendo papel essencial ndo s6 no conhecimento da estrutura do genoma dos
organismos, mas também na formagcdo de pessoal especializado em técnicas de
clonagem e sequenciamento. Entretanto, a simples informacao de todas as sequéncias
de bases que compde um genoma nao garante a revelacdo da funcdo e dos
mecanismos de controle da expressao de todos os genes presentes no organismo.
Recentemente, com o aumento da disponibilidade de seqiéncias de dados, o perfil de
expressao tem sido usado para identificar genes envolvidos na resposta adaptativa a
seca e outros estresses abioticos (RABBANI et al., 2003; HAZEN et al., 2005; RENSINK
& BUELL, 2005).

Uma importante aplicacdo desses estudos relata a identificacdo de genes
estresses-induzidos que podem revelar fungbes essenciais ou importantes com um
efeito na tolerancia ou nas reacdes de defesa contra a perda de agua (TALAME et al.,
2007). Por exemplo, genes candidatos poderiam ser correlacionados com /oci de
caracteristicas quantitativas (QTLs), com uma importante fungédo na tolerancia a seca
sob condicbes de campo (DIAB et al., 2004). Por sua vez, essa informacdo pode
oferecer oportunidades adicionais para uma aplicagcédo mais efetiva da selegao assistida
por marcadores moleculares, engenharia genética, e/ou outras pesquisas gendmicas
(COMAI et al., 2004) para producéo de cultivares tolerantes a seca.

Os mecanismos de defesa envolvidos no processo de tolerancia a seca parecem
ser muito similares em todo reino vegetal, o que indica a ocorréncia de etapas comuns
nas rotas de sinalizagdo molecular (KASUGA et al., 2004; LAN et al., 2005). Portanto,
estudos que vém sendo desenvolvidos em espécies modelos, como Arabidopsis e
tabaco, ou em outros tipos de estresses, podem auxiliar na identificagdo de genes com
fungdo chave nos mecanismos de defesa em varias espécies.

O advento de técnicas moleculares como Microarranjos de DNA, que possibilita a
analise simultdnea de milhares de genes (SEKI et al., 2002; ATIENZA et al., 2004;



TALAME et al., 2007), e PCR quantitativo em tempo real (RT-gPCR), que permite a
quantificacdo dos niveis de RNAmM de genes de interesse em diferentes condi¢cdes
(BUSTIN, 2002), tém acelerado consideravelmente a compreensédo dos mecanismos
envolvidos e o desenvolvimento de estratégias moleculares para o aumento da
toleréncia a estresses (VOLKOV et al., 2003; KASUGA et al., 2004).

Nesse contexto, a biotecnologia e, em especial, a biologia molecular tém
representado papel fundamental no futuro da agricultura mundial. A identificacédo de
genes de importancia econémica para a agricultura € uma das prioridades em paises
desenvolvidos. Apos o processo de identificagdo, os genes sao patenteados e qualquer
organismo ou processo produzido com a utilizagdo destes, implica em pagamento de
“royalties” pelo usuario.

Dessa forma, o presente estudo buscou verificar os efeitos da seca, principal
fator de perdas econémicas na produgéo brasileira, sobre o padréo global de genes em
soja, em eventos geneticamente modificados e cultivares contrastantes quanto a
resposta ao déficit hidrico. Espera-se que o emprego das técnicas de microarranjos de
DNA e RT-gPCR fornecam resultados que possam contribuir para a elucidagédo dos
mecanismos envolvidos na resposta de defesa em plantas, bem como para a
identificacdo de diferentes genes envolvidos desde a indugéo até a resposta final a

seca.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Mecanismos de Percepcao do Estresse e Genes Envolvidos na Tolerancia a

Seca

A percepcao de estresses abidticos e a transdugdao de sinais s&o passos

importantes na determinagao da sobrevivéncia e na reprodugao de plantas expostas a

diferentes ambientes (CHINNUSAMY et al., 2004). A comparacao da expressao génica



em diferentes células, tecidos e tratamentos, devem fornecer informag¢des necessarias
para a andlise e a compreensao de processos bioldgicos que controlam as respostas
dos organismos as diferentes situacdes (LIANG & PARDEE, 1995).

Os mecanismos moleculares de resposta a seca comegam com a percep¢ao do
sinal de estresse (XIONG et al., 2002). Os modelos de percepgao estabelecidos para
vegetais superiores sugerem algumas hipéteses para o inicio da sinalizacdo em nivel
molecular. Alteragbes na conformagdo de membranas celulares devido a perda de
turgor provocariam mudangas em canais de transporte ativados por presséo,
modificagbes na conformacgédo ou na justaposicao de proteinas sensoriais, embebidas
nas membranas celulares, ou alteragdes na continuidade entre a parede celular e a
membrana plasmatica (NEPOMUCENO et al., 2001 e SHINOZAKI & YAMAGUCHI-
SHINOZAKI, 2000).

Devido a perda de pressado da parede, complexos enzimaticos ativados pelas
alteracbes mencionadas, iniciariam uma cascata de eventos moleculares levando a
inducado da expressédo de varias categorias de genes (SHINOZAKI & YAMAGUCHI-
SHINOZAKI, 2007). Os produtos dos genes envolvidos na resposta ao estresse
funcionam como osmoprotetores, detoxificantes celulares, proteinas “turnover”,
proteinas de sinalizacdo de estresse e de regulacéo transcricional, sendo classificados
em dois grupos: o primeiro grupo inclui as proteinas funcionais, ou seja, que protegem
diretamente contra a dessecacgédo, como proteinas LEA, osmoprotetores e o segundo
grupo estaria envolvido nos mecanismos de sinalizagdo e de regulacdo da expressao
génica (BOHNERT et al., 1995; BRAY, 2004; SHINOZAKI & YAMAGUCHI-SHINOZAKI,
1999), muito bem representado por fatores de transcrigcéo.

Muitos genes que codificam fatores de transcricdo estdo envolvidos na cascata
de transdugdo de sinal e s&o ativados por desidratagdo: como MAPK (“Mitogen-
Activated Protein Kinases”), CDPK (“Calcium-Dependent Protein Kinases”), enzimas
envolvidas no metabolismo de fosfolipidios, como a fosfolipase C, a fosfolipase D1 e a
PIP5 (“Phosphatidyl-4, 5- phosphate 5- kinase”), canais de influxo de calcio, SOS
Kinases (SHINOZAKI & YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 1999; SHINOZAKI & YAMAGUCHI-
SHINOZAKI, 2000; XIONG et al., 2002; ZHANG, 2004).



Estudos moleculares recentes de regulacao génica de plantas submetidas a seca
tém identificado alguns genes que respondem a desidratagdo. Dentre os genes
identificados, verificou-se a presenca de uma familia de genes que codificam fatores de
transcricdo denominados DREB (“Dehydration Responsive Element Binding protein”)
envolvido na ativagdo de varios outros genes que apresentam caracteristicas de
protecdo das estruturas celulares durante a desidratacdo celular (SHINOZAKI &
YAMAGUSHI-SHINOZAKI, 2000). A introducao do fator de transcricdo DREB1A, sob o
controle de um promotor estresse-induzido, em Arabidopsis thaliana, tabaco e soja
resultou em um aumento da toleréncia a seca, salinidade e frio nessas espécies
(KASUGA et al., 1999; KASUGA et al., 2004; BENEVENT]I, 2006).

Outras familias de fatores de transcricdo estdo envolvidas na sinalizagdo e na
ativagdo génica: bZip (“basic region leucine zipper”), MYB, MYC, NAC e WRKY (TRAN
et al., 2007). Muitos genes induzidos por acido abscisico (ABA) apresentam um
elemento “cis”-atuante (C/T ACGTGGC) na regiao promotora denominado ABRE (“ABA
responsive element”) (MUNDY et al., 1990). A expresséo constitutiva dos fatores de
transcricdo ABF3 e ABF4, que reconhecem os elementos ABRE na regidao promotora de
determinados genes, aumentou a tolerancia a seca em plantas de Arabidopsis thaliana,
com expressao alterada de genes de resposta a ABA, como rd29B, rab18, ABI1 e ABI2
(KANG, et al., 2002).

Estudos evidenciam que a variacdo na concentracdo de calcio no citoplasma
pode estar relacionada aos mecanismos de transducao de sinal durante os estresses
hidrico e salino em plantas superiores. Uma estreita relagdo entre o metabolismo de
fosfoinositideo e o nivel de calcio no citosol tem sido estudada. Inositol 1,4,5-trifosfato
(IP3) é gerado pela hidrolise de um fosfolipidio de membrana, denominado
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2), pela fosfolipase C. O IP3 se difunde rapidamente
para outras partes da célula causando ndo somente o influxo de calcio do meio
extracelular, mas também sua saida dos vacuolos intracelulares através de canais de
calcio dependentes de IP3. Mudangas no nivel de célcio citosdlico podem levar a
ativagcdo de varios genes de resposta a seca (KIM, et al., 2004). O modelo de

sinalizagc&o das células guarda via ABA é baseado em mudancgas nas concentragdes de



IP3 e Ca**, que levam a inativacdo de canais de K* e ao fechamento dos estdmatos
(KOPKA et al., 1998).

O ajuste osmotico permite a manutencéo do turgor celular e dos processos que
dependem deste turgor, tal como, expansao e crescimento celulares, abertura dos
estbmatos e fotossintese, além de manter um gradiente de potencial de agua favoravel
a absorcao de agua pelas raizes das plantas. O ajuste osmético é uma das respostas
celulares vitais ao déficit hidrico causado pela seca, salinidade e frio. Os solutos que
participam do ajuste osmético s&o inorganicos, principalmente K* e CI" ou compostos
organicos, denominados solutos compativeis, como prolina e glicina betaina e
carboidratos como sacarose, trehalose, pinitol, sorbitol e manitol. Os solutos
compativeis sdo de baixo peso molecular, altamente soluveis e ndo sédo tdxicos em
altas concentracdes celulares. Esses solutos protegem a planta contra o estresse
através do ajuste osmédtico mantendo o turgor celular, fazendo detoxificacédo de
espécies de oxigénio reativo e estabilizando as estruturas quaternarias das proteinas
(RUIZ- LOZANO, 2003; CHINNUSAMY et al., 2005).

Estresses abibticos geralmente causam disfungcdo em proteinas e enzimas. As
chaperonas moleculares tém como fungdo auxiliar no dobramento de cadeias
polipeptidicas nascentes, no redobramento de proteinas desnaturadas e prevenir a
agregacgao de partes protéicas, cujas superficies hidrofobicas estdo expostas, o que
prejudica o dobramento, contribuindo assim para a homeostase celular em condi¢des
de seca. Muitas chaperonas moleculares sado proteinas envolvidas na resposta a
estresses e muitas delas foram originalmente identificadas como HSPs (“Heat-Shock
Proteins”) (LINDQUIST, 1988). As principais familias de HSPs/chaperonas
reconhecidamente conservadas sdo: HSP70, chaperoninas, HSP90, HSP100 e sHSP
(“small” HSP). As diferentes classes de HSPs/chaperonas cooperam na protecéo
celular e apresentam complementaridade e algumas vezes sobreposicao de fungdes na
protecdo de proteinas contra o estresse (WANG et al.,, 2004). O grupo de proteinas
chamadas “Late Embryogenesis Abundant” (LEA), como o préprio nome sugere, sao
acumuladas em sementes durante a fase de maturacdo, quando é requerida a

tolerancia a dessecacao (CLOSE, 1996). Diversos estudos tém demonstrado que as



proteinas LEA também se acumulam em tecidos vegetativos durante periodos de seca,
o que reforca a fungdo dessas proteinas na protegcédo contra a dessecacéo (PORCEL et
al., 2005). Essas proteinas sdo reconhecidas por serem hidrofilicas, apresentando um
alto conteudo de glicina (WISE & TUNNACLIFFE, 2004). Durante a desidratacao
celular, as proteinas LEA representam uma importante fungdo na manutencao estrutural
de outras proteinas, vesiculas, endomembranas, e no sequestro de ions, como o calcio,
na retencédo de agua, e como chaperonas moleculares (CLOSE, 1996).

A regulacédo da expressao génica nos seres vivos pode ocorrer tanto em nivel
transcricional quanto pés-transcricional. A regulacdo em nivel pés-transcricional pode
envolver diferentes etapas do processamento e transporte do mRNA do nucleo para o
citoplasma como durante o “splicing” do pre-RNAm, poliadenilagéo, inser¢cao do “cap”, e
ainda na tradugdo, sendo realizados diretamente via proteinas de ligagdo ao RNA,
conhecidas como RBPs (“RNA binding proteins”). As proteinas RBPs contém um ou
mais sitios de reconhecimento de RNA, denominados RRMs (“RNA recognition motifs”)
na regido N terminal, e varios sitios auxiliares na regido C terminal, como o dominio rico
em glicina (GR) (KENAN et al., 1991).

As proteinas de ligacdo ao RNA ricas em glicina (GR-RBPs) apresentam funcgao
poOs-transcricional na regulacdo da expressdo génica em plantas sob diferentes
condi¢des de estresse. Em Arabidopsis thaliana o gene gr-rbp, designado Atrz1a, teve
seu nivel de expressdo aumentado sob condi¢cdes de frio, no entanto, o nivel de
expressédo foi reduzido em tratamento com ABA e seca. As plantas com o gene Atrz1a
super expresso apresentaram rapida germinacéo e crescimento comparadas as plantas
nao transformadas com o gene sob frio (KIM et al., 2005). A introducao de gr-rbp7 de A.
thaliana em mutantes de E. coli (bx04) sensiveis ao frio, causou uma maior
sobrevivéncia em baixas temperaturas do que as células controle, exibindo a funcdo de
chaperona de RNA (KIM et al., 2007).

Mecanismos de resposta a seca podem, portanto, ser medidos em muitos niveis
metabodlicos. Diferengcas na toleréncia ao estresse entre diferentes cultivares ou em
diferentes estadios de desenvolvimento podem resultar em diferencas na expressao de

genes envolvidos em qualquer etapa da resposta, desde a percepc¢éo do sinal até os



mecanismos de transducgéo e regulacdo génica (BOHNERET et al., 1995; SHINOZAKI
& YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2000; CHINNUSAMY et al.,, 2004). Entretanto, a
expressdo de um gene nao garante que o produto especifico promova a capacidade da
planta em sobreviver ao estresse (NEPOMUCENO et al., 2001). Assim, uma melhor
compreensao dos genes e produtos de sua expressao envolvidos nas respostas a seca
€ necessaria para caracterizar os mecanismos que permitem a adaptagao em condigéo
limitante de agua (BRAY, 2004).

2.2 Analise da Expressao Génica

Devido a grande quantidade de estudos com RNA comparados com os estudos
de proteinas, a primeira aplicagdo da genémica em muitos organismos é catalogar e
entdo medir a atividade transcricional. Com a disponibilidade das sequéncias génicas,
ha o interesse em conseguir recursos e tecnologias capazes de analisar a atividade e a
interacao transcricional em larga escala em diferentes espécies de plantas (MEYERS et
al., 2004). Desse modo, nos ultimos anos varias técnicas vém sendo desenvolvidas
para permitir a analise global e/ou pontual da expressao génica das espécies.

A capacidade de medir simultaneamente a expressao de milhares de genes € um
sistema analitico poderoso, e a disponibilidade de novas tecnologias para esse fim tem
fornecido muitas novas estratégias de estudo da resposta génica (MITRA et al., 2003).
Na maioria das espécies de plantas, estes experimentos estdo sendo conduzidos
massivamente por microarranjos de DNA, embora haja um numero crescente de
tecnologias alternativas (MIKKILINENI et al., 2004). Algumas dessas tecnologias
alternativas geram dados distintos e complementares aos dados de microarranjos
(WORTMAN et al., 2003).

Todas as tecnologias para analisar o perfil transcricional permite a analise de
populacdes de RNAm a partir de células ou tecidos selecionados, produzindo medidas
de expressao génica em larga escala, no entanto cada tecnologia fornece dados com

diferentes utilizacdes e interpretagdes (MEYERS et al., 2004). De fato, nenhuma das



tecnologias existentes suporta todas as necessidades experimentais, e ha, entretanto,
vantagens e desvantagens para cada uma delas (CLOSE et al.,, 2004). Essas
diferencas fazem as tecnologias serem complementares. Além do bom desenho e
analises experimentais, a validagéo de diferengas quantitativas aparentes nos niveis de
RNAm devido ao uso de diversas ténicas complementares, sao importantes (MEI et al.,
2003).

Tecnologias como ESTs (“Expression Sequence Target”), SAGE (“Serial Analysis
for Gene Expression”) ou MPSS (“Massively Parallel Signature Sequencing”) nao
requerem conhecimento prévio das seqUéncias dos transcritos e, dessa forma, é
possivel a identificacdo de transcritos desconhecidos (NIELSEN et al., 2003; TALLA et
al., 2003). Essa caracteristica define uma arquitetura do tipo aberta para analise da
expressdo génica. Em contrapartida, arquiteturas fechadas, como a maioria dos
microarranjos de DNA, sdo baseadas na existéncia do conhecimento prévio dos genes,
com sondas desenhadas para se ligarem a transcritos conhecidos (KUO et al., 2002).
Os dados derivados a partir de tecnologias abertas sdo usados para anotagao de
sequéncias genémicas, enquanto dados de tecnologias fechadas séo geralmente mais
baratos e podem mais facilmente serem usados para experimentos focalizados (YUEN
et al., 2002).

2.2.1 Microarranjos de DNA

A técnica de microarranjos de DNA tem produzido uma revolugdo na analise de
expressdo. Essa técnica determina, simultaneamente, os niveis de expressdo de
milhares de genes (SCHENA et al., 1995). Os microarranjos podem ser construidos a
partir de oligonucleotideos ou clones de cDNA e, fornecem uma rapida via para
monitorar a expressao de milhares de transcritos (MEYERS et al., 2004). A técnica é
baseada na hibridizacdo de sequéncias génicas especificas, com cDNAs ou
oligonucleotideos marcados pela incorporacao de nucleotideos fluorescentes, sendo os

mais usados “Cy3” e “Cy%”, através de uma reacéo de transcrigao reversa (HALL et al.,
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2000; SCHENA, 1996). O formato dos arranjos de DNA & vantajoso em relagdo a outros
métodos de hibridizacdo, como “Southern blotting” e “Northern blotting”, que utilizam
membranas flexiveis. Nesse caso, ha uma redugéo da area necessaria para o complexo
de hibridizagdo da sonda com as sequéncias de DNA arranjados (LOKHART et al.,
1996; ZHU & WANG, 2000).

Os microarranjos primeiramente foram construidos a partir de fragmentos de
cDNA roboticamente espotados e imobilizados em laminas de microscopio (SCHENA et
al., 1995). Essa construgédo, embora ainda amplamente usada, requer a manutencgao e
manipulagdo das laminas, validacdo dos clones e reacdes de PCR em larga escala
(CLOSE et al., 2004). Uma construgédo competitiva, que tem se tornado um sistema
dominante, € baseada em pequenos oligonucleotideos que servem como sondas
(MEYERS et al., 2004).

Ha varias razbes para a dominéncia desses arranjos de oligonucleotideos, uma
delas é que os oligos podem ser sintetizados diretamente em placas ou diretamente na
superficie solida (sintese “in situ”), tornando mais facil a obtengdo de uma quantidade
confiavel de material, do que os arranjos produzidos com clones de cDNA (TAN et al.,
2003). Além disso, exemplificando com uma planta bem caracterizada como
Arabidopsis, clones de cDNA podem representar 60% dos genes identificados e
arranjos baseados em oligos podem efetivamente selecionar regidées alvo comec¢ando a
partir de uma unica sequéncia de DNA, como os quadros de leitura aberta (ORFs)
encontradas na sequéncia genébmica (WORTMAN et al., 2003).

Porém, independente de qual das duas tecnologias de microarranjos sao
utilizadas, um dos mais sérios problemas é assegurar-se de que as sequéncias de
cDNA ou oligonucleotideos estdo corretamente atribuidas a sua fonte. Competicao
entre plataformas de microarranjos construidos com oligos tem reduzido os custos,
melhorado o controle de qualidade e aumentado o numero de genes por arranjos
(MEYERS et al., 2004).

A maioria das limitagbes da técnica, entretanto, resulta do principio da
hibridizacdo, que é o nucleo da tecnologia. Por exemplo, duplicacdes no genoma

impedem o desenho de oligos que possam distinguir seqiéncias proximamente
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relacionadas (ISHIlI et al., 2000). Em muitas espécies de plantas, duplicagbes no
genoma, que resultam em hibridizagdes cruzadas, podem ser uma limitacdo para
determinar a expressao de qualquer gene unico. Em Arabidopsis, um dos genomas
mais simples, 60% do genoma €& duplicado e 17% dos genes estdo presentes em
tandem nos arranjos (BLANC et al., 2000; GRANT et al., 2000; VISION et al., 2000;
SIMILLION et al., 2002). A migragéo dos arranjos de cDNA para oligos significa que as
sondas podem ser selecionadas baseadas em regides de dissimilaridade entre genes
geralmente similares, melhorando a especificidade (TALLA et al., 2003).

No entanto, uma das maiores vantagens da utilizacdo da técnica de
microarranjos é a analise simultdnea de um grande numero de genes e de amostras
(HALL et al., 2000; BUSTIN, 2000; OONO et al., 2003), sendo, portanto, um meio para
se explorar os controles metabdlico e genético da expressdo génica numa escala
gendmica (DERISI et al., 1997). Outras vantagens sdo a capacidade de analisar
padrdes de expressdao de uma forma paralela, a interpretacdo imediata dos resultados
de hibridizagao e a possibilidade de analisar a expressao de genes desconhecidos com
sequéncias contidas em bancos de dados (KHAN et al., 1999 e YAMADA et al., 2003).

A padronizacdo do desenho experimental e dos métodos de analise poderia
facilitar a comparagdo dos dados de microarranjos produzidos, por exemplo, por
diferentes laboratérios (KAPRANOV et al., 2002). Um dos primeiros passos nessa
direcao foi o desenvolvimento de um conjunto padrao de detalhes técnicos que deve ser
relatado para cada experimento de microarranjo. O protocolo de informagdo minima
sobre um experimento de microarranjo (MIAME) requer um relatério de detalhes
suficientes para assegurar que os resultados de um experimento de microarranjo possa
ser interpretado ou repetido independentemente (BRAZMA et al., 2001). Estes dados
basicos devem ser suficientes para alojar os dados em bancos de dados publicos como
o “GenBank” e permitir o uso de ferramentas de analise de dados padronizados
(MEYERS et al., 2004).

Para a analise dos dados obtidos € importante que seja feita uma normalizacao.
A quantidade de variacdo randémica e sistematica que ocorre nos experimentos,

principalmente com relagdo as diferencas observadas na eficiéncia de marcagédo dos
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fluoréforos utilizados, é importante para verificar as diferencas na expressao dos genes
(BASSET et al.,, 1999) A diferenca de duas vezes ou mais entre os sinais de
fluorescéncia dos cDNAs marcados tem sido utilizada como medida de expressao
diferencial e significativa de um gene sob duas situagbes experimentais diferentes
(RUAN et al., 1998).

2.2.2 PCR quantitativo em tempo real (RT-qPCR)

A principal limitacdo da técnica de microarranjos de DNA, assim como as demais
técnicas de analise de expressdo génica em larga escala, é a baixa sensibilidade
comparativa que elas fornecem. Atualmente, a técnica de RT-qPCR é a mais precisa para
quantificar niveis de expressdao de um determinado gene. Além disso, esse método
também oferece dados rapidos e reprodutiveis (HAYWARD-LESTER et al.,, 1995;
GINZINGER, 2002).

