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ANALISE DA EXPRESSAO DE GENES RELACIONADOS A RESISTENCIA AO
Meloidogyne javanica EM SOJA, ATRAVES DA TECNICA DE PCR EM TEMPO REAL

RESUMO - Este trabalho teve como objetivo analisar a expressao de genes de
soja envolvidos na resisténcia ao nematdide de galhas, Meloidogyne javanica,
utilizando a técnica de PCR em tempo real (RT-PCR). Foram avaliadas raizes de soja
inoculadas e nao inoculadas com o nematoide. Linhagens de soja resistentes (genétipo
P1595099) e suscetiveis (cultivar BRS133) e individuos resultantes deste cruzamento
foram inoculados com juvenis do nematéide. Raizes foram coletadas apés um, trés e
seis dias de inoculagdo. O RNA total foi extraido e em seguida foi feita a sintese de
cDNA, para ser utilizado nas reagcdes de PCR em tempo real. As reacdes para
quantificacdo do nivel de expressao relativa foram preparadas em triplicatas, e um
controle enddgeno, o gene RNAr 18S também foi incluido. Os resultados mostraram
que comparando os individuos resistentes com o0s suscetiveis, o0s resistentes

apresentaram maior expressao dos genes, Chs, Xet, Hs1pro-1, Sth-2.

Palavras-chave: PCR em tempo real, nematoide de galhas, soja
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ANALYSIS OF THE EXPRESSION OF GENES RELATED TO RESISTANCE TO THE
Meloidogyne javanica IN SOYBEAN, THROUGH THE TECHNIQUE OF REAL TIME
PCR

SUMMARY - This work objective was to analyze the expression of soybean
genes involved in the resistance to the root nematode, Meloidogyne javanica, using the
Real Time PCR (RT-PCR) technique. Soybean roots inoculated and not inoculated with
the nematode were evaluated. Resistant soybean lineages (genotype P1595099) and
susceptible lineages (cultivate BRS133) and resulting individuals of this crossing were
inoculated with juvenile of the nematode. Roots were collected after one, three and six
days after inoculation. The Total RNA was extracted and, afterwards cDNA synthesis
was made, to be used in the reactions of Real Time PCR. The reactions for
quantification relative expression level were prepared in triplicate, and an endogenous
control, gene rRNA 18S, was also included. The results showed that comparing the
resistant individuals with the susceptible ones, resistants showed higher expression
level of the genes, Chs, Xet, Hs1pro-1, Sth-2.

Key-words: real time PCR, root nematode, soybean
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1. INTRODUCAO

A soja, Glycine max (L.) Merrill, hoje cultivada em grande parte do mundo € muito
diferente dos ancestrais que lhe deram origem. Nos seus primérdios a soja era plantada
rasteira e habitava a costa leste da Asia, principalmente a China. Sua evolugdo ocorreu
de plantas oriundas de cruzamento natural entre duas espécies de soja selvagens, que
foram domesticadas e melhoradas por cientistas da antiga China (EMBRAPA, 2005a).

A soja € uma das principais commodities mundiais e seu preco é determinado
pela negociagdo nas principais bolsas de mercadoria, movimentando aproximadamente
US$ 215 bilhdées/ano na agroindustria. Estados Unidos, Brasil e Argentina ocupam a
primeira posicao entre os paises produtores de soja (EMBRAPA, 2005a) sendo que em
2004, o Brasil foi o segundo maior produtor mundial de soja, com produg¢do de 50
milndes de toneladas ou 25% da safra mundial, montante menor que o de 20083,
quando o Pais produziu 52 milhdes de toneladas e participou com quase 27% da safra
mundial, estimada em cerca de 200 milh6es de toneladas em 2004.

No contexto das grandes culturas produtoras de graos, a soja foi a que mais
cresceu em termos percentuais nos ultimos 32 anos, tanto no Brasil, quanto em nivel
mundial. De 1970 a 2003, o crescimento da producdo global foi da ordem de 333%
(CONAB, 2005).

Entre os fatores que interferem na produtividade, estdo diversas doencas,
destacando-se aquelas causadas por nematéides fitoparasitos. O nematodide de cisto,
Heterodera glycines, os nematodides de galha, Meloidogyne spp), e 0 nematdide
reniforme (Rotylenchulus reniformis) sdo os que apresentam maior potencial de dano a
sojicultura (SCHMITT e NOEL, 1984).

Os nematoides prejudicam a agricultura nao somente por reduzir as colheitas,
isto é, por infligir perdas quantitativas, mas também por perdas qualitativas. Embora os
danos quantitativos sejam os que comumente mais atraem a atencao dos agricultores,
existem ainda outros tipos de perdas, nem sempre devidamente compreendidas. Assim
tanto o numero quanto o tamanho dos frutos e tubérculos podem ser reduzidos pela
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acao do nematdide (LORDELLO, 1988).