Os sinais de fluorescéncia sao gerados por fluoroforos que sao especificos para a
fita dupla de DNA (dsDNA) ou por “primers” marcados por fluorescéncia em regides
especificas (KLEIN et al., 2002). O sinal é proporcional a quantidade de produto de PCR e
0 equipamento detecta o acumulo do produto amplificado durante cada ciclo da reagéo
(BUSTIN, 2002). Os dados sao, entdo, medidos na fase exponencial da reagdo de PCR
(HEID et al., 1996). Uma importante descoberta para a aplicacdo dessa técnica foi o
sistema “Taq Man”, que utiliza a atividade exonuclease 5°-3" da enzima DNA polimerase |
bacteriana na construgéo de sondas de oligonucleotideos marcados, que emitem um sinal
de fluorescéncia somente quando clivada, baseado no principio de transferéncia de
energia ressonante por fluorescéncia (FRET) (MEYERS et al., 2004).

Mais recentemente, outros sistemas tém sido desenvolvidos, como “molecular
beacons” e “scorpions”, que também se baseiam no principio FRET, embora sem a
necessidade de hidrolise pela atividade nuclease da enzima DNA polimerase (BUSTIN,
2000). Alternativas de menor custo com o uso de “dyes” intercalantes, como “SYBR

Green”, sdo também encontrados com frequéncia na deteccdo do produto de PCR
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(GIULIETTI et al., 2001) e tém permitido a comparagéo dos diferentes niveis de expressao
de um mesmo gene em diferentes cultivares, tecidos ou estadios de desenvolvimento.

Nas reacdes de RT-qPCR, para analise de quantificagéo relativa é necessario
utilizar um gene normalizador, que deve ser um gene constitutivo e ndo variar diante das
condigbes experimentais, como por exemplo, rma18S, B-actina, tubulina e gapdh, que
serve para normalizar os dados da reacdo (WALL & EDWARDS, 2002; KREUSER et al.,
1999; BRUNER et al., 2004; BHATIA et al., 1994).

2.2.3 Métodos baseados em etiquetas de seqiiéncias expressas

O sequenciamento de etiquetas de sequéncias expressas (ESTs) é um método
comum para analise do perfil de expressdo génica, embora a proposta primaria do
sequenciamento de ESTs tenha sido gerar dados de sequéncias génicas (MEYERS et
al., 2004). Dados de ESTs sao gerados em larga escala, com seqiéncias parciais de
clones de cDNA (aproximadamente 500pb), geralmente a partir de um grande numero
de bibliotecas, representando diversos tecidos e tratamentos (ADAMS et al., 1995).
Comparagdes das frequéncias de ESTs em diferentes bibliotecas podem resultar na
expressdo génica diferencial (MATSUBARA & OKUBO, 1993; EWING et al., 1999) e
grandes numeros de ESTs derivados de diversos tecidos produzem uma estimativa da
expressao génica. Porém a quantificagao da expressao génica via produgao de ESTs é
relativamente demorada e onerosa, tornando dificil saturar uma biblioteca.

O método “Serial Analysis for Gene Expression” (SAGE), ao contrario do
sequenciamento de ESTs, extrai somente 10 a 14 bases a partir de uma Unica posicao
dentro de cada espécie de RNAm (ZANG et al., 1997). Essas pequenas etiquetas
SAGE sao derivadas a partir da regido 3° adjacente a regido 5  do sitio de
reconhecimento de uma enzima particular. A seqiéncia e a posicédo da etiqueta séo
importantes para a identificacdo do gene, a partir do qual a etiqueta foi derivada. Visto
que cada ESTs requer uma leitura de seqiéncia unica, etiquetas SAGE sao liberadas

do cDNA por enzimas de restricdo, ligadas, amplificadas por PCR e sequenciadas.



14

Esse resultado impde um maior entendimento e um menor custo para o SAGE do que
ESTs (GOWDA et al., 2004). Modificagcbes que aumentam o comprimento da etiqueta
incluem o método “LongSAGE” (SAHA et al., 2002) que produz 21 ou 22 bases e o
método “SuperSAGE” que produz 26 bases (MATSUMURA et al., 2003).

Um recente avancgo na analise da expressao de genes baseada em etiquetas é o
“‘Massively Parallel Signature Sequencing” (MPSS), que é baseado em métodos para
clonar moléculas de cDNA individuais em microgranulos e, em paralelo, gerar pequenas
etiquetas a partir desses cDNAs (BRENNER et al., 2000a). Uma mistura de cDNAs,
derivada a partir de um tecido de planta, € clonada dentro dos microgrénulos, com a
representacdo de moléculas nos granulos idénticas aquelas da amostra original
(BRENNER et al., 2000b).

O resultado final do MPSS é uma abundancia de milhares de etiquetas de 17 ou
20 bases, a maioria das quais identifica um transcrito. O método de sequenciamento
paralelo produz milhdes de etiquetas MPSS em poucas semanas, entretanto a
tecnologia é suficientemente complexa, ao contrario do SAGE, ndo sendo possivel ser
desenvolvida em laboratérios individuais (BRENNER et al., 2000a).

Os dados de expressao baseados em seqiéncias a partir de experimentos com
ESTs, SAGE ou MPSS tém muitas utilidades. A disponibilidade de sequéncias do
genoma completo permite a comparacdo direta dessas etiquetas em sequéncias
(MEYERS et al., 2004). Uma limitagdo para todos esses métodos baseados em
etiquetas, comparados aos microarranjos de DNA & que o custo das réplicas técnicas
ou bioldgicas é dificil, de modo que as estimativas de variancias sao incompletas ou
pobremente caracterizadas (CHRISTENSEN et al., 2003).

Uma outra alternativa é a tecnologia do pirosequenciamento, um método
desenvolvido nos ultimos anos baseado na deteccao de fosfato inorganico (Pi) liberado
durante a sintese de DNA (MARGULIES et al., 2005). Esse sistema permite o
sequenciamento de 25 milhdes de bases (20-30Mb) em quatro horas, 100 vezes mais
rapidos do que o método convencional de seqienciamento (WEBER et al., 2007).

O pirosequenciamento oferece muitas vantagens quando comparado a outras

tecnologias alternativas de expressao génica, como o SAGE, por exemplo. Primeiro, a
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clonagem néo é requerida. Consequentemente, seqiéncias que séo dificeis de clonar,
instaveis ou toxicas em E. coli, podem ser obtidas por esse método. Além disso,
pequenos transcritos que geralmente sdo removidos durante a selecédo de tamanho da
construcdo da biblioteca de cDNA nao sao perdidos e os dados podem ser obtidos mais
rapidamente (WEBER et al., 2007).

Varios trabalhos envolvendo a técnica de pirosequenciamento tém sido feitos
para analises de DNA gendmico (POINAR et al., 2006). No entanto, o seqlenciamento
de cDNA fornece um dos melhores custos efetivos para a descoberta de genes, uma
vez que a maioria das sequéncias obtidas codifica proteinas (OHLROGGE & BENNING,
2000). A auséncia de introns e regides inter-génicas realgcam o conteudo da informagao
e facilita a interpretacdo dos dados. O seqUenciamento de poucos milhares de
transcritos selecionados ao acaso tem sido o passo inicial que leva a identificacdo de
enzimas chaves especificas em rotas metabdlicas (WEBER et al., 2004)

Comparagdes do numero de ESTs para um gene entre bibliotecas diferentes ou
genes diferentes na mesma biblioteca podem ser um indicador confiavel da expressao
génica relativa, fornecido pelo mapa de ESTs para a localizagdo de um unico gene
(AUDIC & CLAVERIE, 1997). Similar ao SAGE, o pirosequenciamento fornece uma
grande quantidade de ESTs e, consequentemente pode fornecer comparagdes
estatisticas do nivel de expressao génica, baseada no numero de ESTs lidos (WEBER
et al., 2007).

Para identificar as fungbdes das células vegetais individuais, € necessario
executar a analise global da expressdo génica desses tecidos, metabdlitos e outras
moléculas funcionais (OHTSU et al, 2007). Assim, as tecnologias de larga escala,
como microarranjos de DNA e analises recentes de transcriptomas e proteomas, podem

ser um poderoso meio para entender a fungcéo dessas células.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral



16

Analise do perfil de expressdo e identificagcdo de genes relacionados com

processos de resposta a seca em soja [Glycine max (L.) Merrill].

3.2 Objetivos Especificos

e |dentificar genes diferencialmente expressos em dois eventos de soja
geneticamente modificados com a constru¢ao rd29a: dreb1a, que confere toleréncia
a seca, na plataforma de microarranjos de oligonucleotideos especifica para soja da
empresa Agilent.

e Construir microarranjos de cDNA, utilizando seqiéncias de genes
expressos em cultivares de soja tolerante e sensivel a seca, a partir de biblioteca de
cDNA gerada.

e Identificar a expressao diferencial de genes em cultivares de soja tolerante
e sensivel a seca, através da hibridizagdo em |aminas de microarranjos de cDNA
construidas.

e Quantificar, por RT-qPCR a expressdo de alguns genes envolvidos na
resposta a seca, para estudos moleculares e bioquimicos posteriores, visando
desenvolver cultivares com maior toleréncia a seca.

e Disponibilizar os genes envolvidos nas respostas a seca, através da
criacdo de bancos de genes in vivo, in vitro e informatizados, para permitir rapido
acesso e uso em programas de melhoramento genético por transgenia ou assistido

por unidades codificantes como marcadores moleculares.
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CAPITULO 2 - ARTIGO |

IDENTIFICAGAO DE GENES DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS EM FOLHAS
DE EVENTOS DE SOJA GENETICAMENTE MODIFICADOS COM A
CONSTRUGAO rd29a: dreb1a

RESUMO - As plantas respondem a seca através de um conjunto de
respostas fisioldgicas, bioquimicas e moleculares que levam a tolerancia ao
estresse. O fator de transcricdo DREB1A de Arabidopsis thaliana & responsavel
pela ativacdo de genes envolvidos na defesa celular a desidratagéo, em plantas
submetidas a seca, salinidade e frio. O objetivo desse trabalho foi caracterizar
fisiologicamente e analisar as mudangas na expressao de genes induzidos por
déficit hidrico, em eventos de soja contendo a construcdo rd29a: Atdreb1a. Foram
realizados experimentos em casa de vegetagcdo com os eventos P58, P1333 e
P1378 em condigbes de 15%, 5% e 2,5% de umidade gravimétrica. Embora o
promotor rd29a de A. thaliana seja ativado em soja durante a desidratacao celular,
promovendo a expressdo do fator de transcricdo AtDREB1A, a expressédo do
transgene Atdreb1a n&o induziu a expressao do gene Gmdreb1a, endégeno da soja.
Pela andlise de microarranjos foi possivel identificar 100 genes diferencialmente
expressos em cada evento. Esses resultados mostram que soja e Arabidopsis tém
mecanismos similares de indugdo de genes ortélogos em plantas transgénicas
induzidas pelo Atdreb1a sob condicdo de estresse, comprovando também a

conservacao do fator de transcricdo DREB1A entre plantas.

PALAVRAS-CHAVE: DREB1A, microarranjos, seca, RT-qgPCR, transgénica
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1 INTRODUGAO

A manutengdo do rendimento das culturas sob circunstancias ambientais
adversas é provavelmente o principal desafio da agricultura moderna. Para
conhecer esse desafio, é necessario entender as adaptacdes contrastantes das
plantas para crescer em condi¢gbes 6timas e de estresse, além das adaptacgdes
fisiologicas, bioquimicas e moleculares desenvolvidas por elas (LIZANA et al.,
2006). A seca é um dos maiores fatores que afeta a produtividade das plantas em
todo o mundo (TRAN et al., 2007), e praticas de manejo, como por exemplo, 0
plantio direto, podem contribuir para a reducdo das perdas de produtividade em
ambientes com deficiéncia de agua, mas um grande progresso pode também ser
conseguido através do melhoramento genético (ZHANG et al., 2004).

Plantas respondem a seca por mudangas morfolégicas e bioquimicas que
primeiramente levam as plantas a se aclimatarem ao ambiente. Danos funcionais e
a perda de partes da planta podem ocorrer de acordo com a severidade do estresse
(CHAVES et al., 2003). Os eventos precoces de adaptagcao das plantas a estresses
ambientais incluem a percepg¢ao e a subsequiente transducgéo de sinais, levando a
ativacdo de varias respostas fisioldgicas e metabdlicas (SHINOZAKI &
YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2007; BRAY, 2004). Além disso, um grande numero de
genes é ativado em condi¢des de estresse. Dessa forma proteinas que fazem parte
de vias metabdlicas que levam a tolerancia ao estresse sao produzidas (TRAN et al.,
2007; WANG et al., 2003).

Genes induzidos durante condigbes de seca funcionam n&o somente na
protecéo celular e na producao de proteinas metabdlicas importantes, mas também
na regulacao de genes de resposta a seca (KALEFETOGLU & EKMEKCI, 2005).
Essa regulacéo pode ser devido a fatores de transcricdo, que é o mecanismo
molecular central utilizado entre os organismos, que permite a interacdo de
sequéncias especificas de proteinas de ligagdo ao DNA com elementos “cis”
localizados nas regibes promotora e adjacente ao gene correspondente
(YAMAGUCHI-SHINOZAKI & SHINOZAKI, 2005). Muitos fatores de transcrigdo sédo

estresse-induzidos, sugerindo que varios mecanismos regulatorios transcricionais
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sdo estresse-induziveis e, podem funcionar na regulagao de vias de transducéo de
sinais. Esses fatores de transcricdo podem direcionar a expressao de outros genes
cooperativa ou independentemente (SHINOZAKI & YAMAGUCHI-SHINOZAKI,
2007) e podem constituir uma rede de genes em soja.

Entre as varias familias de fatores de transcricdo em plantas, destaca-se o
DREB1A. Este gene regula a expressao de genes envolvidos na resposta a
estresses abibticos, como seca, salinidade e frio. O gene rd29A, que € estresse
induzido e contém dois elementos “cis” atuantes, ABRE (elemento de resposta ao
acido abscisico; ABA) e DRE (elemento de resposta a desidratagcdo)/CBF-CRT
(“C-Repeat”), na regido promotora, estd envolvido na expressdo de genes
estresse-induzidos. A familia do fator de transcricdo AP2/EREBEP que se liga a
esses elementos DRE/CRT, e contém um dominio conservado de ligagdo ao DNA
de nove pares de bases — TACCGACAT —, foi isolado de Arabidopsis thaliana e
nomeado DREB1 e DREB2 (SHINOZAKI & YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2007).

Os cDNAs codificando proteinas de ligagdo ao DRE sdo DREB1A e DREB2A
que foram identificados usando a técnica “one-hibrid” (LIU et al., 1998). Ambas as
proteinas se ligam especificamente a sequiéncia DRE em Arabidopsis e ativam os
genes regulados. A super-expressao de dreb1a sob o controle do promotor do virus
do mosaico da couve-flor, CaMV 35S, mostrou a expresséo de genes alvos que sao
estresse-induzidos durante condigbes de seca, salinidade e frio (KASUGA et al.,
1999; GILMOUR et al., 2000). Entre esses genes esta o rd29a, cuja regido
promotora contém os elementos DRE/ABRE foi usado para direcionar a expressao
da proteina DREB1A. O objetivo principal foi o de minimizar os efeitos negativos no
crescimento da planta, observados quando foi usado o promotor constitutivo CaMV
35S. Uma melhor resposta na tolerdncia a seca em plantas geneticamente
modificadas e o crescimento normal foram observados com a construcao rd29a:
dreb1a (KASUGA et al., 1999), uma vez que o promotor rd29a é induzido apenas
sob condi¢des de seca.

A expressao diferencial de genes envolvidos nos mecanismos de defesa
contra a desidratagao celular tem uma funcdo chave na tolerédncia a seca. O

entendimento de como cada gene contribui na resposta final, nos niveis celular,
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fisiologico e agronébmico pode auxiliar no desenvolvimento de plantas com maior
tolerancia a seca (SHINOZAKI et al., 2003; FOWLER & TOMASHOW, 2002). Os
mecanismos de defesa envolvidos nesse processo parecem ser muito similares em
todo o reino vegetal, assim como respostas a outros tipos de estresses bidticos e
abioticos tém sido também identificadas, mostrando passos comuns nas vias de
sinalizacado molecular (KASUGA et al., 2004).

Varios métodos estdo sendo explorados para andlise dos perfis de
expressao em plantas. A tecnologia dos microarranjos de DNA é uma das técnicas
utilizadas para unir as informagdes de seqiéncias genbmicas e de transcriptomas
(RABBANI et al., 2003). A tecnologia de microarranjos leva a determinacdo da
abundancia de transcritos em um genoma comparando os dados do controle com
os dados experimentais e os RNAs de diferentes tratamentos s&o distinguidos por
incorporagao de diferentes sondas fluorescentes (DEYHOLOS & GALBRAITH,
2001). Os dados de microarranjos ja tém sido utilizados na identificacdo de um
grande numero de processos em plantas, como o desenvolvimento de sementes
(GIRKE et al., 2000), respostas a danos mecanicos na planta (REYMOND et al.,
2000), sinalizagdo em resposta ao ataque de patdégenos (SCHENK et al., 2000),
resposta devido a deficiéncia/excesso de nutrientes (THIMM et al., 2001) e
respostas a estresses ambientais (KAWASAKI et al., 2001, SEKI et al., 2001,
KREPS et al., 2002; OZTURK et al., 2002).

Dessa forma, o objetivo desse estudo foi verificar os efeitos do déficit hidrico
em eventos de soja geneticamente modificados para tolerancia a seca,
identificando genes diferencialmente expressos envolvidos nos mecanismos de
tolerdncia a seca, através da utilizagdo das técnicas de microarranjos de
oligonucleotideos, em “biochips” de 44 Kb, e RT-qPCR, A identificacdo desses
genes entre os eventos geneticamente modificados sera util no sentido de explorar
0s mecanismos moleculares de tolerancia a seca em soja, assim como selecionar e

desenvolver eventos geneticamente modificados desejaveis.

2 MATERIAIS E METODOS
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2.1 Selecao de Eventos Geneticamente Modificados com a Construgao rd29a:
dreb1a

O processo de transformacéao por biobalistica na Embrapa Soja nos anos de
2005/2006 resultou em 17 eventos contendo a construgdo rd29a: Atdrebia
(BENEVENTI, 2006). Desses, dez eventos foram plantados em casa de vegetagéo
(geracao T1) e a insergao da construcao do gene exdgeno foi verificada por analise
de PCR convencional.

O DNA gendmico das plantas foi extraido seguindo o protocolo de KEIM et al.
(1988), com algumas modificagdes, e usado na reacédo de PCR convencional com
trés pares de “primers” que amplificam a construgao rd29a: dreb1a. O nome e a
seqUéncia desses “primers” estdo representados na Tabela 1. Para verificar se a
segregacao do gene Atdreb1a estava de acordo com a segregacdo Mendeliana foi

feito o teste y? (p<0.05) para todos os eventos testados.

Tabela 1. Sequéncia dos “primers” usados na reagdo de PCR convencional e o tamanho esperado
dos fragmentos gerados.

Nome dos primers Seqiiéncia dos primers T::::g:::m;)
rd29Ap5HFw 5 GGGAAGCTTGCCATAGATGCAATTCAATCAAACT 3 1670
NosTp-Rv 5 GITIGAACGATOGGGGAAAT 3
AtRd29A:DREB-Fw 5 CCAATAGACATGGACOGACTACT 3 500
AtRd29A: DREB-Rv 5 GTTCTCTAACCTCACAAACCCACT 3
RTAtDREB-Fw 5 CGCTGACTCGGCTTGGA 3 108
RTAtDREB-Rv 5 GCATCACACATCTCATCCTGAAAC 3

2.2 Analise Funcional

2.2.1 Desenho experimental: experimento de seca com os eventos P1333 e
P1378

O experimento foi realizado usando dois eventos (P1333 e P1378) gerados
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por transformacdo genética e a cultivar BR16 (ndo transformada) usada como
controle. Os dois eventos geneticamente modificados forma comparados quanto a
resposta de diferentes parametros fisiologicos e niveis de expressao do transgene,
sob déficit hidrico, a fim de identificar o evento mais promissor a ser utilizado em
analises posteriores com microarranjos de oligonucletideos. As plantas foram
divididas em dois grupos: um grupo controle com 15% de umidade gravimétrica
(UG) (perto da capacidade de campo) e um grupo estressado com 5% de UG
(estresse moderado) (LEHANE & STABLE, 1965; JONES, 2007). Cada grupo foi
composto de 12 plantas de cada gendétipo, semeadas em vasos de 10-L com areia e
solucéo nutritiva, em casa de vegetacgédo (dia 30°C+2°C; noite 22+2°C; UR 40%+5%)
em delineamento em blocos ao acaso com os tratamentos em arranjo fatorial: trés
cultivares (BR16, P1333 e P1378) e dois periodos de avaliagéo (20 e 34 dias apds o
estresse). Todas as plantas se desenvolveram por 45 dias em condi¢gdes normais
(15% de UG). O estresse hidrico foi iniciado por suspens&o da irrigagdo até a
umidade da areia atingir 5% de UG, 20 dias ap0s o estresse, que correspondeu ao
estadio de florescimento (Ry); e 34 dias apds o estresse, que correspondeu ao
estadio de enchimento de graos (Rs); o grupo controle foi mantido a 15% de UG até

a concluséo do experimento.

2.2.2 Desenho experimental: microarranjos de oligonucleotideos

A partir dos resultados fisiolégicos e moleculares obtidos com os eventos
P1378 e P1333, foi escolhido o evento P1333, além de um outro evento, P58,
caracterizado através de parametros fisiologicos, nivel de expresséo do transgene e
alguns genes de resposta ao déficit hidrico, em trabalho anterior feito por POLIZEL
(2007), para a utilizacdo em analises de microarranjos de oligonucleotideos. O
experimento foi realizado usando os dois eventos gerados por transformacgéo
genética (P58 e P1333) e a cultivar BR16 (n&o transgénica), usada como controle.
As plantas foram divididas em dois grupos: um grupo controle com 15% de umidade
gravimétrica (UG) (perto da capacidade de campo) e um grupo estressado com
2,5% de UG (estresse severo) (LEHANE & STABLE, 1965; JONES, 2007). Cada
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grupo foi composto de duas plantas de cada gendtipo, semeadas em vasos de 10-L
com areia e solugdo nutritiva em casa de vegetacéo (dia 30°C+2°C; noite 22+2°C;
UR 40%+5%) em um delineamento em blocos ao acaso com os tratamentos em
arranjo fatorial: trés cultivares (BR16, P1333 e P1378) e dois niveis de estresse
(15% e 2,5% de umidade gravimétrica). Todas as plantas se desenvolveram por 30
dias em condi¢gdes normais (15% de UG). O estresse hidrico foi iniciado pela
suspensao da irrigacdo no estadio de desenvolvimento vegetativo (Vs); o grupo
controle foi mantido a 15% de UG até a conclusdo do experimento. Foram

coletadas folhas do terceiro n6 foliar de cada tratamento separadamente.

2.3 Analise de Expressao por Microarranjos de Oligonucleotideos

Para a analise de microarranjos de oligonucleotideos foram obtidas amostras
de RNA total das folhas de dois eventos transformados com a construcao rd29a:
Atdreb1a, P58 e P1333, e plantas da cultivar BR16 (ndo transformadas) usadas
como controle, usando o reagente Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), de acordo
com as recomendagdes do fabricante. O RNA total foi usado para a construgao de
moléculas alvo de cDNA marcados com os fluoréforos “Cy5” e “Cy3” (Tratamento 1:
P58 marcado com “Cy5” e BR16 nao transformada marcada com “Cy3” e,
Tratamento 2: P1333 marcado com “Cy5” e BR16 ndo transformada marcada com
“Cy3”, ambos em 15% de UG para hibridizagdo das sondas contidas no arranjo
“Agilent Soybean oligo microarray” contendo 44 Kb de oligos (Agilent Technologies
Inc., Santa Clara, CA, USA). A anadlise dos dados foi feita pelo programa
“Bioconductor”. A reprodutibilidade das analises dos microarranjos foi avaliada por
“‘dye swap”, ou seja, a inverséo dos fluoréforos na construgdo das moléculas alvo
para a hibridizacdo das sondas. Somente genes com “p-values” <0,001 foram
estudados. O programa “Image Analysis”, versdo A 6.1.1 (Agilent Technologies Inc.)
foi utilizado para localizar e delinear cada “spot” no arranjo e integrar a intensidade

de cada “spot”, fazendo a normalizagao dos dados pelo método “Lowess”.
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2.4 Analise de Expressao por RT-qPCR

Para avaliar o nivel de expressao dos genes nas folhas, foram obtidas
amostras de RNA total usando o reagente Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) de
acordo com as recomendacdes do fabricante. O protocolo utilizado para a sintese
de cDNA foi obtido por SCHENK et al. (2003), usando a enzima transcriptase
reversa “Superscript Il First Strand Synthesis Kit” (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).
Para preparar o cDNA, 1 ug de RNA total foi usado e misturado com “primers”
randémicos (5 ng/uL).

O desenho dos “primers” para o RT-gPCR foi feito com o auxilio do programa
“Primer Express” versédo 3.0 (Applied Biosystems, Foster, CA, USA). A sequéncia
dos “primers” foi determinada préxima a regido 3’ do gene com fragmentos que
variam de tamanho entre 75 a 155 pares de bases (pb) (Tabela 2). Os genes
testados foram: rd29a: Atdreb71a (Acesso No.: NM118680.1), Gmdreb1a (Acesso
No.: AF514908.1) e o normalizador Gmrnar18S (Acesso No.: X02623.1), usado
para a normalizagdo dos dados.

As analises de RT-qPCR foram conduzidas com o “kit SYBR Green Master
Mix” (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) em um termociclador 7300 RT-gPCR (Applied
Biosystems, Foster, CA, USA), de acordo com as instru¢bes do fabricante. A
eficiéncia de amplificagcéo foi obtida para cada gene comparando varias dilui¢des de
cDNA e concentracao dos “primers”. As condi¢des das reac¢des foram 50°C por 2
min, 95°C por 10 min, 45 ciclos de 95°C por 2 min, 62°C por 30 seg, 72°C por 30 seg
e os dados foram coletados na ultima fase (extensao), utilizando-se 2 repeticbes em
triplicata. Apds a quantificacao relativa, foi feita uma curva de dissociagao para
verificar a qualidade do produto amplificado. Temperaturas de dissociacédo do
amplicon variando de 78°C a 85°C indicam amplificacao de produto especifico (alvo),
abaixo dessa temperatura significa contaminacdo ou formacdo de dimeros de
“‘primers” na reacdo. Os resultados foram analisados pelo programa “Sequence
Detection” (Perkin Elmer, Massachusetts, CA, USA) usando como calibrador as
plantas em 15% de UG. Para calcular a eficiéncia da reacdo foi usada a formula:
E=[1 0-1lsolpe]_1 _
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Tabela 2. Sequiéncia de “primers” usados na RT-qPCR.

Tamanho estimado do

Nome dos primers Seqiiéncia dos primers fragmento (pb)
RTAtDREB-Fw 5' CGCTGACTCGGCTTGGA 3' 108
RTAtDREB-Rv 5' GCATCACACATCTCATCCTGAAAC 3
RTGmDREB-Fw 5' CGACCAGGAGGGCAGTGAT 3 75
RTGmDREB-Rv 5' GCTTTTCGGCGAATGGAAT 3'

RTGmrRNA18S-Fw 5' AAACGGCTACCACATCCAAG 3 155
RTGmrRNA18S-Rv 5' CCTTCAATGGATCCATCGTTA 3'

2.5 Parametros Fisioldgicos

As variaveis respostas analisadas foram: taxa fotossintética, condutancia
estomatica e taxa de transpiracdo, estimadas pelo equipamento portatil de
fotossintese “Photosynthesis System” (LICor, Inc., model LI-6400), usando o foliolo
mediano do segundo né foliar (do apice em relagdo a base) completamente
expandido sob intensidade luminosa de aproximadamente 1.000 pmoles m? s'.
Além disso, foram feitas analises de macro e micronutrientes das folhas das plantas
utilizadas para a analise de microarranjos de oligonucleotideos. Com os dados
fisiolégicos foram realizadas as analises exploratdérias para verificar se as
pressuposi¢cées de normalidade, aditividade do modelo, independéncia dos erros e
homogeneidade de variéncias dos tratamentos estavam presentes no modelo.
Posteriormente foram realizadas as analises pela ANOVA para todas as variaveis
respostas. Os dois métodos forma analisados utilizando-se o programa SAS
(“Statistical Analysis System”) versao 8.0 e as diferengas das médias dos niveis de

estresse e dos gendtipos comparadas pelo teste de Tukey (p<0.05).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Sele¢ao dos Eventos Transformados

Em trabalho anterior, mais de 1500 pléntulas foram regeneradas a partir de
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embrides bombardeados gerados pelo método de biobalistica com a construgéo
rd29a: dreb1a (BENEVENTI, 2006). Destas, um total de 941 foram testadas por
reacédo de PCR convencional usando os trés pares de “primers”. Finalmente, 17
eventos positivos foram selecionados em casa de vegetacado. Entre esses eventos,
dez eventos (T4) sobreviveram e foram confirmados com a construgdo inserida. A
segregacao de sete eventos estava de acordo com a razdo de 3:1, sugerindo que
esses eventos possuem um unico l6cus de insergéo para o transgene Atdreb1a. O

Valor de y? quadrado para a segregacdo medeliana esta representada na Tabela 3.

Tabela 3. Segregacéo do transgene Atdreb1a.

Eventos transformados Valores de 52

27 C 0.000
45 A 121.12*
58 B 3.3

59 B 0.2

345 A 124.12*
382 B 0.12

890 94.231*
1142B 0.667
1333A 0.710
1378B 0.000

*N&o houve segregacado Mendeliana de 3:1 do transgene Atdreb1a

3.2 Experimento de Seca com os Eventos P1333 e P1378

3.2.1 Analise de expressao

A andlise por RT-qPCR demonstrou que as plantas n&o transgénicas (BR16)
apresentaram maior expressédo do gene Gmdreb1a em 20 dias de estresse (Figura
1A). Aos 34 dias de estresse, as plantas dos eventos transformados e as né&o
transgénicas mantiveram um nivel basal de expressdao do gene Gmdrebia. O
evento P1378 apresentou maior nivel de expressdo do gene Gmdreb1a quando
comparado com o evento P1333 com 34 dias de estresse em plantas a 5% de UG
(Figura 1B).
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Além disso, os resultados indicaram que o evento P1333 apresentou maior
nivel de expressao do Atdreb71a quando comparado com o evento P1378, nos dois
periodos de estresse (20 e 34 dias), mas ambos apresentaram niveis de expressao
diferentes da BR16, no periodo de estresse (5% de UG), mostrando maior nivel de
expressao do Atdreb1a em 5% de UG nos dois periodos de estresse. Os niveis de
expressao do fator de transcricdo Atdreb1a nos eventos transformados, P1333 e
P1378, sob condi¢cdes de estresse foram maiores do que nas plantas controle (sem
estresse) transformadas e nas plantas nao transgénicas (Figura 1C). Na analise
usando as plantas transformadas, o gene Atdreb1a foi diferencialmente expresso

com o aumento do tempo de estresse percebido ap6s 34 dias (Figura 1D).
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Figura 1. Niveis de expressao relativa de Gmdreb1a (A e B) e Atdreb1a (C e D) nos eventos P1333 e
P1378 contendo a construgdo rd29a: dreb1a, submetida a seca. A cultivar BR16 foi usada
para comparacdo. O RNA extraido em 20d e 34d apds o estresse foi usado para as
analises.

3.2.2 Anadlises fisiolégicas

Durante as avaliagdes, os valores da taxa fotossintética e da condutancia
estomatica foram observados em 15% e 5% de UG. A taxa fotossintética e a
condutancia estomatica apresentaram diferengcas nos valores das plantas
transgénicas comparadas com as plantas da BR16 (ndo transformadas) usadas
como controle, somente em 20 dias apés o estresse de 5% de UG (Figuras 2.1 e
2.2). Nao foram observadas diferengas estatisticas significativas nas outras datas
de avaliacgéo.

A taxa transpiratéria mostrou diferencas entre os tratamentos (15% e 5% de
UG) em 13 e 48 dias apds o estresse, sendo reduzido em 5% de UG. Entre os
eventos transformados, foram observadas diferengas na taxa transpiratéria em 48
dias com 15% de UG, sendo a menor taxa de transpiragéo nas plantas transgénicas
em relagdo as plantas da BR16 (ndo transformadas) usadas como controle. Com 20
dias ap6s o estresse as plantas transgénicas apresentaram maior transpiragao,
enquanto com 55 dias apds o estresse somente as plantas do evento P1333
apresentaram maiores valores, em relagao as plantas da BR16 (nao transformadas)
usadas como controle (Figura 2.3).

A taxa fotossintética, conduténcia estomatica e taxa de transpiracdo na
ultima avaliagao (55 dias apds o estresse), nas plantas com 5% de UG do evento

P1378 foram menores do que no evento P1333 e na BR16.
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Figura 2. Taxa fotossintética (1), condutancia estomatica (2) e taxa de transpiragéo (3) nas plantas transgénicas com a construgao rd29a: dreb1a;

comparada com a BR16 (ndo transgénica) submetida aos tratamentos de estresse. A) 15% de UG e B) 5% de UG. Os tragos verticais
entre as barras correspondem ao erro padrdo e as diferencas observadas pelo teste de Tukey. Os pontos onde os tragos ndo se

sobrepéem indicam diferencgas estatisticas significativas pelo teste de Tukey (p<0.05).
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Os genes do fator de transcrigdo DREB1A tém sido encontrados em varias
plantas, como Atdreb (1A, 1B, 1C, 2A, 2B) de Arabidopsis thaliana (LIU et al., 1998;
NAKASHIMA et al., 2000), Osdreb (1A, 1B, 1C, 1D, 2A) de Oryza sativa - arroz
(DUBOUZET et al., 2003), Ahdreb1 de Atriplex hortensis (SHEN et al., 2003), e
Tadreb1 de trigo (SHEN et al., 2003). Cada gene codifica uma proteina com o
dominio AP2 conservado de 60 aminoacidos, que é responsavel pela ligacéo da
proteina DREB a regidao DRE(LI et al., 2005). A especificidade dos primers utilizados
para a quantificacao relativa foi confirmada pela constru¢ao da curva de dissociagao
para cada alvo.

Em 20 dias de estresse, a expressao do gene Gmdreb1a enddgeno da soja
foi mais intensa nas plantas ndo transformadas e submetidas ao estresse (5% de
UG). Entretanto isso n&o favorece uma maior toleréncia a seca, tendo em vista que
parametros fisiologicos como taxa fotossintética, conduténcia estomatica foram
superiores nos eventos transformados com a construgao rd29a: dreb1a.

Apoés 34 dias de estresse, os processos fisiologicos foram reduzidos. Isso
ocorreu ho momento em que as plantas estavam no periodo de enchimento de
graos (Rs), mas o maior nivel de expressdo do gene Atdreb1a permitiu que as
plantas transgénicas tolerassem uma menor disponibilidade de agua por mais
tempo. O gene Gmdreb1a em outras cultivares de soja mostrou diferengas no nivel
de expressao em caules, folhas, flores e frutos. Nenhuma expresséao foi detectada
em raizes por LI et al. (2005), embora diferencas no nivel de expresséo tenham sido
observadas em raizes nas cultivares Conquista e BR16 por STOLF et al. (in press).

O aumento dos niveis de expressado do gene Afdreb1a observado nesse
trabalho para os eventos P1333 e P1378 (Figura 1), assim como observado no
evento P58 estudado por POLIZEL (2007), em plantas submetidas ao déficit hidrico
confirmou a capacidade de ativacdo do promotor rd29a. Além disso, confirmou o
sucesso do processo de transformacgéao pela insergcao do transgene em uma regiao
genbmica que possibilitou sua expressao, visto que o evento P1378 apresentou
uma queda nas respostas fisiologicas, apds 55 dias de estresse. O maior nivel de
expressao do Atdreb1a no evento P1333, comparado ao evento P1378 pode ser a

causa da reducao de processos fisiologicos observados somente no evento P1378
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no final do estadio de desenvolvimento (55 dias apds o estresse). Isso pode ser
devido, provavelmente, porque as plantas desse evento chegaram mais
rapidamente no periodo de senescéncia, acelerando os ciclos de desenvolvimento.
Além disso, um maior numero de cépias do transgene ou quantidades de genes
funcionais diferentes do outro evento pode contribuir, j@ que o evento P58
apresentou trés copias do transgene, identificados por “Southern blotting” e por
quantificacdo absoluta, enquanto o evento P1333 apresentou 13 copias do
transgene (dados n&o mostrados), Uma outra hipotese é que a insergédo do
transgene pode estar perto de um “enhancer” ou acentuador, que séo sequéncias
de DNA que aumentam a afinidade da maquinaria de transcricdo por um
determinado promotor (OMIRULLEH et al., 2004), no caso o rd29a. Plantas
transgénicas derivadas da técnica de biobalistica tendem a possuir a integragao de
multiplas cépias do transgene no genoma (PAZ et al.,, 2004). Em soja ja foi
observado que eventos com a inser¢ao acima de 100 copias (REDDY et al., 2003).
A interacdo entre multiplas copias pode causar silenciamento génico e/ou tornar
dificil o desenvolvimento de variedades comerciais estaveis.

KAZUGA et al. (2004) também observaram em A. thaliana a expresséo do
gene Atdreb1a em niveis elevados na condi¢céo controle, sugerindo que o promotor
rd29a tem um nivel de expressao basal, em condi¢gbes 6timas de agua no solo. A
regido promotora do rd29A apresenta dois elementos “cis” atuantes: um relacionado
a mudanca nas respostas do potencial osmoético e outra regido de resposta ao ABA
(YAMAGUCHI-SHINOZAKI & SHINOZAKI, 1993). Essa segunda via de sinalizagéo
pode afetar a expressao do gene Atdreb1a independentemente da expresséo do
gene Gmdreb1a, causando um perfil de expressao distinto como foi observado
nesse estudo.

A super expressao do gene Atdreb71a nas plantas de soja transgénicas
provavelmente aumentou a toleréncia a seca, sugerindo que a proteina DREB1A
funciona no desenvolvimento da tolerancia a seca (LIU et al., 1998). Os produtos
dos genes alvos da proteina DREB1A estdo consequentemente envolvidos no
estabelecimento dessa tolerancia ao estresse (SHINOZAKI &
YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2007).
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A fungao do gene dreb1a na expressao de genes estresse induzidos tem sido
demonstrada em arroz (Osdreb1a) (SHINOZAKI & YAMAGUCHI-SHINOZAKI,
2007). A super-expressao de Osdreb1a em Arabidopsis thaliana revelou uma
funcéao similar dos genes de arroz na expressao de genes de resposta ao estresse e
na tolerancia ao estresse (DUBOUZET et al., 2003). Recentemente, a
super-expresséo do gene Osdreb7a ou do gene Atdreb1a também aumentou a
tolerancia a seca no arroz (ITO et al., 2006). Esses dados indicam que fatores de
transcricdo da familia DREB s&o conservados e tém uma funcdo similar na
tolerancia a estresses abioticos entre plantas monocotiledéneas e dicotiledéneas
(SHINOZAKI & YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2007).

Nos 20 dias ap6s o estresse, as plantas transgénicas toleraram a condi¢cao
de restricdo de agua, quando comparada a BR16, enquanto em periodos
avancados essas diferencas entre transgénicas e nao transgénicas foram menos
evidentes, devido, provavelmente, a reducdo de processos fisioldégicos e/ou
metabdlicos participando do desenvolvimento de plantas pela adicao dos efeitos do
estresse, e também pela variagdo ambiental ocorrida durante o experimento e
condi¢cdes de crescimento na casa de vegetacgéao.

O tratamento de seca imposto no experimento descrito nesse estudo pode
ser definido como um estresse moderado e efeitos significativos na taxa
fotossintética, na conduténcia estomatica e na taxa de transpiracdo foram
detectadas nas plantas transgénicas comparadas com as plantas nao transgénicas.
Uma explicacdo da diferengca da taxa fotossintética observada nas plantas
transgénicas comparada as nao transgénicas pode ser a limitacdo difusional
(estbmato e mesofilo) (BOTA et al., 2004) que parece ser mais importante nas
plantas transgénicas comparada as n&o transgénicas, que sugere a maior eficiéncia
do uso da agua (dados ndo mostrados) observado nas plantas transgénicas, em
consequéncia de um melhor funcionamento da maquinaria fotossintética nessa
condicao (PARRY et al., 2002; TEZARA et al., 2002; THIMMANIAK et al., 2002).

A maior condutancia estomatica observada nas plantas transgénicas pode
ser explicada por uma maior manuten¢ao do turgor celular (TEZARA et al., 2003).

Essa maior manutencédo do turgor celular pode ter sido garantida também pela
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expressao de genes relacionados ao ajuste osmoético. Os niveis médios superiores
de condutancia estomatica das plantas transgénicas tem permitido uma maior
difusdo de CO; para dentro do mesofilo das folhas, contribuindo para uma maior
taxa fotossintética. De acordo com CORNIC (2000) o fechamento estomatico € uma
das causas da redugdo da fotossintese, consequentemente ela reduz a
disponibilidade de CO, no mesofilo. As diferencas entre as médias das analises
fisiolégicas das plantas transgénicas e da BR16 em condi¢gdes de estresse foram
significativas nos 20 dias ap0s o estresse, mas somente o evento P1378 mostrou
valores desses parametros reduzidos quando as plantas desse evento atingiram o
periodo de maturidade, sendo evidente na ultima analise pelo efeito aditivo do
estresse ou por uma proximidade maior da senescéncia foliar.

Durante a seca duas razdes principais que podem causar o fechamento dos
estdmatos sao sinais hidrofilicos (potencial de agua da folha, turgor celular) e os
sinais quimicos (acido abscisico; ABA). O ABA sintetizado nas raizes podem
também ser transportado para a célula guarda pelo canal transpiratério, induzindo o
fechamento estomatico sob condigbes de seca pela ligagdo ao receptor hipotético
de ABA (MULLER & WHITSHITT, 1996). A idéia recente para o controle dos
estdbmatos na resposta a seca foi que o suplemento de agua diminui, o potencial de
agua e o turgor celular declinam e o fechamento estomatico &€ promovido
(KALEFETOGLU & EKMEKCI, 2005).

A maior condutancia estomatica observada nas plantas transgénicas sob
seca quando comparada as plantas n&o transgénicas, sob a mesma condigcédo de
limitacdo de agua, permitiu uma maior taxa transpiratéria dessas plantas
transgénicas comparadas as nao transgénicas. Essa maior taxa de transpiracao
refletiu na redugcéo da temperatura foliar somente nos evento P1333, 20 dias apés o
estresse (dados ndo mostrados), que foi inferior as médias observadas em plantas
da BR16, com menor taxa de transpiragdo, e, conseqientemente, maior
temperatura foliar. Provavelmente isso também pode explicar a reducéo de todos os
parametros fisiol6gicos no evento P1378 apos 48 dias de estresse.

A seca é uma das mais comuns condi¢cbes de estresse que as plantas sao

submetidas no ambiente e freqientemente tem um efeito negativo na condutancia
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hidraulica das raizes (VANDELEUR et al., 2005). E aceito que durante a
transpiracéo a agua percorra do solo até o xilema das raizes pela via apoplastica,
principalmente por um gradiente de pressao hidrostatica, entretanto, quando a
transpiracéo é restrita pelas condi¢cdes de estresse como a seca, a maior parte da
agua segue pela via transmembrana (célula a célula) (AROCA et al., 2006).

Esses resultados sdo consistentes com a hipdtese de que a resposta
ou a adaptacéao das plantas a seca é um elemento chave na tolerancia ao estresse
(TREWAVAS, 2003). Este tipo de mecanismo pode ser mais apropriado do que
mudancgas estruturais constitutivas para tolerancia a seca em plantas, onde o
objetivo é estabilizar o rendimento em anos pobres ao manter o potencial do
rendimento nos favoraveis (LAFITTE et al., 2007). Além disso, esses resultados
sdo bons indicativos para testar essas plantas no campo e regular os processos

fisiolégicos.

3.3 Experimento de Microarranjos de Oligonucleotideos

3.3.1 Confirmacao da expressao do gene Atdrebla nos eventos

transformados

Para verificar a expressao do gene Atdreb1a nos eventos P58 e P1333, foi
feita analise por RT-qPCR, utilizando plantas da cultivar BR16 (ndo transformadas)
usadas como controle (Figura 3). Os resultados mostraram que a expressao foi

maior no evento P1333 do que no evento P58 sob condi¢gdes de estresse.
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Figura 3. Nivel de expresséo do gene Atdreb1a nos eventos P58 e P1333. As plantas com 15% de
UG em cada evento foram usadas como calibradores.

3.3.2 Analise de expressao génica por microarranjos

A maioria dos genes diferencialmente expressos no evento P58 (Tabela 4)
também foi identificada no evento P1333 (Tabela 5). Entre eles destacam-se fatores
de transcrigdo como bZIP, WRKY, siringolide, dominios dedo de zinco, MYB, NAC;
genes envolvidos com o metabolismo fotossintético, destacando-se genes
relacionados e induzidos pela enzima ribulose 1,5 bifosfato carboxilase/oxigenase,
metabolismo de aminoacidos e carboidratos, citocromo P450 monooxigenase,
aquaporina, prolina e proteinas desconhecidas, que representam 18% no evento
P58 e 34% no evento P1333. Além disso, foram identificados genes “up”-regulados
como os genes que codificam fatores de transcricdo, aqueles envolvidos em
processos metabdlicos, e genes “down’-regulados, entre eles a maioria das
sequéncias desconhecidas, e genes envolvidos com componentes estruturais,

como subunidades ribossémicas (Figura 4).
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Tabela 4. Lista dos genes diferencialmente expressos no evento de soja P58 com 15% de UG. A
BR16 (ndo transformada) foi usada como controle nas analises de microarranjos de
oligonucleotideos.