Além dos danos diretos que causam as plantas, reduzindo-lhes o crescimento e
podendo torna—las totalmente improdutivas, tais organismos muitas vezes interagem
com outros patégenos de solo (fungos e bactérias), facilitando-lhes a entrada nos
sistemas radiculares parasitados.

Os fitonematoéides ndo podem ser erradicados, pois possuem mecanismos como
a criptobiose, que permitem que os ovos permanecam viaveis por longos periodos no
solo. Assim, varias medidas de controle devem ser utilizadas de modo integrado,
visando manter as populagbes em nivel minimo. Além da rotacdo de culturas, a
utilizagdo de cultivares resistente ou tolerante € uma ferramenta muito importante no
controle (FERRAZ, 2001)

A identificacdo, na cultura da soja, de genes expressos durante a relacéo
parasitaria de nematbides e a selecdo de genes de resisténcia ao M. javanica sao
desejaveis para o aprimoramento e obtencao das variedades resistentes (WENDLAND,
2004), e o uso de variedades resistentes é o método de controle mais eficiente, pratico
e economicamente viavel.

WENDLAND et al. (2004) observou através da técnica de microarranjos de DNA,
que alguns genes sao diferencialmente expressos, em materiais inoculados e néao
inoculados com M. javanica em plantas de soja.

O objetivo do presente trabalho foi verificar o nivel de expressdo de alguns
genes envolvidos na resisténcia ao nematoide, onde a expressao foi observada pela
andlise de microarranjos de DNA, somente em plantas resistentes inoculadas, utilizando

a técnica de PCR em tempo real.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.Biologia da soja

A soja pertence a classe Magnoliopsida, ordem Fabales, familia Fabaceae,
género Glycine (WIKIPEDIA, 2007).

A soja € uma planta anual com caule ereto, com grande diversidade quanto ao
ciclo de vida, variando de 70 dias para as mais precoces até 200 dias para as mais
tardias. O ciclo da planta pode ser dividido em duas fases: vegetativa e reprodutiva. A
fase vegetativa (VE, VC, V1, V2, V3, Vn) é o periodo da emergéncia da plantula até a
abertura das primeiras flores, e a fase reprodutiva (R1, R2, R3, R4, R5, R6, R7, R8)
compreende o periodo do inicio da floracao até a maturacdo (COSTA, 1996).

A temperatura étima para a germinacdo € em torno de 30° C, podendo variar
segundo a cultivar. A emergéncia é caracterizada pelo aparecimento dos cotilédones
acima da superficie do solo, tendo inicio 5 a 7 dias apds a semeadura. Para satisfazer
as exigéncias de temperatura do solo para uma emergéncia uniforme, a temperatura
deve estar em torno de 182 C (COSTA, 1996).

A soja como a maioria das plantas, para florescer, é influenciada pela
temperatura e pela duracado do periodo luminoso, o fotoperiodo. A soja é considerada
uma planta de dia curto, precisa de uma duracao da noite maior que o dia para iniciar o
processo de floracdo e frutificacdo no momento certo, isto é, apds ter atingido o
crescimento vegetativo adequado. A grande producdo de soja no Brasil hoje, se deve
ao desenvolvimento de novas cultivares com fotoperiodo mais longos ficando aptas a

diversas regides.



20

2.1.1. A importancia da soja

Na antiguidade, os chineses usavam a soja como alimento, bem como se
utilizavam de muitos remédios dela derivados. Nas primeiras épocas de sua introdugéao
nos Estados Unidos era utilizada como feno para o gado (COSTA, 1996).

O primeiro registro de soja no Brasil é de 1982, quando um agricultor da Bahia a
plantou com sementes de origem francesa. A notavel expansao no cultivo da soja no
Brasil teve lugar, no entanto, nos anos 70, passando a figurar entre os principais
produtos capazes de gerar divisas ao pais em termos de exportacdo e tornando-se, a
partir de entao, fator decisivo ao equilibrio da balanca comercial (SILVA, 2001).

A estimativa para a safra 2006/2007 da cultura da soja, ainda aponta o Brasil
como o segundo maior produtor mundial do grdo, com uma producdo estimada em
54,87 milhdes de toneladas e uma produtividade em torno de 655Kg/ha, 10,5% superior
a 2005-2006 (CONAB, 2007).

2.2.Breve historico dos nematdides de galhas

Os nematoides sdo vermes que atacam as plantas causando doencas e severos
danos em diversos 6rgaos, além de elevados prejuizos aos produtores (CAMPOS,
1999).