Chip Acesso Similaridade* Expressao
28598 Citocromo P450 (GMFL01-08-N24-R_367) 10
41386 Desconhecida (C0O983008.1_694) 9,01
10086 Ribulose 1,5 bifosfato carboxilase/oxigenase (GMFL01-10-E03-R_618) 7,27
28282 Actin-binding FH2 domain containing protein (AW781063.1_276) 7,84
15934 Familia transposase (BM178752.1_421) -5,42
30384 Desconhecida (GMFLO1-10-102-R_324) 8,58
28661 RNAr 5S (GMFLO1-12-K20-R_189) 9,3
31097 Proteina SOS2 (BU764299.1_488) 10,46
26227 Lipoxygenase-9 (LOX9) (BG156932.1_540) 71
16784 Lipoxygenase-9 (LOX9) (BE331586.1_538) 6,94
10758 bZIP (CD395256.1_514) 6,64
17923 Proteina associada a rubisco (CX702968.1_831) 5,85
305 Proteina transportadora de zinco (BI968082.1_502) 9,28
8187 Beta-1,3-glucanase (BU549819.1_498) 7,09
6372 Citocromo P450 monooxygenase (CA851890.1_561) 7,68
33420 Flavanone 3-hidroxilase (F3H1) (CD409540.1_254) 6,24
21173 Famiia WRKY 17 (BE820675.1_303) 6,7
17492 Myo-inositol-1-fosfato sintase (C0983310.1_630) 6,56
2592 Nodulina associada a senescéncia 1A (C0O984311.1_799) 9,73
9901 Famiia WRKY 27 (CD410097.1_592) 5,97
3468 Citocromo P450 (AW780907.1_449) 8,75
12873 Proteina transportadora de zinco (BU549581.1_522) 4,64
17553 fosfoenolpiruvate carboxilase kinase (PPCK2) (AW100779.1_350) 7,56
13378 glicosiltransferase (GT4) (CX704751.1_854) 8,63
18747 Polipeptideo rico em metionina (BF219543.1_471) -6,04

5-metiltetrahidropteroiltriglutamate--homocisteine S-metiltransferase (GMFLO1-
23030 14-C22-R_450) i ? ( 6.2
27724 Polipeptideo rico em metionina (BM523457.1_356) 6,95
251 bZIP (C0982359.1_617) 5,46
1371 Desconhecida (GMFL01-43-G19-R_395) 9,27
29357 MYB-CC (GMFLO01-28-P16-R_135) 9,97
23475 bZIP36 (CO982586.1_718) 4,94
17972 Desconhecida (GMFL01-27-G05-R_467) 7,86
12460 Retroelemento (BG406161.1_224) 8,62
12232 Famiia WRKY27 (BI968710.1_304) 5,63
13635 Proteina relacionada a dominios dedo de zinco (GMFL01-03-B17-F_550) 5,46
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Tabela 4. (Continuagéo) Lista dos genes diferencialmente expressos no evento de soja P58 com
15% de UG. A BR16 (ndo transformada) foi usada como controle nas analises de
microarranjos de oligonucleotideos.

Chip Acesso Similaridade* Expressao
24170 Nitrito redutase (BU548186.1_454) 4 7,91
35188 Aldo/keto reductase (GMFLO1-43-F21-R_351) " 10,93
32390 Desconhecida (GMFL01-21-F06-R_92) g 5,88
30348 fosforibosylformylglycinamidine sintase (FGAM2) (CA851071.1_622) d 5,73
24834 Glucosidase llalpha (GMFL01-23-019-R_66) " 7,93
31316 Endo-1,3-beta-glucanase (C0984885.1_778) r 5,04
2408 Glicosiltransferase (BM731415.1_407) d 6,35
20902 bZIP120 (GMFL01-04-C09-R_282) ¥ 933
23462 Citochrome P450 monooxygenase (BI786934.1_514) " 6,43
11290 Xiloglucana endotransglicosilase/hidrolase (GMFL01-10-N10-R_301) g 7,69
9245 Lipoxygenase-2 (Al748668.1_379) " 6,64
38346 MYB 122 (C0981327.1_681) " 506
32302 Receptor de proteina kinase 3 (RLK3) (C0979228.1_701) g 5,22
28259 Tirosine aminotransferase (BE473772.1_429) " 7,92
37948 ATP sulfurilase (BF068249.1_438) o7
23149 Citochrome P450 monooxygenase (BU547208.1_531) " 4,69
38183 Proteina kinase (C0980160.1_436) " 101
11667 Fruvato kinase (BM177571.1_42) r 6,95
10811 Ferrofitina (GMFL01-01-P12-R_89) " oe7
7451 Desconhecida (GMFL01-19-J08-R_559) ¥ 866
11506 Desconhecida (GMFL01-39-E13-R_459) " 79
7436 Receptor de proteina kinase rico emleucina (GMFL01-29-E11-R_444) " 6,88
2018 NAC2 (GMFL01-38-L17-R_326) " 964
20056 Citochrome P450 (BE821392.1_590) " 693
42044 Homeobox z[iper de leucina (CX547053.1_444) -5,88
34295 Desconhecida (CD398838.1_473) -4,6
15342 Ferro-superoxide dismutase (C0984347.1_667) " 7,42
28702 Kinase dependente de ciclina CDKB (AW395193.1_335) " 8,37
7244 Aquaporina (w ater channel protein) (GMFL01-47-N05-R_308) " 7,35
19359 ReMembR-H2 JR700 (GMFL01-16-M07-R_203) ¥ 875
13136 Desconhecida (GMFL01-46-J08-R_49) " 815
12126 fosfoglicerate desidrogenase (BQ080249.1_427) " 7,81
33043 Desconhecida  (CF806745.1_542) " 529
35238 Cisteina proteinase (CD391940.1_591) " 7,62
2268 ATPsulfurilase (AW119723.1_130) -5,36
12037 Transportador de aminoacido  (CD399386.1_484) -5,4
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Tabela 4. (Continuagéo) Lista dos genes diferencialmente expressos no evento de soja P58 com
15% de UG. A BR16 (ndo transformada) foi usada como controle nas analises de
microarranjos de oligonucleotideos.

Chip Acesso Similaridade* Expressao
4669 Proteina induzida por auxina (AW397551.1_329) 7,08
3581 Desconhecida (GMFL01-34-P16-R_299) 9,22
32216 Desconhecida (GMFL01-15-H07-R_552) 6,52
32238 4-hidroxifenilpiruvato dioxigenase (AW704016.1_132) 5,79
4748 Precursor da proteina kinase (BU762137.1_329) 4.4
15676 Proteina de ligagado a actina (BM527081.1_383) 5,38
24073 Desconhecida (BM085723.1_494) 6,22
9600 Carbonic anidrase (GMFL01-06-M17-R_221) 11,42
23152 Deconhecida (BI969137.1_608) 6,88
21287 Glicosiltransferase (BF324339.1_154) 8,58
32823 Flavonol sintase (CF806971.1_444) 5,84
31493 Isoflavanone 4'-O-metiltransferase (BU577913.1_521) 513
19013 Desconhecida (GMFL0O1-01-K14-F_374) 7,91
3008 Desconhecida (C0980024.1_361) 9,38
36362 Transportador de histidina-lisina(BU763816.1_429) 6,7
13331 Proteina induzida por auxina (GMFLO01-30-A21-F_610) -6,42
10989 Desconhecida (GMFL01-21-E08-R_450) 7,34
1485 Desconhecida (GMFL01-43-A03-R _452) -5,57
2267 Familia WRKY30 (BU579241.1_402) 5,58
6123 Proteina de ligagao a cauda poly(A) (BQ473431.1_383) 7,72
31620 Receptor da proteina kinase 3 (C0984081.1_777) 6,8
35926 Familia de proteina integral demembrana HPP (GMFL01-06-L03-R_551) 9,76
25475 Desconhecida (BI969751.1_679) 7,05
9696 Terpeno sintase (CO981146.1_493) 10,04
16601 Proteina dedo de zinco - CCCH (BE822876.1_588) -8,15

* Similaridade pelo blastx (NCBI) (www.ncbi.nIm.nih.gov)

**Nivel de expressdo dos genes identificados como diferencialmente expressos. Sinais positivos="up’-regulados, sinais

negativos="down”-regulados.
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Tabela 5. Lista dos genes diferencialmente expressos no evento de soja P1333 com 15% de UG. A
BR16 (ndo transformada) foi usada como controle nas analises de microarranjos de
oligonucleotideos.

Chip Acesso Similaridade* Expressao
30345 Desconhecida (GMFL01-43-H16-R_100) 10,58
5888 Desconhecido (GMFLO1-15-F24-R_255) 9,6
40234 Desconhecida (GMFL01-15-J13-R_221) 8,35
2156 beta-amylase (GMFLO1-14-F20-R_547) 8,3
31189 Desconhecido (GMFL01-46-L17-R_270) 7,47
28282 Desconhecido (AW781063.1_276) 7,12
29373 Desconhecido (GMFL01-46-E18-R_325) 8,66
32302 receptor-like protein kinase 2 - RLK2 (C0979228.1_701) 5,67
11133 lipase/hydrolase family protein (CO984629.1_487) 5,16
23410 NACS3 protein (BEB21995.1_457) 6,29
23030 5-methyltetrahydropteroyltriglutamate--homocysteine S- 636

methyltransferase (GMFL01-14-C22-R_450) ’
39080 beta-1,3-glucanase-like protein (CD396678.1_451) 6,6
32523 Desconhecido (GMFL01-51-F01-F_362) 5,74
3468 Desconhecida (AW780907.1_449) 8,26
18747 Desconhecida (BF219543.1_471) -6,36
15014 arabinogalactan protein (BU71377.1_391) 4,2
13922 sorbitol-like transporter (BI974666.1_464) 4,92
35092 Desconhecida (AW309904.1_240) -5,67
8878 Desconhecido (GMFL01-18-B01-R_500) -6,78
4284 ribosomal protein S7/NADH dehydrogenase (BU965521.1_403) -9,01
5059 Proteina desconhecida (GMFL01-11-F16-F_450) 4,55
12011 nitrate transporter NRT1-1" (CD393283.1_411) 5,81
38231 Desconhecida (CD416587.1_481) -8,35
6641 N3 protein" (BF324294.1_331) 6,57
24585 Desconhecida (BQ612497.1_574) 6,41
3292 Desconhecido (AW350538.1_469) 7,24
305 Desconhecido (BI968082.1_502) 8,25
17492 Desconhecido (C0983310.1_630) 5,34
14250 Desconhecida (BI971521.1_705) 9,03
4215 asparagine synthetase (BI946107.1_266) 6,83
13875 endo-.xyloglucan transferase// product="syringolide-induced 479
protein 19-1-5 (CX548488.1_6080)
19305 Desconhecido (GMFL01-41-M08-R_299) -7,06
895 Desconhecida (GMFL01-20-P12-R_461) 5,15
16768 Desconhecido (GMFL01-26-F11-R_414) 7,31

5979 Desconhecido (GMFL01-19-L24-R_546) -8,54
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Tabela 5. (Continuagdo) Lista dos genes diferencialmente expressos no evento de soja P1333 com
15% de UG. A BR16 (ndo transformada) foi usada como controle. nas analises de
microarranjos de oligonucleotideos.

Chip Acesso Similaridade* Expressao
26846 Syringolide-induced protein 19-1-5 (CO983719.1_611) 6,94
23475 Heat shock dominio N-terminal (C0982586.1_718) 4,98
39298 Aluminum activado por transportador de malato (BU083708.1_414) 3,06
20680 Desconhecida (GMFLO1-10-J09-R_509) 7,9
13881 Famiia GDSL-lipase/hydrolase (CD402808.1_546) -8,37
27369 Glycyl tRNA sintetase (GMFL01-10-G10-R_478) -8,84
38118 Plastocianina (CA800350.1_653) 7,05
37343 Desconhecida (GMFL01-02-E06-R_443) 6,98
14738 Proteina beclin 1 (GMFL01-15-N05-R_489) 14,43
1456 Desconhecida (CD405456.1_510) -8,93
7495 Syringolide-induced protein 19-1-5 (AW349280.1_651) 6,52
25441 Malato desidrogenase (Mdh1) (CD412730.1_117) -6,26
26644 Proteina de parede celular ica em prolina (BE821485.1_111) -5,17
5099 Subunidade ribosomal 60S (GMFL01-08-E24-R_408) -6,36
10342 Transportador de ions ferro (CX703023.1_785) 12,34
20348 Proteina de tolerancia a sal (BG239774.1_305) -6,45
2493 Sacarose-fosfato sintase (GMFL01-52-F01-R_375) 7,25
8503 Xiloglucana endotransglicosilase (GMFL01-22-A11-R_322) -7,51
9544 Desconhecida (GMFL01-24-K12-R_172) -7,5
10086 Ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase (GMFL01-10-E03-R_618) 6,12
19522 Transportador de calcio do reticulo endoplasmatico (GMFL01-17-L18-R_21) 6,71
4579 Celulose sintase (CX703131.1_676) 6,42
7704 Promotor do crescimento independnete de auxina (GMFL01-09-P08-R_624) -8,85
27960 Desconhecida (GMFL01-13-P05-R_651) 5,38
23918 Glicina tirosina keratina (CD405449.1_188) 5,34
39983 Quitinase classe | (AW350972.1_632) 8,44
16601 Proteina dedo de zinco - CCCH (BE822876.1_588) -8,52
2764 Celulose sintase/ transferase (BE822543.1_565) 7,49
1485 Desconhecida (GMFL01-43-A03-R _452) -5,14
9878 Desconhecida (BE821892.1_534) -5,84
9434 Desconhecida (GMFL0O1-13-D10-R_1) 13,28
23021 Syringolide-induced protein B13-1-1 (C0982385.1_770) 6,88
6957 Proteina BURP - maturagédo de semente (CD400847.1_561) -5,03
331 fosfoenolpiruvate carboxilase kinase 4 (BI968464.1_575) 4,34
22623 Familia metiladenine glicosilase (BI970662.1_699) 6,01
17334 Glicoproteina rica em hidroxiproline (CA784277.1_521) 6,61
21939 Osmotina (AW348587.1_616) 6,31
26014 Proteina BURP - maturagédo de semente (C0O983090.1_714) 7
11722 Homeodomain ziper de leucina (BQ629441.1_466) 5,04

12601 Desconhecida (CD397229.1_423) -6,22
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Tabela 5. (Continuagdo) Lista dos genes diferencialmente expressos no evento de soja P1333 com
15% de UG. A BR16 (ndo transformada) foi usada como controle. nas analises de
microarranjos de oligonucleotideos.

Chip Acesso Similaridade* Expresséo
21187 LRR-kinase (BE347792.1_384) 5,26
30102 Proteina de ligagao a lipideos (BQ785497.1_465) 5,98
19186 Transportador ABC (GMFL01-15-M15-R_670) -8,32
8877 Desconhecida (GMFL01-19-A21-R_538) 9,93
42044 Proteina de ligagdo a cauda poly(A) (CX547053.1_444) -5,71
15545 poligalacturonase (CA937935.1_396) -3,7
15880 rRNA  (GMFL01-26-B18-R_422) 6,5
10724 Desconhecida (GMFL01-27-E10-R_314) -6,93
39531 UDP-glucose desidrogenase (GMFL01-42-E14-R_193) -5,82
8122 Proteina dedo de zinco - CCCH (AI988452.1_443) -5,57
10140 Proteina dedo de zinco (CD409737.1_537) -5,22
38471 Endo-xiloglucana transferase (CD406004.1_556) 5,93
34701 Fator de transcricdo MADS (GMFL01-10-M15-R_587) 12
6499 Ubiquitina (GMFL01-45-009-R_448) 8,8
37848 Transportador de ions ferro DMT1 (BQ474089.1_349) 9,568
26853 Retroelemento (GMFLO1-40-M18-F_288) -6,4
11321 Proteina induzida por luz (BU089985.1_432) 9,26
13331 Desconhecida (GMFL01-30-A21-F_610) 6,69
34783 Tioredoxina (BI971002.1_612) 5,18
23810 Elicitor Avr9/Cf-9 (GMFL01-29-E08-R 534) 11,93
25858 Desconhecida (CX702424.1_569) 6,62
23121 Proteina dedo de zinco (Ran-binding) (BQ079975.1_476) 5,19
29815 Desconhecida (GMFL01-29-F18-R_273) 11,49
33228 LYK10 (BE823333.1_577) 5,62
6502 Desconhecida (C0982924.1_532) 5,76

* Similaridade pelo blastx (NCBI) (www.ncbi.nlm.nih.gov)

**Nivel de expressdo dos genes identificados como diferencialmente expressos. Sinais positivos="up’-regulados, sinais

negativos="down”-regulados.
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Figura 4. Representagéo dos genes diferencialmente expressos exclusivos de cada evento de soja,
P58 e P1333, “up” e “down”-regulados. A cultivar BR16 (n&o transformada) foi usada como
controle nas analises de microarranjos de oligonucleotideos.
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3.3.3 Analises fisioldgicas

Nas avaliagdes feitas nos estadios iniciais de desenvolvimento, diferengas
estatisticas significativas na taxa fotossintética ndo foram observadas nos eventos
transformados entre os tratamentos (15% e 2,5% de UG), mostrando que o estresse
foi suficiente para ativar o gene Atdreb1a, mas nao o suficiente para interferir na
taxa fotossintética nesse estadio de desenvolvimento (Figura 5A). A conduténcia
estomatica foi diferente no evento P1333, sendo menor no tratamento com 2,5% de
UG assim como nas plantas controle (BR16) (Figura 5B). A taxa de transpiragao néao
apresentou diferencas entre os tratamentos (15% e 2,5% de UG) nos eventos
transformados com o gene Atdreb1a (Figura 5C). O perfil da concentragcéo

intercelular de CO;, foi similar ao da taxa de transpiracao (Figura 5D).
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Figura 5. Taxa fotossintética (A), condutdncia estomatica (B), taxa de transpiracdo (C) e
concentragao intercelular de CO, (D), nos eventos transformados com a construgao rd29a:
dreb1a comparada com a BR16 (ndo transgéncia) submetida aos tratamentos de estresse
(15% e 2,5% de UG). Os tragos verticais entre as barras correspondem ao erro padrao e
as diferencgas estatisticas significativas observadas pelo teste de Tukey. Os pontos onde
0s tragos ndo se sobrepdem indicam diferencas pelo teste de Tukey (p<0.05). O circulo
representa o tratamento que n&o apresentou diferengas estatisticas significativas pelo
teste de Tukey.

Anadlises de macro e micronutrientes feitas nos eventos P58 e P1333

indicaram diferencgas estatisticas significativas no teor de P, K, Ca, Mg e Fe em

relacdo a planta controle (BR16), apresentando redugao das taxas nutricionais nas

plantas na condigao estressada (2,5% de UG), embora as plantas transformadas

tenham apresentado maiores valores em relagdo a planta controle (BR16) (Tabela

6).

Tabela 6. Concentragdo de macronutrientes e micronutrientes em eventos de soja transformados
com a construgdo rd29a: dreb1a, P58 e P13333, e BR16 ndo transformada (controle) na
condigdo controle (15% de UG) e durante déficit hidrico severo (2,5% de UG). Médias

seguidas de letras iguais, na coluna, ndo diferem pelo teste de Tukey (p<0.05).

Macronutrientes (g 100 g'1)

Tratamentos N P K Ca Mg S
BR16 15% 3127 a 120 b 708 b 878 b 315 b 185 a
P58 15% 3787 a 150 a 852 b 1281 a 39 a 204 a
P1333 15% 3353 a 15 a 948 a 1054 b 373 a 226 a
BR16 2,5% 3197 a 098 b 942 a 828 b 378 a 187 a
P58 2,5% 3240 a 105 b 1008 a 931 b 363 a 220 a
P1333 2,5% 36,03 a 104 b 1038 a 836 b 373 a 208 a
CV% 11,20 12,97 8,91 9,32 5,08 14,79

Micronutrientes (ug g'1)

Tratamentos Zn Mn Fe Cu B
BR16 15% 2241 b 154,73 a 164 a 169 a 1493 a
P58 15% 23,84 b 158,01 a 157 a 297 a 2187 a
P1333 15% 26,84 b 144,06 a 141 b 29 a 2223 a
BR16 2,5% 1728 b 136,43 a 127 b 203 a 2460 a
P58 2,5% 2247 b 155,86 a 148 a 237 a 2073 a
P1333 2,5% 2443 b 118,05 a 161 a 239 a 2537 a
CV% 24,08 15,27 11,18 18,31 23,53




56

O controle transcricional é o principal mecanismo no qual uma célula ou um
organismo regula a expressao génica. Sequéncias de reguladores especificos que
se ligam ao DNA desempenham um papel essencial na modulacdo da taxa de
transcricdo de genes alvo especificos, atuando diretamente no controle da
expressao temporal e espacial, necessarias para o desenvolvimento normal e
adequado da resposta a estimulos fisiolégicos e ambientais. Todas as mudancas
fisiolégicas em plantas, portanto, ttm uma base molecular. Cultivares que diferem
na tolerancia ao déficit hidrico deve apresentar diferencas qualitativas e
quantitativas na expressao génica.

A partir dos resultados obtidos nas plantas transformadas com o gene
Atdreb1a, que apresentaram maior tolerdncia a seca, através de anadlises
fisiolégicas e da propria super-expressado do gene Atdreb1a, foi possivel identificar
genes diferencialmente expressos “up” e “down”-regulados pelo gene Afdreb71a em
condi¢cao normal do nivel de agua no solo, ou seja, em plantas com 15% de UG. A
regulacao desses genes fornece uma visao geral de alguns mecanismos envolvidos
no processo de tolerancia a seca nessas plantas de soja.

Genes “up”-regulados identificados em ambos os eventos analisados, como
por exemplo, o que codifica a enzima ribulose 1,5 bifosfato carboxilase/oxigenase
(Rubisco) tem um papel fundamental no metabolismo fotossintético. Sabe-se que
em condi¢des de estresse hidrico o fechamento dos estdmatos limita a difuséo do
CO, do meio externo para o mesofilo da folha, ocasionando uma reducdo da
pressao parcial de COz no seu interior (NEVES et al., 2006). Uma das primeiras
consequéncias dessa redugéo é o aumento da atividade oxigenase da enzima
Rubisco, para produzir 3-fosfoglicerato e fosfoglicolato, promovendo o estimulo da
fotorrespiracédo. Esse processo reduz a eficiéncia da fotossintese porque desvia
parte do poder redutor das reagdes dependentes da luz e ndo gera nenhum ATP
(BERNACCHI et al., 2001). Além disso, a elevada atividade oxigenase da enzima
Rubisco aumenta os valores do ponto de compensacédo do CO,. Embora a taxa
fotossintética e a conduténcia estomatica ndo tenham diferido entre os tratamentos
de déficit hidrico nos eventos avaliados, os valores desses parametros foram

inferiores aos da cultivar BR16 (ndo transformada), usada como controle (Figura 5).
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Mesmo com altos niveis da enzima Rubisco e, consequentemente, uma menor
eficiéncia fotossintética comparada a cultivar controle, a presenca do gene
Atdreb1a, possibilitou, provavelmente, a ativacdo de outros genes envolvidos na
manutencdo do metabolismo fotossintético e secundario dessas plantas, como por
exemplo, a ativacado de ATPases, kinases, fosfatases.

Um outro gene “up”-regulado nos dois eventos faz parte da familia NAC que
€ uma das maiores familias de fatores de transcrigdo em plantas (OLSEN et al.,
2005). Genes dessa familia participam de varios processos bioldgicos incluindo o
desenvolvimento e a resposta a estresses biodticos e abidticos (GUO et al., 2005).
No caso dos eventos estudados nesse trabalho foi identificado o gene NAC3, assim
como e em trabalho anterior feito com A. thaliana, onde foi mostrado o dominio
conservado dessa proteina na extremidade N-terminal (ERNEST et al., 2004).