Apesar de os nematéides constituirem-se em causadores de doengas das mais
antigas em culturas de exploracdo econémica, muitos deles, altamente patogénicos em

culturas, ainda permanecem desconhecidos por muitos agricultores.

Um dos primeiros registros datam de 1855, quando Berkeley, trabalhando na
Inglaterra, descobriu que as galhas existentes em raizes de plantas de pepino eram
causadas por um nematoide (LORDELLO, 1988).
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Em 1872, Greeff encontrou um nematdide causando galha em raizes de
gramineas e o denominou Anguilulla radicicola. Soube-se mais tarde, que se tratava de
uma espécie do género Ditylenchus hoje conhecida como Ditylenchus radicicolus
(LORDELLO, 1988).

Mueller, em 1884, estudou um nematédide encontrado causando galha nas raizes
de Dodartia orientalis e julgou estar diante do mesmo parasito descrito por Greeff,
porém, transferiu-o para o género Heterodera. Surgiu assim o binébmio Heterodera
radicicola, que permaneceu até 1932 para designar os nematdides das galhas. Antes
disso, em 1879, Cornu havia chamado de Anguilulla marioni o nematodide por ele

encontrado causando galha em raizes de diversas plantas (LORDELLO, 1988).

No Brasil em 1887, Goeldi, publicou o seu relatério nos Arquivos do Museu
Nacional do Rio de Janeiro (GOELDI, 1987) dizendo tratar-se de nematdides o grupo
de parasitos radiculares do cafeeiro e o descreveu como Meloidogyne exigua, além de
indicar diversas medidas de controle. O nome erigido por Goeldi foi colocado na
sinonimia de H. radicicola. Esse nematdide é até hoje um importante patégeno da
cafeicultura brasileira (LORDELLO, 1988; CAMPOS, 1997; CAMPOS et al. 1990).

Em 1932, T. Goodey apontou o erro cometido por Mueller e, com base nas
Regras Internacionais de Nomenclatura Zooldgica, demonstrou que deveria prevalecer
o0 nome proposto por Cornu em 1879, porém ligado ao género Heterodera. Dessa
forma, passaram os nematoéides das galhas a serem denominados Heterodera marioni
(LORDELLO, 1988).

O género Meloidogyne passou quase despercebido por muito tempo, sendo
revalidado e amplamente aceito apenas a partir de 1949, ap6s a publicagdo do artigo
classico de B. G. Chitwood intitulado “Root-knot nematodes: Part I. A revision of the
genus Meloidogyne” (LORDELLO, 1988).

A palavra Meloidogyne vem do grego melon, que significa melao ou o fruto do
cabaceiro, cabaco, mais o sufixo oeides, oid (semelhante) mais gyne (mulher ou

fémea), resulta em fémea semelhante a uma cabaca. Meloidogyne pertence a Classe
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Secernentea, Ordem Tylenchida, Super-familia Tylenchoidea e familia Meloidogynidae
(TIHOHOD, 1993).

2.3. Meloidogyne javanica: nematdide de galha

As pesquisas sobre Meloidoginoses da soja no Brasil iniciaram-se no principio da
década de 50, com as primeiras observacdes de campo a respeito do nematicida
Dowfume W-10 no controle dos principais nematéides ocorrentes na cultura. Entretanto,
a infeccao por nematbdide de galha em soja, provavelmente passou despercebida,
desde o inicio do cultivo dessa oleaginosa, no Brasil (FERRAZ, 2001).

Originalmente restrito as zonas temperadas, o cultivo da soja expandiu-se de
modo gradual, também para muitas regides subtropicais e tropicais, em especial do
Brasil, extremo oriente e, mais recentemente, Africa (SIKORA et al. 1990). Com isso, a
cultura passou a ser alvo comum nao apenas de M. incognita, mas igualmente de
outras duas espécies de nematdides de galha que se encontram muito disseminados
nas regides tropicais, M. arenaria e especialmente M. javanica.

No Brasil, as espécies M. javanica e M. incognita de nematéides formadores de
galhas, destacam-se pelos danos que causam a soja. Elas tém sido constatadas com
maior freqiiéncia no norte do Rio Grande do Sul, sudoeste e norte do Parana, sul e
norte de Sao Paulo, e sul do tridngulo mineiro. Na regido central do Brasil, o problema é
crescente, com severos danos em lavouras do Mato Grosso do Sul e Goias (EMBRAPA
2005Db).