Alguns genes que foram identificados como “up”-regulados apenas no
evento P58, como o gene sos2 (“Salt overly sensitive”) que participa da resposta ao
estresse salino em plantas e tem um papel fundamental na regulacdo dos
transportadores de ions como Na* e K*, bem como no processo de fosforilagéo
desses ions (MAHAJAN & TUTEJA, 2005). A expressdo de sos2 na auséncia de
estresse, como foi observada nesse trabalho, é consistente com o papel principal de
transducédo de sinal, promovendo a adaptagcdo ao estresse. Isso pode ser
confirmado pela manutencéo do nivel de potassio nas plantas do evento P58 em
relacao as plantas do evento P1333, as quais apresentaram aumento do nivel de K
em 15% de UG (Tabela 6). O K" é requerido para a manutencdo do balango
osmotico, na regulagéo da abertura e fechamento estomaticos e é essencial como
co-fator de muitas enzimas como a piruvato kinase, enzima também identificada
nesse evento de soja transformado (BECK et al., 2007). O rapido aumento dos
niveis de sos2 pode ser importante para manter um nivel suficiente desse ion
durante o estresse, tanto salino quanto em resposta a seca, frio, pois todos eles
promovem uma desidratagdo celular, comprometendo a homeostase da célula
(EMSMINGER et al., 2006). Dominios especificos de proteinas kinase tém a fungao
de proteger as células contra estresses ambientais que reduzem a producao de
ATP, regulando o metabolismo e a expressao génica (MAHAJAN & TUTEJA, 2006).
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Parte da regulagdo do dominio do gene sos2 é semelhante a proteina de reparo do
DNA e a replicacdo dependente de kinase CHK1, necessaria para a atividade do
ciclo celular em resposta a danos no DNA (TUBEROS & SALVI, 2006).

Além desses genes citados acima, a familia de proteinas WRKY que contém
um ou dois dominios altamente conservados caracterizados pelo WRKYGQK e um
dedo de zinco, foi identificada no evento P58. Nas plantas, muitas proteinas WRKY
estdo envolvidas na defesa contra o ataque de bactérias patogénicas, fungos, virus,
e oomycetos (WANG et al., 2005). Além disso, genes WRKY est&o envolvidos em
respostas a estresses abioticos, como ferimento, a combinacéo de seca e calor, e
frio (EULGEM, 2005). Também é evidente que alguns membros da familia podem
desempenhar importante papel regulador na morfogénese de tricomas e embrides,
senescéncia, dorméncia e crescimento vegetal (ZANG & WANG, 2005)

Genes “down”-regulados incluem o fator de transcricdo contendo dominios
dedo de zinco, como o ccch, identificado em ambos os eventos, e 0 gene que
codifica a enzima malato sintase, esse ultimo identificado apenas no evento P1333.
A enzima malato desidrogenase atua com a fosfoenolpiruvato carboxilase, para a
redugdo de oxaloacetado a malato, utilizando NAD como doador ou receptor de
elétrons nessas reagdes, tendo uma importante funcdo no Ciclo de Krebs
(mitocbndria) para a producdo de NADH (SANTOS et al, 2004) e,
consequentemente producgéo de energia celular.

Entre os genes identificados como “up”-regulados apenas no evento P1333
destaca-se o fator de transcricdo siringolide, que é um elicitor que funciona no
reconhecimento do patégeno, através da ligagdo a uma proteina citoplasmatica que
estd presente em cultivares de soja resistente e suscetivel a pseudomonas
(Rpg4/rpg4). No processo de reconhecimento e sinalizag&o sinal ha a ativacao de
varios processos bioquimicos como a ativacdo de outros genes de defesa, a
biossintese de fitoalexinas, a geracdo de espécies ativas de oxigénio (ROS)
(SLAYMAKER & KEEN, 2003). Provavelmente, a participagado do gene siringolide
no processo de tolerancia a seca em plantas de soja estudadas nesse trabalho
esteja relacionada também com essa indugdo da expressdo de genes, como

proteinas MAP-kinases de resposta ao estresse, ROS e outros processos ainda
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desconhecidos, mas que sdo comuns para estresses bidticos e abioticos.
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CAPITULO 3 - ARTIGO Il

PERFIL TRANSCRICIONAL DA RAIZ DE SOJA [Glycine max (L.) MERRILL] EM
RESPOSTA A SECA

RESUMO - O entendimento dos mecanismos moleculares envolvidos na
tolerancia a seca € de importancia fundamental no planejamento de estratégias para o
controle da intensidade do estresse e, consequentemente, para a adaptacdo das
plantas a essa condicdo limitante. Andlises de expressdao de genes envolvidos na
resposta a estresses abioticos mostram a existéncia de diversos sistemas regulatérios
estresse-responsivos. O objetivo desse trabalho foi identificar genes diferencialmente
expressos na soja, em genoétipos contrastantes em diferentes condicdes de seca. A
partir de uma biblioteca de cDNA construida com amostras de raizes sob diferentes
intensidades de estresse hidrico, 753 clones nao redundantes foram identificados por
comparagao com as seqUéncias depositadas no “GenBank”. Esses clones foram
amplificados por PCR e impressos nas laminas de microarranjos. Para construcéo das
sondas foram feitos “bulks” de RNA total dos tratamentos Tas e Tso (raizes submetidas a
25 e 50 minutos de estresse) e T75 e T1oo (raizes submetidas a 75 e 100 minutos de
estresse), utilizando-se o tratamento Ty (sem estresse) como controle em ambos os
“bulks”. Os resultados indicam expressao diferencial de 145 genes que codificam
proteinas envolvidas direta e/ou indiretamente em rotas metabdlicas de resposta a
estresses bibticos e abibdticos. Os grupos de genes identificados como diferencialmente
expressos durante os tratamentos aplicados foram classificados em nove categorias
funcionais, entre elas energia, fator de transcricdo, metabolismo, resposta a estresses,
sintese de proteinas, comunicagdo celular, ciclo celular, transporte celular e
desconhecida. Os dados de microarranjos foram confirmados através da quantificagédo

relativa por RT-gPCR para nove genes.
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PALAVRAS-CHAVE: déficit hidrico, expressdo génica diferencial, leguminosa,

microarranjos, PCR quantitativo em tempo real.

1 INTRODUGCAO

A seca é um dos principais fatores ambientais que limita a produgéo das culturas
e a distribuicdo das plantas por todo o mundo (GORANTLA et al., 2007). Nos ultimos
anos, estresses abidticos causaram perdas na produgao de mais de 50% (BRAY, 2004)
e apenas a seca, segundo estimativas, tem causado perdas no campo de mais de 15%
(POROYKO et al., 2007). Trabalhos anteriores mostraram que a seca modifica as
respostas fisiolégicas e bioquimicas das plantas, incluindo o fechamento estomatico, a
reducédo do crescimento e da fotossintese e o aumento da respiracéo, que afetam
consideravelmente o crescimento e o desenvolvimento (HASEGAWA et al., 2000;
SHINOZAKI et al., 2003).

As plantas respondem e se adaptam a situagdes de estresse também nos niveis
celular e molecular, principalmente pelo acumulo de osmodlitos e de proteinas
envolvidas na tolerancia ao estresse (UMEZAWA et al., 2006). Entretanto, respostas da
planta a seca sdao complexas, envolvendo a expressdao de genes que implicam na
coordenacdo e na integracdo de multiplas vias bioquimicas que contribuem para a
adaptacdo das plantas na condicdo de seca (BARRERO et al., 2006). Genes cuja
expressao esta aumentada durante a seca incluem aqueles que codificam enzimas
chaves na biossintese de acido abscisico, proteinas envolvidas no ajuste osmético e na
protecéo celular, inumeras proteinas de sinalizagao celular, como kinases e fosfatases,
e fatores de transcri¢cao (KIM et al., 2007).

O entendimento dos mecanismos moleculares envolvidos na tolerancia a seca &
fundamental no planejamento de estratégias para o controle da intensidade do estresse
e, conseqlentemente, para a adaptacdo das plantas a essa condicdo limitante
(MATSUMURA et al., 2003). A aplicagcdo de técnicas de analise de transcritos para o

estudo da tolerancia a seca tem trazido prospecgbes importantes dentro dos
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mecanismos bioquimicos e moleculares e, encontra-se em expansao para acompanhar
o ritmo crescente das sequéncias estudadas (MATSUMURA et al., 2005).0s
mecanismos de tolerancia a seca envolvem alteracbes na cascata de sinalizagéo
celular, que podem ser mediadas por mudangas transcricionais e pds-transcricionais
(SHINOZAKI & YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2007). Dentre as mudangas transcricionais,
o maior desafio é selecionar genes candidatos para serem estudados em detalhes entre
os milhares de genes presentes no genoma.

A técnica de microarranjos de DNA tem produzido resultados significativos no
perfil de expressédo génica. Uma das maiores vantagens da utilizacdo da técnica é a
analise simultdnea de um grande numero de genes e de amostras (HALL et al., 2000;
BUSTIN, 2000; OONO et al., 2003), sendo, portanto, um meio para se explorar o
controle metabdlico e genético da expresséo génica numa escala genémica (DERISI et
al., 1997). Outras vantagens incluem a capacidade de analisar padrées de expressao
de uma forma paralela, a interpretacdo imediata dos resultados de hibridizacdo e a
possibilidade de analisar a expressdo de genes desconhecidos com sequéncias
contidas em bancos de dados (YAMADA et al., 2003). Para complementar e confirmar os
resultados gerados pelos microarranjos, tem sido utilizada a técnica de PCR quantitativo
em tempo real (RT-qPCR), que é mais precisa para quantificar niveis de expressédo de um
determinado gene (GINZINGER, 2002).

Como um ponto inicial para entender os mecanismos moleculares chaves que
envolvem a tolerancia a seca, foi realizado um experimento para determinar os efeitos
da seca em cultivares de soja tolerante e sensivel, usando arranjos construidos a partir
de uma biblioteca de cDNA de raizes submetidas a diferentes intensidades de déficit
hidrico. O objetivo do trabalho foi, portanto, identificar genes diferencialmente expressos
em resposta a seca em soja, categorizar os genes de acordo com a fungéo bioldgica,
localiza-los, como produto de sua expressao, em provaveis rotas metabdlicas e verificar

possiveis diferengcas na expressao desses genes nos gendtipos contrastantes a seca.

2 MATERIAIS E METODOS
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2.1 Delineamento Experimental para as Sondas dos Microarranjos de cDNA

Sementes de duas cultivares de soja, MG/BR46 (Conquista) e BR16, tolerante e
sensivel a seca (OYA et al., 2004), respectivamente, foram germinadas em camara de
germinagao climatizada e, posteriormente, as plantulas foram transferidas para o
sistema de hidroponia contendo soluc¢do nutritiva (HEWITT, 1963). Cada tratamento foi
representado por 30 plantas, totalizando 120 plantas no experimento. As plantas foram
crescidas por trés semanas em casa de vegetacdo (dia 30°C+2°C; noite 22+2°C; UR
40%+5%), em delineamento em blocos ao acaso, e o estresse hidrico foi aplicado
quando as plantas estavam no estddio de desenvolvimento vegetativo Vs,
aproximadamente 21 dias apdés a germinagdo. As plantas foram submetidas aos
tratamentos de déficit hidrico por varios periodos (0, 25, 50, 75 e 100 minutos), e as
raizes foram coletadas, em cada periodo, para as analises moleculares. A extragao do
RNA total foi feita utilizando o reagente Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), segundo
recomendacgdes do fabricante.

O monitoramento dos tratamentos aplicados foi feito através de avaliagdes
fisiolégicas, analisando-se as variaveis: taxa fotossintética (A), condutancia estomatica
(gs), concentracao intercelular de CO; (Cj) e temperatura foliar (°C), estimadas pelo
equipamento portatil de fotossintese “Photosynthesis System” (LICor, Inc., model LI-
6400), usando o foliolo mediano do segundo né foliar (do apice em relagédo a base)
completamente expandido sob intensidade Iluminosa de aproximadamente 1.000
umoles m? s’. A analise de variancia (ANOVA) dos dados fisiolégicos foi feita usando o
programa SAS versao 8.0 comparando-se as diferengcas entre os tratamentos e

cultivares. As diferencas de médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p<0.05).

2.2 Microarranjos de cDNA: Confecgao, Hibridizagao e Analise

2.2.1 Construgao dos microarranjos de cDNA
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Os clones da biblioteca de cDNA selecionados para composicdo dos
microarranjos foram amplificados independentemente por PCR. Para cada clone foi
feita uma reacdo de PCR de 50 uL, contendo aproximadamente 25 ng de DNA, 0,1 mM
dNTPs, 0,2 uM de cada “primer” (“Foward”:5-CCGAGATCTGGACGAGCTT-3" e
“‘Reverse”: 5-GCTTAACCGGTTCACTCG-3"), MgCl; 2,4 mM, DMSO (Dimetilsulfoxido)
0,25%, tampdo de reacdo (1x) e 0,04U/uL de Taq DNA polimerase (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA). As condi¢cbes de amplificacdo corresponderam a um passo de 10
min a 94°C, 30 ciclos de 94°C por 30 s, 73°C por 30 s e 68°C por 1 min, € um passo
final de 10 min a 72°C. Uma aliquota do produto de PCR foi corrida em gel de agarose
1%, para verificar a presen¢a de uma unica banda.

Do produto de amplificagdo de cada clone, 30 plL, correspondendo a
aproximadamente 3 ug de DNA, foram dispostos em placas de poliestireno de 96 pogos
e misturados numa proporgéo de 1:1 (viv) com DMSO. As amostras de DNA obtidas
foram impressas em laminas de vidro CMT-GAPS2 (Corning, New York, USA), tratadas
com aminolisina, que permite a ligacdo covalente da extremidade NH** com a
exptremidade PO* do DNA, em duplicata usando o equipamento “GMS-417 Arrayer”
(Affymetrix, Santa Clara, CA, USA).

2.2.2 Sintese de cDNAs marcados com fluoréforos

Foi utilizada a técnica de marcagcéo direta do cDNA durante a transcrigao
reversa, utilizando os fluoroforos “Cy3” (verde) e “Cy5” (vermelha). Para marcacgao, 20
ug de RNA total de cada amostra, foi misturado a 40U/ul de RNAsin (Promega,
Madison, WI, USA), 15 pug de “primer’ randémico pd(N)6 (Amershan Bioscience,
Sunnyvale, CA, USA) e 5 ug de oligodT (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). A mistura foi
incubada a 70°C por 10 min e rapidamente resfriada a 4°C. A amostra de RNA foi
misturada com tampé&o de reacao (1x) (Invitrogen), DTT 10 mM, dNTP mix (0,25 mM
dATP, dGTP, dCTP; 0,1 mM dTTP), Cy3-dUTP ou Cy5-dUTP 1,25 mM (Amershan

Bioscience, Sunnyvale, CA, USA), e 20U da transcriptase reversa “RT-Superscript II”
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(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). A sintese do cDNA foi efetuada a 37°C durante 3h, na
auséncia de luz, e o RNA molde foi posteriormente hidrolisado através da incubacgao
com NaOH 1M a 37°C por 40 min. A reacéao foi neutralizada pela adigdo de Tris-HCI
8M, pH 7,5. A amostra contendo cDNA marcado foi entdo purificada em coluna
Microcon YM-100 (Millipore, USA) (SOUZA et al., 2006).

2.2.3 Hibridizagoes

As hibridizagdes foram feitas utilizando-se os tratamentos T, — correspondente
ao controle, T1 — “bulk” dos tempos 25 e 50 min, T, — “bulk” dos tempos 75 e 100 min),
em pares: [To (“Cy5”) + T4 (“Cy3”)] e [To (“Cy5”) + T2 (“Cy3”)] para as duas cultivares de
soja. Os pares de cDNA marcados foram misturados em solugcdo de hibridizagao,
contendo o liquido bloqueador RPN3601 (Amershan Bioscience, Sunnyvale, CA, USA),
SSC (20X) e SDS 2%, e pré-desnaturados a 95°C por 2 min. A hibridizagdo ocorreu na
estacado “GeneTac Hybridization” (Genetic Microsystems, Woburn, MA, USA), na qual
as laminas de vidro do microarranjo foram acopladas. Cada mistura de cDNA foi
distribuida sobre a lamina e hibridizada a 42°C durante 12h. Apds a hibridizacao, a
lamina foi lavada automaticamente e sequencialmente em SSC (2X)/SDS 0,5%, SSC
(0,5X) e SSC (0,05X), a 25°C. Cada lavagem correspondeu a um periodo de 15 min,
com 10 s de fluxo, 20 s de incubacéo e 15 s de secagem, durante 10 ciclos. O periodo
de secagem da lamina foi de 15 min. Foram utilizadas trés laminas para cada
experimento, ou seja, extracbes de RNA, sintese de cDNAs marcados e hibridizagbes

foram realizadas com trés repeti¢cdes para cada ensaio executado.

2.2.4 Obtencao das imagens e analise dos dados

Os sinais fluorescentes foram obtidos através de um scanner “GMS-418 Arrayer”
(Affymetrix, Santa Clara, CA, USA). As imagens obtidas foram sobrepostas e

analisadas, determinando a densidade em “pixel” (intensidade) para cada spot no
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microarranjo, utilizando o programa “ImaGene” versédo 5.5 (Biodiscovery, El Segundo,
CA, USA). Uma grade de circulos independentes, correspondentes a cada spot de DNA
nos arranjos foi desenhada sobre a imagem para designar cada spot a ser quantificado.
A quantificacdo foi calculada pela mediana da intensidade de todos os “pixels”
referentes ao sinal de hibridizacdo de cada “spot’. Os “pixels” classificados como
“‘background” foram automaticamente subtraidos pelo programa.

A localizagao e identificacdo de cada gene no arranjo foram definidas em um
arquivo texto foi criado com auxilio do programa “CloneTracker 2” (Biodiscovery, El
Segundo, CA, USA) e os dados quantificados foram exportados e transformados pelo
programa “Gene Sight” versdo 5.5 (Biodiscovery, ElI Segundo, CA, USA). A
normalizagao foi realizada seguindo os pardmetros de correcéo “lowess” (“locally
weighted linear regression/robust locally weighted regression/local polynomial
regression”) (CLEVELAND, 1979), com um método de normalizagao local (o algoritmo é
aplicado em “subsets” fisicos dos dados, isto €, um “subgrid”).

Apoés a normalizagao, os dados das repeticbes dos microarranjos, independentes
para o mesmo experimento, foram processados pela ferramenta estatistica SAM
(“Significance Analysis of Microarray” — CHU et al., 2001). Essa analise baseia-se em
uma série de testes-t especificos para cada gene, adaptados para a deteccdo em larga
escala de genes diferencialmente expressos (TUSHER et al., 2001). Os genes
encontrados nos ensaios realizados foram categorizados através do “Gene Onthology”
(GO) pelos programas “Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes” (Kegg), “The
Arabidopsis Information Resource (Tair) e Munich Information Center for Protein
Sequence” (MIPs), dentro do esquema “Functional Category” (FunCat) para
determinacdo do grupo funcional ao qual pertencem. Os genes de soja estdo
distribuidos através de nove diferentes categorias funcionais, de acordo com suas
funcbes celulares. Apds o processamento, as sequUéncias identificadas como
diferencialmente expressas e os dados sobre o experimento foram depositadas no
“‘GenBank”, no banco de ESTs (NCBI — www.ncbi.nlm.nih.gov) seguindo os padrbes

MIAME (informag¢ao minima sobre os dados de microarranjos) (BRAZMA et al., 2001).
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2.3 PCR Quantitativo em Tempo Real

As reacdes de PCR quantitativo em tempo real (RT-qPCR) foram realizadas, em
termociclador “7300 Real Time System” (Applied Biosystems, Foster, CA, USA),
utilizando-se o “kit Platinum®SYBR®Green qPCR SuperMix UDG” (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA), conforme recomendagbes do fabricante. Os genes utilizados foram
escolhidos pelos resultados do microarranjos de cDNA, verificando a provavel
localizagdo desses genes em rotas metabdlicas de resposta a estresses abioticos. Os
numeros de acesso descritos foram obtidos pela busca de similaridade no NCBI, entre
eles: Gmc2h2, Gmnac2, Gmerd1, Gmsiringolide A, Gmsiringolide B, Gmmet, Gmp450,
Gmcepn10, Gmlea14. Os primers foram desenhados pelo programa “Primer Express”,
versao 3.0.

Na Tabela 1 estdo representados a sequéncia dos “primers” e o tamanho
estimado dos fragmentos gerados. Os parametros de ciclagem para as reag¢des foram
50°C por 2 min, 95°C por 10 min e entdo 45 ciclos de 95°C por 2 min, 62°C por 30 s e
72°C por 30 s. Como normalizador, em cada tratamento, utilizou-se o gene GmB-Actina
para normalizagdo das amostras (STOLF et al., in press a). Apdés a quantificacéo
relativa, foi feita uma curva de dissociacdo para verificar a qualidade do produto
amplificado. Temperaturas de dissociagdo do amplicon variando de 78°C a 85°C
indicam amplificagdo de produto especifico (alvo), abaixo dessa temperatura significa
contaminagdo ou formagdo de dimeros de “primers” na reacdo. Para calcular a
eficiéncia da reacao foi usada a formula: E=[10"5°"°]-1. O experimento foi montado em
triplicata e com duas repeti¢cdes bioldgicas para cada gene e tratamento em estudo. Os
resultados foram analisados pelo programa “Sequence Detection” (Perkin Elmer,
Massachusetts, CA, USA), usando como calibrador as plantas em 15% de UG, baseado
no calculo do delta Ct para os valores de expressao relativa. Com os dados de
quantificacdo relativa dos genes foram realizadas as analises exploratérias para
verificar se as pressuposi¢des de normalidade, aditividade do modelo, independéncia
dos erros e homogeneidade de varidncias dos tratamentos estavam presentes no

modelo. Posteriormente foram realizadas as analises pela ANOVA para todas as
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variaveis respostas. Os dois métodos forma analisados utilizando-se o programa SAS

(“Statistical Analysis System”) verséo 8.0 e as diferengcas das médias dos niveis de

estresse e dos gendtipos comparadas pelo teste de Tukey (p<0.05).

Tabela 1. Sequiéncia dos primers utilizados na RT-qPCR para os genes escolhidos a partir dos resultados

de microarranjos de cDNA e o tamanho dos fragmentos gerados.

Nome dos primers e
numero de acesso*

Sequéncia dos primers (5' - 3")

Tamanho estimado
dos fragmentos

(pb)
Gmo2h2 (AAZ03389) Fw-CGTGCCATCAAGAGTTAC 69
Rv-TGCCCTCCCAAAGCTTTC
Gmnac2 (AAY46122) Fw-TGTCACCATTGGCTTAGG .
Rv-CTGCAGCAACCGAGAG
Gmerd? (NP568750.1) Fw-CCCTGAGAAGTCCTCCCAGCTT »
Rv-CACCGTACTCCGGCAAGAGC
Gmisiringolide A (AB083025) Fw-GAGGACATAGTGAGGCA 95
RV-AGCCTGTGGAATGCAGAT
Gmisiringolide B (BAB86890) Fw-TGTCACCATTGGCTTAGG 82
Rv-CTGCAGCAGAACCAGAG
Gmmet (AB176559) Fw-ACCTGCAACCCCTGCACTT o
RV-AGGGCCATTTCTGCTTGAAG
Gmpa50 (AF135485) Fw-ACTCAAGTGCAAGCCTGTTCC .
Rv-CACAGTCTTCAGGCAGCGAA
Gmopn10 (NM180714) Fw-CTTCAAACGACGCCGTAGAGAT T
Rv-CGGTTTCGTTACGTTCTGCTTC
Gmleat4 (CAT84216) Fw-AGTCACCAACATGCCAAGC o
Rv-TGCTATCTCCTGCCAGCA
Gmb-actina (GMUB0500) Fw-GAGCTATGAATTGCCTGATGG o

Rv-CGTTTCATGAATTCCAGTAGC

*Acesso da sequéncia presente no NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov)

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Através do sequenciamento da biblioteca de cDNA foram obtidas 3744

seqUéncias, com uma redundancia de 48,33%, sendo utilizadas 753 sequUéncias nao

redundantes para a construgao das laminas de microarranjos de DNA. Cada um desses
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clones amplificados apresentou uma banda, indicativo da presenca de apenas um
fragmento, com tamanho entre 0,4 a 1,6 Kb, correspondente ao inserto do DNA
plasmidial (dados n&o mostrados).

No monitoramento do déficit hidrico no experimento de hidroponia os valores de
taxa fotossintética e condutancia estomatica foram reduzidos gradativamente até o fim
do experimento (100 minutos de estresse), porém apenas no tratamento T, (sem
estresse) os valores apresentaram-se diferentes entre as cultivares Conquista e BR16.
Nos demais tempos do tratamento ndo houve diferencas estatisticas significativas entre
as cultivares (Figura 1A e B). A C; e a temperatura foliar aumentaram
proporcionalmente a severidade do estresse, porém na C; os valores foram diferentes
para cada cultivar, sendo maior na BR16 (Figura 1C) e os valores de temperatura foliar
foram os mesmos nas duas cultivares estudadas (Figura 1D). No experimento para a
construgdo da biblioteca de cDNA montado em vasos contendo areia, o perfil das
respostas fisiologicas foi similar ao das plantas no sistema de hidroponia, apresentando
valores de taxa fotossintética reduzidos em 24% para a cultivar Conquista e 40% para a
cultivar BR16 e na condutancia estomatica os valores foram reduzidos em 65% e 50%
para as cultivares Conquista e BR16, respectivamente, nos periodo de 15 dias apds o
inicio do estresse (T4). Diferencas de fotossintese ndo foram detectadas no segundo
periodo de tratamento, ou seja, 30 dias apds a aplicacao do estresse (T2) em ambas as
cultivares, provavelmente porque as plantas ja estavam entrando na fase de
senescéncia. Porém, os valores de conduténcia estomatica foram reduzidos em 79% na
cultivar Conquista (STOLF et al., in press b). Os resultados com a cultivar BR16, em
ambos os tratamentos sugerem um fechamento parcial dos estématos, com entrada
suficiente de CO, para a manutencdo da fotossintese e da concentracéo intercelular de
CO,. Esses resultados sao indicativos de que o tratamento aplicado foi efetivo em
relacédo a severidade do estresse nos experimentos, sendo confiavel a utilizagdo dos

tratamentos em ambos os experimentos para as analises moleculares.
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Figura 1. Parametros fisiologicos analisados nas duas cultivares de soja para 0 monitoramento do
tratamento de seca aplicado (0, 25, 50, 75 e 100 minutos) em sistema de hidroponia. (A) taxa
fotossintética, (B) condutancia estomatica, (C) concentragdo intercelular de CO, e (D)
temperatura foliar. B Conquista e OO BR16. Os tragos verticais entre as barras correspondem
ao erro padrdo e as diferengas estatisticas significativas observadas pelo teste de Tukey. Os
pontos onde os tracos n&o se sobrepdem indicam diferencas estatisticas significativas pelo
teste de Tukey (p<0.05).

Pela analise de microarranjos de cDNA foram identificados na cultivar Conquista
39 genes diferencialmente expressos (‘up’-regulados) no primeiro periodo de
tratamento (T4) e 37 genes no segundo periodo de tratamento (T,). Para a cultivar

BR16 foram identificados 6 genes diferencialmente expressos (“‘up’-regulados) em T1 e
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63 genes em T,, sendo que dois genes nesse tratamento foram “down”-regulados. Os
valores do “g-value” e da confiabilidade dos dados, que sao indicadores significativos da

expressao génica, estao representados na Tabela 2.

Tabela 2. Parametros aplicados pela ferramenta SAM, durante a anédlise dos dados de microarranjos de
cDNA, e numero de genes diferencialmente expressos para as duas cultivares de soja,
Conquista e BR16, em dois periodos de estresse (T4, 25 e 50 minutos de estresse e T,, 75 e
100 minutos de estresse) em sistema de hidroponia. O tempo zero (To, sem estresse) foi usado
como controle nas andlises de microarranjos de cDNA.

Parametros de Parametros computados

analise
Condigao FSN ("Fal FDR (“Fal
"Fold "delta- . ( . aise . (‘False "g-value"” Confiabilidade dos Genes diferencialmente
change"”  Value" Significant Discovery (%) dados expressos
9 Number") Rate") o P
Conquista T4« 2 0,87 0,83 2,13 2,13 97,87 39
Conquista Ty 2 0,66 0,84 2,27 2,27 97,73 37
BR16 T;- 2 0,19 0,83 13,88 9,25 90,75 6
BR16 Ty 1,5 0,54 1,00 1,58 1,58 98,42 63

*A hibridizag&o foi feita utilizando-se cDNA do tempo zero (To, sem estresse) marcado com “Cy5” e cDNA do primeiro periodo de
tratamento - T¢ (25 e 50 minutos de estresse) marcado com “Cy3”.
**A hibridizagao foi feita utilizando-se cDNA do tempo zero (To, sem estresse) marcado com “Cy5” e cDNA do segundo periodo de

tratamento - T, (75 e 100 minutos de estresse) marcado com “Cy3”.

Os padroes de expressdo dos transcritos de soja identificados estéo
representados nas Tabelas 3 a 6 e nas Figuras 2 a 4. Foram encontrados genes para
nove categorias funcionais, entre elas energia, fatores de transcricdo, metabolismo,
resposta a estresses, sintese de proteinas, comunicagédo celular, ciclo celular,
transporte celular, proteinas desconhecidas. Foram obtidas diferentes porcentagens de
genes diferencialmente expressos dentro de cada categoria (Figura 2) e a inter-relagcéo
dos genes diferencialmente expressos nas duas cultivares e nos tratamentos aplicados
(Figura 3).
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Figura 2. Taxas de expressdo génica por categorias funcionais em duas cultivares de soja, Conquista e
BR16, sob diferentes condi¢cdes de seca em sistema de hidroponia (T4, 25 e 50 minutos de
estresse; T, 75 e 100 minutos de estresse). O tempo zero (Ty, sem estresse) foi usado como
controle nas analises de microarranjos de cDNA.
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G0:0003674-Desconhecida
G0:0003674-Desconhecida
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G0:00019825-Citocromo P450

BR16 T, Conquista T,

G0:0004462-Lactoilglutationa liase
G0:0003674-Desconhecida

No hits found
G0:0008270-Oxidoredutase
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G0:0009739-Proteina regulada por giberelina
G0:0003917-DNA topoisomerase Il

Figura 3. A inter-relacdo dos genes diferencialmente expressos nas cultivares de soja analisadas,
Conquista e BR16, sob diferentes condigcbes de seca em sistema de hidroponia (T4, 25 e 50
minutos de estresse; T,, 75 € 100 minutos de estresse). O tempo zero (T,, sem estresse) foi
usado como controle nas andlises de microarranjos de cDNA.
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Uma conseqiiéncia dos mecanismos moleculares de resposta a seca é a
ativacdo da expressédo de genes relacionados a outros tipos de estresses abioticos,
como o frio e a salinidade, entre eles, genes que estdo no topo da cascata de
sinalizag&o, como os identificados nesse trabalho: os fatores de transcrigdo nac2, ereb,
siringolide a e b, c2h2, myb, dreb1 e bzip; genes que sao ativados ou nao por esses
fatores de transcricdo e que atuam diretamente na resposta a estresses abidticos, como
0s genes erd1, erd6, leal14, cpn10; e genes de resposta a sinalizacdao do estresse,
como poteinas kinase, entre outros, que estdo envolvidos na protecédo de
macromoléculas, como enzimas e lipideos (KIMURA et al., 2003) e na protecao de
componentes celulares, como proteinas e membranas (SHINOZAKI & YAMAGUCHI-
SHINOZAKI, 1999; FRIEDMANN et al., 2007). Dados apresentados por SEKI et al.
(2002) e VANDERAUWERA et al. (2007) também mostraram genes diferencialmente
expressos relacionados diretamente com resposta a estresses abiGticos, em
Arabidopsis thaliana, entre eles o erd1, lea14 e outros como rd29a, kin1 e cor15a,
indicando, por esses dados, uma sobreposicdo e compartilhamento de rotas
metabdlicas entre Arabidopsis e soja.

Genes desconhecidos ou sem categoria funcional foram os mais identificados
nesse trabalho em ambas as cultivares, totalizando 29 genes, correspondendo a 20%
dos transcritos diferencialmente expressos. Isso é uma indicagdo de que os transcritos
dessa classe néo foram descritos em outros organismos. No entanto, o numero de
transcritos funcionalmente desconhecidos € provavelmente maior porque muitos
transcritos foram distribuidos por categorias baseada na similaridade de dominio com
outras sequéncias de proteinas deduzidas, enquanto a fungao atual deles n&do tem sido
documentada. Além destes, genes que codificam fatores de transcricdo e genes
envolvidos no metabolismo foram os que tiveram também a maior representagcdo nas
duas cultivares de soja analisadas. Os fatores de transcricdo identificados incluem
aqueles que participam de vias biossintéticas e regulatérias, tais como mybj7,
siringolide a e a, nac2, bzip, c2h2, ereb, sendo que esse ultimo foi identificado em
ambas as cultivares. O que pode ser observado € que mais genes relacionados a

resposta ao déficit hidrico foram identificados no primeiro periodo de tratamento na
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cultivar Conquista e no segundo periodo de tratamento na BR16, simultaneamente. Isso
poderia explicar, em partes, a diferenca de toleréncia e sensibilidade a seca dessas
cultivares. A cultivar Conquista (tolerante) percebe mais rapidamente a situagéo
limitante de agua e, j@ no primeiro periodo de estresse hidrico desencadeou
mecanismos de resposta imediatos, enquanto a cultivar sensivel a seca (BR16), possui
mecanismos mais tardios de resposta. Isso pode ser confirmado pelos dados de RT-
gPCR do nivel de RNAm quantificados em alguns genes avaliados, especialmente os
fatores de transcricdo c2h2, nac2, siringolides a e b e o gene leal4, envolvido
diretamente na resposta ao estresse. Nesses resultados houve um maior valor de RQ,
ou seja, um maior nivel de RNAm detectado desses genes nos primeiros periodos de
tratamento (T2s e Tsg) na cultivar Conquista, sendo esses valores aumentados na
cultivar BR16 no terceiro e quarto periodos de estresse (T75 € T1o0), OU quando nos
primeiros periodos, esses valores sao inferiores aos observados na cultivar Conquista
(Tabela 7).

Tabela 7. Analise comparativa da expressao de genes diferencialmente expressos por microarranjos de
cDNA e RT-qPCR.

Gene
Conquista BR16
Valores de Quantificagdo Relativa (RQ)
T1(25 e 50 min) T, (75 e 100 min) T1(25 e 50 min) T, (75 e 100 min)
C2H2 12,61 e 2,36 4,33 e 1,68 6,67 e 9,26 3,26 e 12,16
NAC2 5,3 e 6,05 9,02 e 15,52 4,59 e 9 13,68 e 25,8
ERD1 1,21e 1,6 1,34 € 0,88 2,82 e 1,77 1,51e 1,25
LEA14 30,93 e 37,64 59,99 e 31,34 5,93 e 17,77 3,26 e 10,93
CPN10 2,46 e 3,48 1,44 e 1,99 2,84 e 4,91 6,13 e 1,68
SYRA 49,52 e 42,07 61,05 e 35,22 21,18 e 20,85 13,88 e 23,11
SYRB 74,57 e 27,8 24,68 e 26,42 29,14 e 15,11 5,94 e 13,35
P450 3,4e3,12 6,03 e 9,68 0,48 e 0,57 4,01 e 1,52
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O gene p450 que teve a expressao aumentada em ambas as cultivares no
segundo periodo de tratamento. Esse gene tem uma fungdo chave na biossintese de
varios compostos lipofilicos como acidos graxos, esterdis, fenilpropandis, fitoalexinas e
giberelinas (NARUSAKA et al., 2004). Além disso, experimento feito com Arabidopsis
thaliana relata que na regido promotora desse gene ha elementos cis atuantes de
resposta a estresses abidticos, como para os genes myb, myc, abre e nac (SCHULER
et al., 2006), numa via dependente de ABA. A analise de RT-gPCR mostrou altos niveis
de expresséo desse gene especialmente na cultivar tolerante (Conquista) (Figura 4).
Infere-se, portanto, que o gene p450 identificado nesse trabalho esteja envolvido na
ativagao do gene Gmnac?2.

A familia NAC é uma das maiores familias de fatores de transcrigdo em plantas
(OLSEN et al., 2005). Genes dessa familia participam de varios processos biologicos
incluindo o desenvolvimento e a resposta a estresses bi6ticos e abi6ticos (GUO et al.,
2005). Foi identificada uma sequéncia do gene nac2 (Gmnac2), na cultivar BR16, no
segundo periodo de tratamento (T;). A quantificacdo desse gene por RT-qPCR
confirmou os dados observados pela analise de microarranjos, embora a cultivar
Conquista também tenha apresentado niveis significativos de Gmnac2 por RT-qPCR
(Figura 4). Essa deteccao dos niveis de RNAm do gene Gmnac2 também na cultivar
tolerante, assim como de outros genes validados, provavelmente seja devido a maior
sensibilidade da técnica de RT-gPCR.

Estudo realizado com A. thaliana mostrou que o gene Atnac2 esta envolvido na
resposta a salinidade e no desenvolvimento de raizes laterais (HE et al., 2005), além
disso este gene induz a expressdo do gene estresse-responsivo erd? (TRAN et al.,
2004). No entanto, o perfil de expresséo do gene Gmerd1 diferiu do gene Gmnac2 nos
resultados obtidos para as cultivares de soja, Conquista e BR16, analisadas por
microarranjos e RT-gPCR (Figura 4). Porém, os niveis de expressao do gene erd1
também n&o foram afetados em plantas transgénicas submetidas a seca que super-
expressavam o gene nac em A. thaliana, quando comparados com as plantas controle
(TRAN et al., 2007). Através do sistema regulatério independente de ABA, no qual o

gene erd1 faz parte, pesquisas, incluindo a analise de promotores, tém sido conduzidas
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com o gene erd1, que é diferencialmente expresso em resposta a seca, salinidade e
senescéncia induzida pela auséncia de luz (NAKASHIMA et al., 1997). Foi demonstrado
por SIMPSON et al. (2003), entretanto, que a expresséo de erd? durante a desidratagcao
€ controlada pela atividade coordenada entre dois elementos “cis’-atuantes, o sitio de
reconhecimento do fator de transcricdo myc (CATGTG) e a sequéncia do sitio “rps1” do
fator de transcricdo nac, de 14 pb (CACTAAATTGTCAC). O gene myc néao foi
identificado pela analise de microarranjos de cDNA, provavelmente porque a
redundancia da biblioteca de cDNA nao foi alta o suficiente para detecta-lo ou porque
ele deve ser identificado em periodos mais precoces do estresse e como a aplicagéo do
estresse ocorreu 30 dias ap6s a emergéncias das plantas, para a construgédo dos
arranjos, esse periodo deva ter sido tardio para a detecgéo desse fator de transcri¢ao.
A indugao do gene repérter gus dirigido pela regido promotora do erd?, mostrou
que na regiao promotora do erd? ha a sequéncia de reconhecimento do nac (NACRS).
Essa proteina NAC ativa a expresséo do gene erd? na resposta a estresses. Devido a
expressao do nac nao induzir a transcricdo do erd7 no presente trabalho, sugere-se que
o nac se ligue a essa regido de reconhecimento, NACRS, e outros fatores de
transcricdo precisem se ligar ao sitio “rps1” e, juntos, controlarem a transcri¢cao de erd1
induzido por desidratacdo. Para um melhor entendimento da via de sinalizacao que leva
a ativacao de erd7, TRAN et al. (2007) isolaram fatores de transcricdo dedos de zinco
(zfhd1) contendo o dominio que pode se ligar ao sitio “rps1”. A super-expressédo de
ambos, o0 nac2 e o zfhd1, ativou a expressdo de erd? sob condigbes normais de
crescimento (sem estresse), em plantas transgénicas de Arabidopsis. Esse fator de
transcrigdo que contém dominios dedo de zinco também foi diferencialmente expresso
na cultivar BR16 no segundo periodo de tratamento, assim como o gene nac?2 (Figura
4), indicando que esses fatores de transcricdo que funcionam na expressao do gene
estresse-induzido erd?7 devam ser ativadores transcricionais. Entretanto, a participagao
de um unico fator de transcricdo, por exemplo, o zfhd1, nao é suficiente para produzir o
aumento dos niveis de erd1. Essas observagdes sugerem que o acoplamento de mais
fatores de transcricdo é requerido. Dois trabalhos demonstram o envolvimento de

ativadores transcricionais de genes estresse-induzidos, um deles o gene rd22 que
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durante a desidratacdo foi controlado via acdo coordenada dos fatores Atmyc2 e

Atmyb2 e a expressao de resposta ao ABA do gene rd29a, que requer a interagcao dos
ativadores transcricionais dreb e areb (ABE et al., 2003; NARUZAKA et al., 2003).
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Niveis de expresséo relativa dos genes diferencialmente expressos p450, nac2, erd1 e c2h2
nas duas cultivares de soja, Conquista e BR16, submetidas aos tratamentos de estresse (0, 25,
50, 75,100 minutos) em sistema de hidroponia. O tempo zero (T,) foi usado como calibrador e o
gene Gmp-actina foi utilizado como normalizador dos dados. Os tragos verticais entre as barras
correspondem ao erro padrédo e as diferencas estatisticas significativas observadas pelo teste
de Tukey. Os pontos onde os tragcos ndo se sobrepdem indica diferencas estatisticas
significativas pelo teste de Tukey (p<0.05). O esquema representa uma provavel via metabdlica
que envolve os quatro genes estudados.
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A expresséao diferencial do gene ereb pode ser observada nas duas cultivares de
soja analisadas (Figura 3), indicando que ambas as cultivares favorecem a ativagao da
rota de sinalizagdo do etileno, embora isso ocorra em periodos diferentes do estresse.
A maioria dos estudos da fungédo dos genes de resposta ao etileno (ereb) mostram que
a sinalizacdo e a funcéo dos receptores de etileno é importante na regulacédo do
crescimento e da resposta ao estresse salino, observada em plantas de tabaco
transgénicas que super-expressavam o receptor de etileno (NTHK1) (CAO et al., 2007).
Isso pode ser confirmado através de tratamento feito com o precursor do etileno, o
ACC, no qual a aplicacdo de ACC suprime completa ou parcialmente a epinastia
(caracteristica de resposta ao etileno), sugerindo que o etileno pode ser requerido para
toleréncia a estresses abibticos em plantas, como salinidade e seca (CAO et al., 2007).
Um mutante sensivel ao etileno, ein2-1, exibe sensibilidade ao sal, indicando que esse
mutante promove a tolerancia da planta a salinidade (ALONSO et al., 1999) (Figura 4).
Essa proteina € essencial para a expressao induzida por sal do gene Atnac2, que
promove a formacéao de raizes laterais (HE et al., 2005).

Os genes que codificam o fator de transcricdo siringolide, embora estejam
relacionados mais diretamente a estresse bidtico, apresentaram os maiores valores de
RQ para ambos as cultivares e tratamentos estudados (Figura 5). O siringolide é um
elicitor que funciona no reconhecimento do patdégeno, através da ligagédo a uma proteina
citoplasmatica que estd presente em cultivares de soja resistente e suscetivel
(Rpg4/rpg4). No processo de reconhecimento e sinalizagdo sinal ha a ativacéo de
varios processos bioquimicos como a ativagcdo de outros genes de defesa, a
biossintese de fitoalexinas, a geracdo de espécies ativas de oxigénio (ROS)
(SLAYMAKER & KEEN, 2003). Provavelmente, a participagdo do gene siringolide a e b
no processo de tolerancia a seca em plantas de soja estudadas nesse trabalho estejam
relacionadas também com essa indugédo da expressao de genes, como proteinas MAP-
kinases de resposta ao estresse, ROS e outros processos ainda desconhecidos, mas

gue sdo comuns para estresses bidticos e abidticos.
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Genes que codificam componentes da sintese de proteinas foram também
rapidamente induzidos, ou seja, no primeiro periodo de tratamento (T4), na cultivar
Conquista, mas a expressao desses genes nao persistiu até o segundo periodo de
tratamento, sugerindo um controle temporal em nivel celular, garantindo a sintese de
chaperoninas (cpn10) (Figura 5), observada pela quantificacdo dos niveis de RNAm por
RT-gqPCR, para a estabilizacado de proteinas sintetizadas precocemente, e a expresséo
em curto prazo de componentes envolvidos na sintese protéica, como os componentes
estruturais dos ribossomos.

O gene Gmlea14 apresentou expresséao diferencial nas duas cultivares avaliadas
por microarranjos (Figura 3), e apos a validagado por RT-gPCR foi observado maiores
niveis de RNAmM na cultivar Conquista em todos os tratamentos avaliados, embora a
cultivar BR16 também apresente altos niveis de expressédo do gene Gmlea14. Esse
gene foi identificado em plantas de Arabidopsis contendo o gene dreb1a, submetidas ao
frio (MARUYAMA et al., 2004), indicando que ele também pode ser ativado em
condicdo de seca, uma vez que foi detectado no presente trabalho. Um estudo
realizado por SEKI et al., (2002) com 7000 genes de A. thaliana, permitiu a identificagédo
de 277 genes induzidos por seca, 53 induzidos por frio e 194 por salinidade, sendo que
o gene lea4 foi expresso mais de cinco vezes em todos estes estresses, indicando sua

importancia na tolerancia a estresses abioticos (Figura 5).
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Figura 5. Niveis de expressao relativa dos genes diferencialmente expressos siringolide a e b, lea14 e
cpn10 nas duas cultivares de soja, Conquista e BR16, submetidas aos tratamentos de estresse
(0, 25, 50, 75,100 minutos) em sistema de hidroponia. O tempo zero (T,) foi usado como
calibrador e o gene Gmp-actina foi utilizado como normalizador dos dados. Os tragos verticais
entre as barras correspondem ao erro padrdo e as diferencas estatisticas significativas
observadas pelo teste de Tukey. Os pontos onde os tragcos n&o se sobrepdem indica diferengas
estatisticas significativas pelo teste de Tukey (p<0.05).
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O gene p450 que teve a expressao aumentada em ambas as cultivares no
segundo periodo de tratamento. Esse gene tem uma fungdo chave na biossintese de
varios compostos lipofilicos como acidos graxos, esterdis, fenilpropandis, fitoalexinas e
giberelinas (NARUSAKA et al., 2004). Além disso, experimento feito com Arabidopsis
thaliana relata que na regidao promotora desse gene ha elementos cis atuantes de
resposta a estresses abidticos, como para os genes myb, myc, abre e nac (SCHULER
et al., 2006), numa via dependente de ABA. A analise de RT-gPCR mostrou altos niveis
de expresséo desse gene especialmente na cultivar tolerante (Conquista) (Figura 4).
Infere-se, portanto, que o gene p450 identificado nesse trabalho esteja envolvido na
ativagao do gene Gmnac?2.

A familia NAC é uma das maiores familias de fatores de transcrigdo em plantas
(OLSEN et al., 2005). Genes dessa familia participam de varios processos biologicos
incluindo o desenvolvimento e a resposta a estresses bi6ticos e abi6ticos (GUO et al.,
2005). Foi identificada uma sequéncia do gene nac2 (Gmnac2), na cultivar BR16, no
segundo periodo de tratamento (T;). A quantificacdo desse gene por RT-qPCR
confirmou os dados observados pela analise de microarranjos, embora a cultivar
Conquista também tenha apresentado niveis significativos de Gmnac2 por RT-qPCR
(Figura 4). Essa deteccao dos niveis de RNAm do gene Gmnac2 também na cultivar
tolerante, assim como de outros genes validados, provavelmente seja devido a maior
sensibilidade da técnica de RT-gPCR.

Estudo realizado com A. thaliana mostrou que o gene Atnac2 esta envolvido na
resposta a salinidade e no desenvolvimento de raizes laterais (HE et al., 2005), além
disso este gene induz a expressdo do gene estresse-responsivo erd? (TRAN et al.,
2004). No entanto, o perfil de expresséo do gene Gmerd1 diferiu do gene Gmnac2 nos
resultados obtidos para as cultivares de soja, Conquista e BR16, analisadas por
microarranjos e RT-gPCR (Figura 4). Porém, os niveis de expressao do gene erd1
também n&o foram afetados em plantas transgénicas submetidas a seca que super-
expressavam o0 gene nac em A. thaliana, quando comparados com as plantas controle

(TRAN et al., 2007). Através do sistema regulatério independente de ABA, no qual o
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gene erd1 faz parte, pesquisas, incluindo a analise de promotores, tém sido conduzidas
com o gene erd1, que é diferencialmente expresso em resposta a seca, salinidade e
senescéncia induzida pela auséncia de luz (NAKASHIMA et al., 1997). Foi demonstrado
por SIMPSON et al. (2003), entretanto, que a expresséo de erd? durante a desidratacao
€ controlada pela atividade coordenada entre dois elementos “cis’-atuantes, o sitio de
reconhecimento do fator de transcricdo myc (CATGTG) e a sequéncia do sitio “rps1” do
fator de transcricdo nac, de 14 pb (CACTAAATTGTCAC). O gene myc néao foi
identificado pela analise de microarranjos de cDNA, provavelmente porque a
redundancia da biblioteca de cDNA nao foi alta o suficiente para detecta-lo ou porque
ele deve ser identificado em periodos mais precoces do estresse e como a aplicagéo do
estresse ocorreu 30 dias ap6s a emergéncias das plantas, para a construgdo dos
arranjos, esse periodo deva ter sido tardio para a detecgéo desse fator de transcri¢ao.
A indugao do gene repérter gus dirigido pela regido promotora do erd?, mostrou
que na regiao promotora do erd? ha a sequéncia de reconhecimento do nac (NACRS).
Essa proteina NAC ativa a expresséo do gene erd? na resposta a estresses. Devido a
expressao do nac nao induzir a transcrigdo do erd7 no presente trabalho, sugere-se que
o nac se ligue a essa regido de reconhecimento, NACRS, e outros fatores de
transcricdo precisem se ligar ao sitio “rps1” e, juntos, controlarem a transcri¢cao de erd1
induzido por desidratacdo. Para um melhor entendimento da via de sinalizacao que leva
a ativacao de erd7, TRAN et al. (2007) isolaram fatores de transcricdo dedos de zinco
(zfhd1) contendo o dominio que pode se ligar ao sitio “rps1”. A super-expresséao de
ambos, o0 nac2 e o zfhd1, ativou a expressdo de erd? sob condigbes normais de
crescimento (sem estresse), em plantas transgénicas de Arabidopsis. Esse fator de
transcrigdo que contém dominios dedo de zinco também foi diferencialmente expresso
na cultivar BR16 no segundo periodo de tratamento, assim como o gene nac?2 (Figura
4), indicando que esses fatores de transcricdo que funcionam na expressao do gene
estresse-induzido erd?7 devam ser ativadores transcricionais. Entretanto, a participagao
de um unico fator de transcricdo, por exemplo, o zfhd1, nao é suficiente para produzir o
aumento dos niveis de erd1. Essas observagdes sugerem que o acoplamento de mais

fatores de transcricdo é requerido. Dois trabalhos demonstram o envolvimento de
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ativadores transcricionais de genes estresse-induzidos, um deles o gene rd22 que
durante a desidratacdo foi controlado via acdo coordenada dos fatores Atmyc?2 e
Atmyb2 e a expressao de resposta ao ABA do gene rd29a, que requer a interacao dos
ativadores transcricionais dreb e areb (ABE et al., 2003; NARUZAKA et al., 2003).
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Figura 4. Niveis de expresséo relativa dos genes diferencialmente expressos p450, nac2, erd1 e c2h2
nas duas cultivares de soja, Conquista e BR16, submetidas aos tratamentos de estresse (0, 25,
50, 75,100 minutos) em sistema de hidroponia. O tempo zero (T,) foi usado como calibrador e o
gene Gmp-actina foi utilizado como normalizador dos dados. Os tragos verticais entre as barras
correspondem ao erro padrédo e as diferencas estatisticas significativas observadas pelo teste
de Tukey. Os pontos onde os tragcos ndo se sobrepdem indica diferencas estatisticas
significativas pelo teste de Tukey (p<0.05). O esquema representa uma provavel via metabdlica
que envolve os quatro genes estudados.
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A expresséao diferencial do gene ereb pode ser observada nas duas cultivares de
soja analisadas (Figura 3), indicando que ambas as cultivares favorecem a ativagao da
rota de sinalizagdo do etileno, embora isso ocorra em periodos diferentes do estresse.
A maioria dos estudos da fungédo dos genes de resposta ao etileno (ereb) mostram que
a sinalizacdo e a funcéo dos receptores de etileno é importante na regulacédo do
crescimento e da resposta ao estresse salino, observada em plantas de tabaco
transgénicas que super-expressavam o receptor de etileno (NTHK1) (CAO et al., 2007).
Isso pode ser confirmado através de tratamento feito com o precursor do etileno, o
ACC, no qual a aplicacdo de ACC suprime completa ou parcialmente a epinastia
(caracteristica de resposta ao etileno), sugerindo que o etileno pode ser requerido para
toleréncia a estresses abibticos em plantas, como salinidade e seca (CAO et al., 2007).
Um mutante sensivel ao etileno, ein2-1, exibe sensibilidade ao sal, indicando que esse
mutante promove a tolerancia da planta a salinidade (ALONSO et al., 1999) (Figura 4).
Essa proteina € essencial para a expressao induzida por sal do gene Atnac2, que
promove a formacgéo de raizes laterais (HE et al., 2005).

Os genes que codificam o fator de transcricdo siringolide, embora estejam
relacionados mais diretamente a estresse bidtico, apresentaram os maiores valores de
RQ para ambos as cultivares e tratamentos estudados (Figura 5). O siringolide é um
elicitor que funciona no reconhecimento do patdégeno, através da ligagédo a uma proteina
citoplasmatica que estd presente em cultivares de soja resistente e suscetivel
(Rpg4/rpg4). No processo de reconhecimento e sinalizagdo sinal ha a ativacéo de
varios processos bioquimicos como a ativagcdo de outros genes de defesa, a
biossintese de fitoalexinas, a geracdo de espécies ativas de oxigénio (ROS)
(SLAYMAKER & KEEN, 2003). Provavelmente, a participagdo do gene siringolide a e b
no processo de tolerancia a seca em plantas de soja estudadas nesse trabalho estejam
relacionadas também com essa indugédo da expressao de genes, como proteinas MAP-
kinases de resposta ao estresse, ROS e outros processos ainda desconhecidos, mas

gue sdo comuns para estresses bidticos e abidticos.
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Genes que codificam componentes da sintese de proteinas foram também
rapidamente induzidos, ou seja, no primeiro periodo de tratamento (T4), na cultivar
Conquista, mas a expressao desses genes nao persistiu até o segundo periodo de
tratamento, sugerindo um controle temporal em nivel celular, garantindo a sintese de
chaperoninas (cpn10) (Figura 5), observada pela quantificacdo dos niveis de RNAm por
RT-gqPCR, para a estabilizacado de proteinas sintetizadas precocemente, e a expresséao
em curto prazo de componentes envolvidos na sintese protéica, como os componentes
estruturais dos ribossomos.

O gene Gmlea14 apresentou expresséao diferencial nas duas cultivares avaliadas
por microarranjos (Figura 3), e apos a validagcado por RT-gPCR foi observado maiores
niveis de RNAm na cultivar Conquista em todos os tratamentos avaliados, embora a
cultivar BR16 também apresente altos niveis de expressédo do gene Gmlea14. Esse
gene foi identificado em plantas de Arabidopsis contendo o gene dreb1a, submetidas ao
frio (MARUYAMA et al., 2004), indicando que ele também pode ser ativado em
condicdo de seca, uma vez que foi detectado no presente trabalho. Um estudo
realizado por SEKI et al., (2002) com 7000 genes de A. thaliana, permitiu a identificacédo
de 277 genes induzidos por seca, 53 induzidos por frio e 194 por salinidade, sendo que
o gene lea4 foi expresso mais de cinco vezes em todos estes estresses, indicando sua

importancia na tolerancia a estresses abioticos (Figura 5).
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Figura 5. Niveis de expressao relativa dos genes diferencialmente expressos siringolide a e b, lea14 e
cpn10 nas duas cultivares de soja, Conquista e BR16, submetidas aos tratamentos de estresse
(0, 25, 50, 75,100 minutos) em sistema de hidroponia. O tempo zero (T,) foi usado como
calibrador e o gene Gmp-actina foi utilizado como normalizador dos dados. Os tragos verticais
entre as barras correspondem ao erro padrdo e as diferencas estatisticas significativas
observadas pelo teste de Tukey. Os pontos onde os tragcos n&o se sobrepdem indica diferengas
estatisticas significativas pelo teste de Tukey (p<0.05).
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CAPITULO 4 — ARTIGO IlI

COMPARAGAO DE GENES NORMALIZADORES NA ANALISE DE EXPRESSAO
GENICA EM SOJA POR PCR QUANTITATIVO EM TEMPO REAL EM
EXPERIMENTOS DE SECA

RESUMO - O estudo da expressao génica em plantas inclui a quantificagao
precisa de RNAmM sendo expresso em diferentes situagbes. A escolha do gene
normalizador em experimentos de quantificagéo relativa por PCR quantitativo em tempo
real (RT-gPCR) é crucial para a fidelidade dos resultados. Os genes normalizadores
devem apresentar um padrdo de expressao constitutivo e ndo sofrerem alteracdo em
fungdo dos tratamentos conduzidos. Esse trabalho avaliou a quantificagdo dos niveis de
expressao do gene Gmdreb1a em experimentos de indugao de diferentes condigbes de
déficit hidrico em soja, comparando quatro diferentes normalizadores. Foram utilizados
trés genes normalizadores comumente usados em experimentos de RQ (Relative
Quantification) por RT-qPCR: Gmp-actina, Gmgapdh, Gmrnar18S, e ainda um gene de
referéncia endégena utilizado em experimentos de quantificagdo absoluta em soja, o
gene da Gmlectina. Para avaliar as alteragbes no padrao de expresséo do gene alvo, os
valores de Ct dos normalizadores e os resultados de quantificacdo ap6s o emprego de
cada normalizador foram comparados. Foi demonstrada a importancia da escolha dos
genes normalizadores no emprego da técnica altamente sensivel em experimentos de
quantificacdo da expresséo génica. A partir dos resultados obtidos, verificou-se que na
normalizagcdo do gene alvo com os genes Gmp-actina e Gmgapdh apresentaram uma
menor variacdo dos valores de RQ, nos dois tecidos vegetais analisados, em relagéo
aos outros genes, Gmrnar18S e Gmlectina. Nesse caso, o gene normalizador mais

apropriado para trabalhos com soja e em experimentos de seca foi o Gmp-actina.
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PALAVRAS-CHAVE: déficit hidrico, Glycine max, nivel de RNAm e referéncia

endoégena

1 INTRODUGCAO

O estudo da expressao génica em plantas inclui a quantificacdo precisa de
RNAmM sendo expresso em diferentes situagdes, como estresses por temperatura,
diferentes estadios de desenvolvimento, diferentes células ou tecidos. Poucas técnicas
existem para estimar a quantidade de RNAm, como “Northern blotting” e RPA
(“Ribonuclease Protection Assay”) (SUZUKI et al., 2000). Entretanto, nenhuma delas é
tdo precisa para quantificar moléculas de RNAm do que a técnica de PCR quantitativo
em tempo real (RT-gPCR) (BUSTIN, 2000). No RT-gPCR a quantificacdo de RNAm é
acompanhada pelos métodos de analises absoluta ou relativa (BUSTIN, 2000; BUSTIN,
2002). O método de quantificacao relativa tem sido usado mais frequentemente e, esse
método fornece comparag¢des precisas entre diferentes tratamentos em relacédo a
expressao génica. Entretanto, os resultados dependem de um normalizador para ajustar
as variagbes nas amostras relacionadas a qualidade e quantidade do RNAm obtido
(MCMAUGH & LYON, 2003; WILHELM et al., 2003).

Portanto, para a quantificacao relativa € necessario o uso de um normalizador
para ajustar as variagcdes experimentais, causadas por diferengas na quantidade de
RNAm extraido das amostras e usado nas reagdes. Geralmente, os normalizadores séo
genes constitutivos, ou seja, que tem expressdo constante em todos os tecidos,
estagios de desenvolvimento e também n&o sao afetados por condigdes experimentais.
Genes “housekeeping” tém sido a melhor referéncia para a normalizagao da analise de
expressado génica em RT-qPCR. Os genes que codificam a enzima gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase (GAPDH) (WALL & EDWARDS, 2002), a p-actina (KREUSER et
al., 1999), a tubulina (BRUNER et al., 2004) ou a subunidade do RNA ribossémico
(RNAr18S) tém sido os mais usados (BHATIA et al., 1994).



108

A expressao dos genes que codificam esses normalizadores é medida em cada
amostra experimental junto com o gene alvo. Genes “housekeeping” tém sua expressao
estavel nas células, sendo expressos em niveis similares em diferentes tipos de células
e usados para normalizar as comparacgdes entre diferentes amostras. Entretanto, a
expressédo de genes “housekeeping” pode variar nos tecidos, em diferentes tipos de
células ou devido a condigdes experimentais (BUSTIN, 2000).

O uso do gene gapdh como normalizador é recomendado com cautela, pois a
expressdo desse gene pode ser mais abundante em células em proliferagéo (BUSTIN,
2002; ZHU et al., 2001). O uso de rnar18S como referéncia ndo é sempre apropriado,
pois como ele ndo tem a cauda poliA isso impede a sintese de cDNA com “primers”
oligo-dT. Além disso, o gene rnar18S, sendo de origem ribossémica, nem sempre é
inteiramente representativo da populacdo de RNAm celular. Essa abundancia relativa
de RNAm raros poderia causar problemas na normalizagdo de experimentos de RT-
gPCR usando transcritos raros, como fatores de transcricdo. Por outro lado, a
expressado dos genes da p-actina ou da tubulina geralmente depende do estadio de
desenvolvimento da planta (DIAZ-CAMINO et al., 2005; CZECHOWSKI et al., 2005).

Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi comparar a expressédo de um gene
alvo (Gmdreb1a), normalizado com trés normalizadores e um controle endogeno
diferentes, em dois tecidos (folha e raiz) de plantas de soja, durante duas condi¢bes
experimentais de seca (hidroponia e areia). Os resultados nos permitem desenvolver e
avaliar condi¢cbdes 6timas de RT-gPCR para quantificar a expresséo de genes da soja

sob as diferentes condi¢des experimentais de seca.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Experimento de Hidroponia

Uma cultivar de soja (Glycine max), BR16, sensivel a seca, foi desenvolvida

hidroponicamente com solugéo nutritiva (HEWITT, 1963) em um delineamento em
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blocos ao acaso. As plantas foram crescidas por trés semanas em casa de vegetacao,
em delineamento em blocos ao acaso com os tratamentos em arranjo fatorial: uma
cultivar (BR16) e cinco periodos de avaliagao (0, 25, 50, 75 e 100 minutos de estresse)
O tratamento de seca foi aplicado, eliminando a solugao nutritiva, quando as plantas
estavam no estadio de desenvolvimento V3. Foram feitos “bulks” para a sintese de
cDNA, dos tratamentos Tys e Tso (raizes submetidas a 25 e 50 minutos de estresse) e
T7s e Tioo (raizes submetidas a 75 e 100 minutos de estresse), utilizando-se o

tratamento Ty (sem estresse) como controle.

2.2 Experimento em Vasos Contendo Areia

Esse experimento foi feito usando uma linhagem de soja geneticamente
modificada - (P58), desenvolvida pela Embrapa Soja, em 2006, contendo a constru¢ao
rd29A: DREB1A para tolerancia a seca, e a cultivar original BR16 (ndo transgénica)
como testemunha. Trés condi¢cbes de estresse foram aplicadas: um grupo controle a
15% de umidade gravimétrica (UG) (perto da capacidade de campo), um grupo
estressado a 5% de UG (estresse moderado) e grupo estressado a 2,5% de UG
(estresse severo), de acordo com LEHANE & STAPLE (1965). Cada grupo era
composto de 12 plantas dos dois gendtipos (seis de cada gendtipo), semeadas em
vasos de 10-L com areia, irrigado com solugdo nutritiva na casa de vegetacéo (dia
30°C+2°C; noite 22+2°C; UR 40%+5%), em delineamento em blocos ao acaso com os
tratamentos em arranjo fatorial: uma cultivar (BR16) e trés niveis de estresse (15%, 5%
e 2,5% de umidade gravimétrica). Todas as plantas se desenvolveram por 45 dias em
condi¢bes normais (15% de UG). O estresse hidrico foi iniciado por retencdo da
irrigacéo até a umidade da areia atingir 5% de UG, que correspondeu ao estadio de
florescimento completo (R2); e posteriormente atingir 2,5% de UG, que correspondeu ao
estadio de enchimento de graos (Rs); o grupo controle foi mantido em 15% de UG até o
final do experimento. Os vasos foram pesados diariamente para a manutencdo da

umidade programada.



110

2.3 Desenho de Primers

Os “primers” especificos para os genes dos normalizadores e alvo foram
desenhados a partir das regides de ESTs da soja. As seqUéncias foram obtidas pelo

“National Center for Biotechnology Information” (NCBI) (http:// www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Os genes utilizados como normalizadores foram: Gmp-actina (Acesso No.: GMU60500),
Gmgapdh (Acesso No.: DQ224371.1), Gmrnar18S (Acesso No.: X02623.1) e Gmlectina
(Acesso No.: K00821). Como gene alvo foi usado o Gmdreb1a (Acesso No.:
AF514908.1), um fator de transcricdo de resposta a seca. Todos os “primers” foram
desenhados pelo programa “Primer Express” versdo 3.0 (Applied Biosystems, Foster,
CA, USA), e foram ajustados a uma temperatura de anelamento de 62°C e o tamanho

dos fragmentos variou na faixa de 75-155 pb (Tabela 1).

Tabela 1. Seqliéncia dos “primers” dos controles endégenos usados nas reagdes de RT-gPCR e tamanho
esperado dos fragmentos gerados.

Tamanho esperado

Nome dos primers Sequiéncia dos primers dos fragmentos
(pb)
RTGmn-Actina -Fw 5' GAGCTATGAATTGCCTGATGG 3' 118
RTGmn-Actina -Rv 5 CGTITCATGAATTCCAGTAGC 3'
RTGmGAPDH-Fw 5" GTGGAGACCCATTGGAGGAA 3' 118
RTGmGAPDH-Rv 5 TGGTTTGCTGCTGGTAATGGTA 3
RTGmMRNAr18S-Fw 5" AAACGGCTACCACATCCAAG 3' 155
RTGmMRNAr18S-Rv 5 CCTTCAATGGATCCATCGTTA 3
RTGmLectina-Fw 5' TCCACCCCCATCCACATTT 3' 92
RTGmLectina-Rv 5 GGCATAGAAGGTGAAGTTGAAGGA 3'
RTGmDREB1A-Fw 5' CGACCAGGAGGGCAGTGAT 3 75
RTGmDREB1A-Rv 5 GCTTTTCGGCGAATGGAAT 3'

2.4 PCR quantitativo em Tempo Real (RT-qPCR)
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Primeiramente, dois passos importantes no desenho e avaliagdo do experimento
de RT-gPCR para selegao dos genes a serem utilizados como normalizadores foram
seguidos: (i) a verificagdo se a eficiéncia de amplificacdo de cada normalizador
comparado com o gene alvo eram similares e (ii) a determinagcdo se o padrao de
expressado de tais genes ndo afetavam ou se s&o pouco afetados pelas condi¢des
experimentais. Para avaliar a expresséo dos genes normalizadores nas folhas e raizes
de soja, foram obtidas amostras de RNA total em trés repeticdes bioldgicas. Para a
sintese de cDNA foi utilizada a enzima transcriptase reversa “Superscript Il First Strand
Synthesis Kit” (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Para preparar o cDNA, 1 ug de RNA
total foi usado e misturado com “primer” randémico (5 ng/uL).

As analises de RT-gPCR para os genes normalizadores e alvo nas amostras de
cDNA foram conduzidas utilizando a metodologia “SYBR Green Master Mix” (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) em um termociclador 7300 RT-gPCR (Applied Biosystems), de
acordo com as instru¢des do fabricante. A concentracéo final de “primer” utilizada para
os genes Gmrnar18S, Gmgapdh, Gmdreb1a foi 0,2 uM, e para os genes Gmp-actina e
Gmlectina foi de 0,15uM. Todas as amostras foram amplificadas em duplicata, em trés
repeticbes bioldgicas. A curva de eficiéncia de amplificacdo para cada gene foi
determinada por comparacdo das diluicdes de cDNA (10, 107, 102, 107), além da
verificacdo da eficiéncia de amplificacdo dos “primers” na reacgao.

A determinagcdo dos niveis de expressao dos genes alvos foi realizada pela
quantificago relativa utilizando a expresséo 24, Para cada tratamento é detectado o
valor de Ct (“Cycle threshold”), tanto para o gene alvo quanto para o normalizador. Este
valor representa o ponto em que o sinal de amplificagao é detectado. O valor do Ct do
gene alvo é subtraido do valor do Ct do normalizador, para ajustar a reagdo. Obtém-se
entdo o valor de ACt. O valor de ACt dos tratamentos é subtraido do valor do ACt da
amostra controle (calibrador), tendo-se o valor de AACt. Este valor € utilizado na formula
do nivel de expresséo, onde o numero 2 representa a somatoéria da eficiéncia do gene
alvo e do controle enddgeno, considerando que ambos os genes possuem 100% de

eficiéncia.
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As condigdes das reac¢des foram 50°C por 2 min, 95°C por 10 min, 45 ciclos de
95°C por 2 min, 62°C por 30 seg, 72°C por 30 seg, e os dados foram coletados na
ultima fase (fase de extens&o). Apo6s a quantificacao relativa, foi feita uma curva de
dissociacdo para verificar a qualidade do produto amplificado. Temperaturas de
dissociacdo do amplicon variando de 78°C a 85°C indicam amplificagdo de produto
especifico (alvo), abaixo dessa temperatura significa contaminagdo ou formagao de
dimeros de “primers” na reagdo. Os resultados foram analisados pelo programa
“‘Sequence Detection” (Perkin Elmer, Massachusetts, CA, USA). Para calcular a
eficiéncia da reacgdo foi usada a féormula: E=[10"°°"%-1. A curva de calibragdo foi
estabelecida plotando-se graficamente os valores de Ct em fung¢ao do log das diluicbes
de cDNA. A curva de calibracdo, coeficiente de determinacéo (R?) e eficiéncia obtidos
estéo representados na Figura 1.

Com os dados de quantificagcéo relativa dos genes foram realizadas as analises
exploratorias para verificar se as pressuposi¢cdes de normalidade, aditividade do modelo,
independéncia dos erros e homogeneidade de variancias dos tratamentos estavam
presentes no modelo. Posteriormente foram realizadas as analises pela ANOVA para
todas as variaveis respostas. Os dois métodos forma analisados utilizando-se o
programa SAS (“Statistical Analysis System”) versdo 8.0 e as diferencas das médias

dos niveis de estresse e dos genoétipos comparadas pelo teste de Tukey (p<0.05).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os coeficientes de determinacdo (R?), obtido para todos os genes utilizados
como normalizadores e o alvo (Gmdreb1a), foram acima do valor minimo aceitavel de
0,7 ou 70% (PFAFFL, 2001), com exceg¢ao do Gmlectina (Figura 1).
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Figura 1. Curvas de calibragdo obtidas a partir dos controles endégenos. As diferencas entre os valores
de Ct para cada controle endégeno foram plotadas como uma fungdo do logaritmo das
diluicdes de cDNA. A) Gmrnar18S-E=78,99%, B) Gmgapdh-E=72,72%, C) Gmp-actina-E=
96,15%, D) Gmlectina-E=45,5%, e E) Gmdreb1a-E=96,64%.
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A diferenga entre os valores de eficiéncia de cada gene normalizador comparado
com o gene alvo ficaram em torno de 20%, sendo que para o gene Gmlectina esta
variagcao foi a mais elevada, superior a 50%, considerando valores de eficiéncia (gene
alvo + gene normalizador) igual a 1,927; 1,693; 1,755 e 1,421 para os genes Gmp—
actina, G,gapdh, Gmrnar18S e Gmlectina, respectivamente. Deste modo, para garantir
que as diferengas nos valores de quantificacdo n&do seriam influenciados pelos valores
das eficiéncias, as concentragbes dos “primers” foram ajustadas e os valores de
quantificagcéo relativa foram obtidos usando os valores médios das eficiéncias entre o
gene alvo e cada normalizador, sendo que a formula 24 ! foi ajustada em cada caso.

A eficiéncia de amplificacdo dos “primers” para cada reacdo com o0s genes
utilizados como normalizadores foi determinada a partir do “slope” (valor da inclinagéo
da reta), obtido na amplificacdo por RT-qPCR, dentro de um experimento desenhado
para comparar diferengas tecido-especifica na expressao génica. A determinagédo da
eficiéncia e a sensibilidade do “primer’ na reacdo mostraram que os valores de
eficiéncia aceitaveis foram obtidos para os genes Gmrnar18S, Gmgapdh e Gmp-actina.

Os valores de RQ para o gene Gmdreb1a em cada tratamento, a partir do

emprego de cada normalizador, podem ser observados na tabela 2.

Tabela 2. Valores da Quantificagdo Relativa (RQ) obtidos pela amplificagdo com o gene GmDREB1A
(alvo) normalizados com os genes Gmrnar18S, Gmgapdh, Gmp-actina e Gmlectina em folhas e
raizes de soja submetidas a diferentes condi¢des de estresse hidrico em vasos contendo areia
e sistema de hidroponia.

Genes Tratamentos

Valores da Quantificagédo Relativa (RQ)

Folha Raiz
15% 5% 2,5% média To T, T, média
Gmrnar18S 1,00 £+0,00 12,64 +1,05 11,4 £0,01 8,36 A 1,00 £0,00 4,40 £2,55 1,22 £1,61 2,20 AB
Gmgapdh 1,00 + 0,00 8,84 +0,49 2,40 +0,28 4,08 A 1,00 £0,00 2,19 +1,89 0,87 +1,02 1,35 AB

GmB-actina 1,00 £0,00 13,60 £0,72 0,88 +0,14 516 A 1,00 £0,00 5,57 +3,29 1,61 £2,29 2,72 A
Gmlectina 1,00 + 0,00 6,05 +0,68 10,5 +0,79 586 A 1,00 +0,00 1,53 £1,29 0,38 +0,15 0,97 B

*Os valores de desvio padrdo nas linhas correspondem as diferengas observadas entre os tratamentos, em cada experimento e as
letras mailsculas nas colunas corresponde as diferengas observadas entre os genes, na analise da interagdo entre os genes e os
niveis de estresse, pelo teste de Tukey. Letras diferentes indicam diferengas estatisticas significativas pelo teste de Tukey (p<0.05).
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Os resultados de RQ quando utilizado o gene Gmrnar18S foram similares
aqueles do gene Gmp-actina em folhas e raizes, exceto nas folhas a 2,5% de UG, que
apresentou RQ dez vezes maior. Os valores de RQ do gene alvo normalizado com os
genes Gmgapdh e Gmlectina mostraram elevada variagdo quando comparado com o
RQ normalizado com os outros dois genes. Considerando que n&o ha diferencas entre
as amostras dentro de cada tecido, os genes Gmp-actina e Gmrnar18S foram
considerados os melhores normalizadores para esse ensaio, pois os valores de RQ se
mantiveram constantes nas diferentes repeticbes. Além disso, pelo teste de médias, foi
possivel identificar diferencas entre os tratamentos (niveis de estresse) em ambos os
tecidos (folha e raiz) e também entre os genes apenas nas raizes (Tabela 2). Para o
experimento feito em areia, com folhas, ndo houve diferencas entre os valores da média
de RQ dos tratamentos aplicados para cada gene. J& em raizes, no sistema de
hidroponia houve diferengas, mostrando que o valor de RQ normalizado com o gene
Gmp-actina apresentou o maior valor na média dos tratamentos, comparado ao
Gmlectina, com o menor valor de RQ.

A expressao do gene alvo (Gmdreb1a) foi normalizada com cada um dos
normalizadores. Os resultados mostraram que dois genes normalizadores, Gmrnar18S
e Gmp-actina, tém expressao similares nos dois diferentes tecidos de soja, em relagao
ao Gmgapdh, embora o valor de RQ normalizado com o gene Gmrnar18S, nas folhas
estressadas (2,5% de UG), apresentou nivel de expresséo relativa do gene Gmdreb1a
dez vezes maior, enquanto os genes Gmgapdh e Gmp-actina mostraram poucas
diferencas entre os valores de RQ (Tabela 2). No entanto, nas raizes no sistema de
hidroponia, o valor de RQ do gene alvo normalizado com os genes Gmrnar18S e Gmp-
actina mostraram-se similares, enquanto a normalizagcdo feita com Gmgapdh e
Gmlectina esses valores foram menores. Essa diferenca pode ser devido a baixa
eficiéncia de ambos os normalizadores (Gmgapdh e Gmlectina), mesmo que para o
calculo do RQ os valores da eficiéncia tenham sido ajustados. No caso do Gmgapdh o

valor de E estda préximo do valor minimo recomendado, enquanto para o gene
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Gmlectina o valor de eficiéncia ndo € o recomendado, estando bem abaixo do valor
minimo.

A diferenca dos valores de RQ observada entre os experimentos (folha e raiz)
pode estar relacionada com a forma como o experimento foi conduzido. No sistema de
hidroponia, onde foi utilizado raizes, a percepcdo do estresse ocorre mais rapido,
provavelmente. Assim, no momento da quantificacdo dos niveis de Gmdreb1a, os
mecanismos para aumentar a tolerancia a seca ja podem ter sido desencadeados. Ja
no sistema com vasos contendo areia, a quantificacéo foi feita nas folhas, o que pode
ter outros fatores influenciando no processo. Isso é confirmado pelos valores de RQ
dentro dos tratamentos em cada gene, havendo um maior nivel de expressédo do gene
alvo nas folhas. Além disso, os valores de RQ no primeiro periodo de estresse, nas
folhnas, na maioria das vezes foram sempre superiores, exceto para 0S genes
Gmrnar18S e Gmlectina, que provavelmente superestimaram os valores de RQ devido
a baixa eficiéncia de amplificagdo comparada com o gene alvo (Gmdreb1a).

Os valores de Ct (Figura 1) deram uma indicagao direta da sensibilidade de
deteccédo do cDNA, apresentando variagdes na reagcéo, com valores de Ct variando de
trés a quatro ciclos dentro de cada amostra em duplicata. Isto pode representar uma
combinagdo da variabilidade da técnica intrinseca do protocolo de RT-qPCR e da
variabilidade biolégica. A variabilidade da técnica pode ser atribuida aos fatores
incontrolaveis como erros na estimativa do RNA total (erros do espectrofotbmetro e
impurezas na absorbancia em 260 nm) e a variagao da eficiéncia em diferentes reacdes
de transcrigéo reversa.

De forma ideal, um gene para ser utilizado como normalizador em experimentos
de quantificacdo da expressao génica deveria ser expresso em um nivel relativamente
constante em diferentes tecidos e em todos os estadios de desenvolvimento, além de
nao ser afetado pela condicao experimental (BUSTIN, 2000; ISKANDAR et al., 2004).
Com base nos dados obtidos, os valores de RQ normalizados com os genes Gmp-
actina e Gmrnar18S apresentaram-se mais constantes através dos diferentes tecidos e
tratamentos da soja, apenas nas folhas, nos diferentes tratamentos de déficit hidrico, do

que o normalizado com o gene Gmrnar18S. O gene gapdh, que codifica uma enzima da
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via glicolitica presente na maioria dos tipos celulares (GIULIETTI et al., 2001) tem sido
usado como normalizador em experimentos de RT-qPCR em amostras de animal e em
humanos. Entretanto, alguns trabalhos desenvolvidos em sistemas animal e humano
tém sugerido que esse gene tem limitagcdes para o uso como normalizador, devido a
variagdo na expressdo em tecidos especificos e a variabilidade existente (BUSTIN,
2000; GIULIETTI et al., 2001).

Devido ao fato do RNAr representar a maioria do RNA total presente na célula,
ele é considerado um normalizador eficiente, que vem sendo utilizado em muitos
experimentos para quantificar os niveis de expressao em tecidos de animais, de
humanos e de plantas (EDWARD, 2004). O uso de rnar como gene normalizador para o
RT-gPCR em arroz demonstrou a consisténcia de expressédo comparada com os genes
gapdh, p-actina e p-tubulina sob diferentes estadios de desenvolvimento da semente e
tratamento com niveis de irradiagdo de UV (KIM et al., 2003). Entretanto, a alta
abundancia de RNAr requer maiores diluicdes do cDNA para permitir uma comparagéo
direta com a amplificacédo de genes alvos. Esses passos de diluicbes requerem mais
trabalho e impdem maiores niveis de erro, levando a inacuracia da andlise de RT-qPCR
(ISKANDAR et al.,, 2004). Consequentemente, € vantajoso ter outros genes
normalizadores para uso como gene de referéncia e seria mais conveniente escolher
um ensaio com normalizador menos sensivel (SUZUKI et al., 2000).

O gene Gmlectina ndo apresentou resultados aceitaveis para ser usado como
normalizador nos experimentos de indugao de estresse hidrico em soja. Embora este
gene seja muito utilizado em experimentos para quantificagdo absoluta do numero de
cdpias de genes no genoma da soja, como por exemplo, a quantificacdo de transgenes,
nao foi observado o mesmo resultado na quantificagdo da variagcédo dos niveis de
RNAm. Esse gene se apresenta com uma cdpia no genoma da soja e isso nao significa
ser um gene constitutivo (CZECHOWISK et al., 2005; BRUNER et al., 2004).

A partir dos resultados de expressao relativa do gene Gmdreb1a nos diferentes
tecidos de soja testados em condi¢cao de seca, o gene mais apropriado para ser usado

como normalizador, em condi¢gdes de seca, € o gene da Gmp—actina, seguido do gene
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Gmrnar18S e Gmgapdh e que apresentaram uma baixa variagdo dos valores de RQ do

gene alvo (Gmdreb1a), nos dois tecidos de soja analisados.
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CAPITULO 5 — IMPLICAGOES

A seca &€ um importante fator limitante no sistema de produg&o agricola
em varias partes do mundo. As plantas apresentam diversas respostas biolégicas de
adaptacdo através dos mecanismos celulares. No entanto, é dificil de medir e de
comparar essas mudangas em niveis fisiologicos e bioquimicos com precisdao, mesmo
sabendo que varios processos bioquimicos estdo envolvidos na percepcdo e na
transducédo de sinais do estresse, que resultam em alteracbes no crescimento € no
desenvolvimento, associadas com mudangas na expressao génica.

O desenvolvimento de novas cultivares de plantas, mais tolerantes a periodos
prolongados de déficit hidrico ja esta sendo produzido através da engenharia genética,
como os eventos estudados nesse trabalho, contendo a construgao rd29a: dreb1a. A
analise de expressédo génica por microarranjos de DNA, estudada nesse trabalho,
ajudou a identificar e a explicar um pouco da base dos mecanismos moleculares
envolvidos nas respostas moleculares de eventos de soja geneticamente modificados
que apresentaram uma maior tolerancia a seca, além de duas cultivares de soja
contrastantes a seca, Conquista e BR16, sob diferentes niveis de déficit hidrico.

O advento da tecnologia de microarranjos de DNA, que permite avaliar
alteracdes em larga escala na expressao génica de uma forma global demonstra uma
mudanga significativa das técnicas tradicionais de abordagem de um unico gene para
acompanhar as alteragdes na expressdo de milhares de genes de uma sé vez. A
analise de expresséo génica feita nesse trabalho foi util no sentido de estudar varias
respostas celulares existentes nas plantas de soja, uma vez que uma das aplica¢des
potenciais dessa técnica consiste em identificar os mecanismos de tolerancia a seca
comparando mudangas na expressao génica em fendtipos tolerantes e sensiveis. A
identificacdo da expressao diferencial de genes pode servir como impressdes digitais
moleculares, o que pode facilitar o monitoramento de processos fisioldégicos envolvidos
na tolerancia a seca, pois os padrboes de expressao variam entre os estados fisiologicos

de diferentes tecidos vegetais tais como folhas e raizes.
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Ao executar a analise de expressao por microarranjos em plantas transgénicas
pode-se avaliar o controle do gene Atdreb1a sobre a expressao de genes responsivos a
seca. Considerando os resultados obtidos no capitulo dois, ndo foi observado um
aumento significativo do gene Gmdreb1a nas plantas transformadas com a construgéo
rd29a: Atdreb1a em condigdes de seca, embora a cultivar BR16 (ndo transformada)
tenha apresentado altos niveis da expressao de Gmdreb1a. Esses dados indicam que o
gene Atdreb1a nao ativa o gene Gmdreb1a, porém infere-se que altos niveis de
expressdo do gene Gmdrebia faz com que este também se ligue a regido DRE, no
promotor rd29a e contribua para a super-expressédo do gene Atdreb1a, ativando toda a
cascata de genes estresse-responsivos. Entre os eventos estudados (P58, P1378 e
P1333) observa-se diferencga significativa no nivel de expressao do transgene Atdreb1a.
A insergdo da construcao rd29a: dreb1a garante a indugdo de muitos genes envolvidos
na resposta a seca, observados pela analise de microarranjos de DNA, incluindo fatores
de transcricdo, como NAC, bZIP, siringolide, proteina rica em prolina, aquaporina,
enzimas envolvidas em diversos sistemas metabdlicos e proteinas que ainda nao
apresentam funcdo conhecida, mas que, provavelmente respondem diretamente ao
déficit hidrico. Aspectos fisiologicos, incluindo a taxa fotossintética, condutancia
estomatica e taxa transpiratéria mantém-se em niveis elevados nos eventos estudados
quando comparados com plantas nao transformadas (BR16), mostrando que alguns
genes envolvidos com a resposta metabdlica estdo sendo ativados pelo gene Atdreb1a,
acarretando assim em uma regulagao nos processos fisiolégicos.

Em plantas, a expressao génica € regulada pela ligagdo de proteinas especificas,
chamadas de fatores de transcricdo, em que seqUéncias especificas localizadas na
regido promotora de genes responsivos ao estresse, que s&0 co-expressas
frequentemente e apresentam um padrao semelhante de regulagdo de sequéncias que
sdo responsaveis pela ligacdo desses fatores de transcrigcdo. Fatores de transcricdo
como os identificados nesse trabalho, entre eles, NAC, EREB, MYC, C2H2, MYB séo
promissores candidatos ao uso, associado aos promotores estresse-responsivos, na
geracao de plantas geneticamente modificadas, assim como foi feito com as plantas

contendo o gene Atdreb1a. Ha um interesse consideravel em identificar e utilizar fatores
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de transcricdo que sao chaves na defesa de plantas, através de técnicas de engenharia
genética, com o objetivo de obter cultivares com maior tolerancia a estresses abioticos,
maior resisténcia a patdbgenos e a agrotdxicos na agricultura.

Nas analises de microarranjos feitas nas cultivares de soja convencionais
contrastantes em relagédo a seca foi possivel identificar 145 genes diferencialmente
expressos em duas cultivares de soja contrastante a seca. Nessa analise do perfil
transcricional de soja, verificou-se que as duas cultivares apresentam respostas
diferentes ao aumento do nivel de expresséo de genes de resposta a seca, que variou
consideravelmente de acordo com a dindmica do tratamento de seca (T4 e T) e em
relacdo as cultivares de soja estudadas, tolerante e sensivel a seca. Em geral, quando
as cultivares e os tratamentos foram comparados, o primeiro periodo de estresse
revelou menor quantidade de genes diferencialmente expressos, sendo esse numero
significativamente aumentado no segundo periodo de tratamento, principalmente na
cultivar BR16 (sensivel a seca). Embora tenha havido a inter-relacdo de alguns genes
nas duas cultivares, o tempo de percepcao e, consequentemente, da ativagao desses
genes sao regulados diferentemente. Dentre esses genes, alguns sdo candidatos a
trabalhos mais detalhados em nivel celular e funcional como, por exemplo, o gene
siringolide, que apresentou o maior nivel de expressao dos genes quantificados por RT-
gPCR, os genes nac2 e erd1 que necessitam de analises mais detalhadas,
especialmente na regido promotora, possibilitando a construcado de cassetes de super-
expressao ou silenciamento génico, para confirmar o envolvimento desses genes no
mecanismo de tolerancia a seca. Além disso, 20% dos genes identificados ainda nao
apresentam identificacdo em outros organismos, o que indica que a identificacdo
dessas sequéncias génicas pode gerar dados promissores para o conhecimento de
novos genes em soja e o desenvolvimento de processos que gerem patentes
biotecnoldgicas, que possa contribuir para o enriquecimento, em nivel de propriedade
intelectual, da pesquisa cientifica brasileira.

A partir de um ponto de vista mais pratico, os resultados sugerem que as
informagdes de transcritos obtidas sob condi¢des de seca devem ser analisadas em um

curto tempo, isto €, nos primeiros 50 minutos de estresse, para serem usadas: i) no
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melhor entendimento de como as plantas podem regular a expressdo génica em
resposta a percepcao do estresse desenvolvida e/ou ii) na identificacdo de genes
candidatos para caracteristicas relacionadas a estresses abi6ticos, com uma fungéo
adaptativa a seca. Para isso, uma analise mais detalhada dos dados disponiveis, a
partir do perfil de transcritos existentes e de estudos do perfil de proteinas e metabdlitos
conduzidos sob varios regimes de desidratagéo, podem revelar informagdes adicionais
a serem utilizadas para identificar genes candidatos e processos 0s quais a
manipulagao, através da engenharia genética, pode promover maior tolerancia a seca.

A selecédo de um gene normalizador apropriado é muito importante para a analise
de RT-gPCR na obtengao de resultados consistentes e reprodutiveis. O experimento
realizado no capitulo quatro demonstra a utilidade dos genes normalizadores propostos
(Gmrnar18S, Gmgapdh, Gmp-actina e Gmlectina) em estudos de expressao génica em
soja, sugerindo que o melhor normalizador para ser utilizado por RT-gPCR em
experimentos de seca é o gene Gmp-actina .

Ha algumas limitagbes da descoberta de genes utilizando a expressdo por
microarranjos. Uma delas € que esses arranjos, sendo baseados em RNA, produzem
resultados que sao altamente dependentes do estadio de desenvolvimento e do tecido
da planta. E possivel que um dos principais genes que sustenta a diferenca entre
cultivares tolerante e sensivel é expresso em um momento ou em um tecido que néo é
testado no experimento, o que significa que o produto ndo sera detectado. Outras
diferengcas genéticas entre cultivares tolerante e sensivel podem ser devido a
modificagbes pos-transcricionais as quais nédo seriam detectadas pela expressao
diferencial, ou podem ser simplesmente devido a diferengas no tipo de planta ou na
maturidade.

Tratamentos de seca mais severos tendem a medir a capacidade da planta em
responder a uma mudanga ambiental. Essa resposta € baseada na regulacao de genes
envolvidos na sensibilidade, sinalizacdo e categorias de respostas imediatas.
Entretanto, a seca imediata é diferente da mudanca gradual do “status” hidrico no solo,
e o resultado difere no comportamento. E entdo desconhecido que o grau de resposta

ao estresse severo pode ser indicativo da capacidade da planta se adaptar a uma
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mudanga gradual no potencial de agua do solo. Em contraste, uma redugao lenta da
umidade do solo deveria levar a uma mudanga gradual na sensibilidade/sinalizagéo
que, varios dias apds a seca, podem retornar a um nivel de pré-estresse. Assim, os
tratamentos de seca aplicados nesse trabalho estdo apropriados aos resultados de
aclimatacdo decorrente do resultado de expressdo diferencial dos transcritos que
promovem a tolerancia a seca por longo periodo.

A analise do perfil de transcritos sao requisitos indispensaveis para entender o
funcionamento de células, 6rgaos e da planta inteira. As fungbes dos genes analisados
foram atribuidas por similaridade com proteinas cujas sequéncias encontram-se em
bancos de dados. Os dados apresentados refletem as taxas de expressao dos niveis
relativos dos transcritos de genes individuais, ndo fornecendo indicacbes dos
mecanismos de regulacdo ou da presenca do produto final, a proteina expressa.
Portanto, deve ser considerado que para se estudar a regulagao génica dos transcritos,
verificagbes individuais e funcionais devem ser levadas em conta.

As informacgdes geradas nesse trabalho, agora servem como base para trabalhos
com fungdo de elucidacdo de genes desconhecidos e/ou conhecidos e especificos,
combinagdes de genes, como por exemplo, a montagem de cassetes de expresséo e
localizagao celular de proteinas em soja. A sequéncia de informagdes associada as
indicacdes da fungado bioldgica e dos padrbes de expressao em cultivares de soja
contrastante em relagéo a seca e nos eventos transformados com a constru¢ao rd29a:
dreb1a direcionam a construcdo do conhecimento de caracteristicas importantes como

0s mecanismos de tolerancia a seca e o metabolismo secundario em plantas.
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