Nematoides fitopatogénicos sao parasitos obrigatoérios que provocam danos
econbmicos de bilhdes de ddlares a agricultura internacional, por exemplo, as perdas
anuais causadas por Meloidogyne sp, & cultura da soja, é da ordem de U$ 2,7 bilhdes
(TIHOHOD, 2000).
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2.4.Ciclo de vida

Seu ciclo de vida completa-se em torno de 22 a 30 dias, sendo diretamente
influenciado pela temperatura do solo. Para as espécies M. javanica, M. incognita e M.
arenaria, as temperaturas 6timas estdo entre 25 e 302 C. Acima de 40° C ou abaixo de
5¢ C, porém, qualquer espécie reduz as suas atividades vitais, podendo cessa-las por
completo (FERRAZ, 2001).

O ciclo de vida inicia-se com um ovo, normalmente no estadio unicelular,
depositado pela fémea que se encontra no interior da raiz. Nesse estagio as fémeas
sdo brancacentas, brilhantes e globosas, apresentando corpo obeso, aberrante, que
lembra um saco arredondado (TIHOHOD, 2000). As fémeas produzem sob condicoes
favoraveis, em média, 400 a 500 ovos, ao longo de um periodo variavel de quatro a seis
semanas. Os ovos ficam aglomerados em massa junto ao corpo das fémeas. Além da
protecdo relativa que oferece frente a inimigos naturais, tal material atua como
sinalizador de eventuais condicbes externas desfavoraveis. Assim, quando ocorre
condicdo de seca mais prolongada e déficit hidrico no solo, a geléia fica fortemente
desidratada, observando-se interrupcao ou suspensdo temporaria do desenvolvimento
embrionario no interior dos ovos (FERRAZ, 2001).

O desenvolvimento do ovo inicia-se dentro de poucas horas depois da
deposicao, resultando em 2, 4,8 e mais células, até a total formagéao da larva no seu
interior (TIOHOD, 2000).

A primeira ecdise ocorre no interior do ovo, transformando-se em juvenis de
segundo estagio (J2), que eclodem e passam a migrar no solo a procura de raizes de
plantas que possam hospeda-los.

Depois de passar por mais estagios juvenis (J3 e J4), nos quais nao se
alimentam, atingem a fase adulta. Nas espécies mais importantes, do ponto de vista de
dano a agricultura, como M. arenaria, M. incognita e M. javanica, a reproducéo da-se

por partenogénese mitética obrigatéria (FERRAZ et al. 1995).
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Tal condicao implica em importantes aspectos como: a) ndo ha necessidade do
concurso do macho para a formacao dos ovos, representando vantagem apreciavel
tanto pela economia de energia que seria gasta na busca do parceiro sexual como pela
auséncia do mesmo; b) as populacdes sao constituidas normalmente apenas por
fémeas, por sucessivas geracbes, aparecendo machos normais ou sexualmente
revertidos apenas eventualmente, no geral sob condicbes de estresse nutricional
(LEROI et al. 1998).

2.5.Sintomas e danos provocados pelos nematoéides

Os juvenis de segundo estagio penetram na ponta da raiz e pela injecao de
substancias, modificam algumas células localizadas proximas a regiao dos vasos dando
origem as chamadas células gigantes ou nutridoras, que aumentam de tamanho e
passam a fornecer alimento ao patdégeno que se torna sedentario. Outras células
menores, formadas préximas as células gigantes, sdo produzidas para assimilacédo e
transferéncia do alimento (FERRAZ et al. 1995). Desse processo resulta que as raizes
tornam-se engrossadas na regido em que o parasitismo ocorre. Essas raizes
diferenciadas sao passiveis de facil visualizacdo a olho nu e constituem as chamadas
galhas que apresentam tamanho, forma e localizacao preferencial no sistema radicular,
variaveis em funcao da espécie de Meloidogyne considerada, da planta hospedeira
envolvida e do nivel de infecgdo observado (FERRAZ, 2001).

Em soja, as plantas infectadas por M. arenaria, M. incognita ou M. javanica
caracterizam-se pela presenca de grande numero de galhas nas raizes, tanto nas
secundarias, como na raiz principal. Deve-se destacar que o ataque da raiz principal
ndao é comum nas Meloidoginoses, porem é bastante freqlente no caso da soja e, em
razdo disso, nas infecgdes mais severas, o sistema radicular pode ficar muito atrofiado,
reduzido apenas a um aglomerado ou massa de galhas coalescentes nela incitadas. As
galhas formadas nas raizes de plantas de soja pelas trés espécies referidas podem
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atingir grandes dimensdes e no interior delas € possivel encontrar-se tanto juvenis em
desenvolvimento como fémeas com massas de ovos em numeros muito elevados.

As células gigantes e as galhas sao respostas distintas a um mesmo evento,
qual seja a injecao de secregdes produzidas pelas glandulas esofagianas do nematoide
em células das raizes da planta hospedeira. As células gigantes sao essenciais ao
desenvolvimento e a reprodugdo do parasito, porém as galhas ndo. As galhas, na
verdade, constituem apenas bons indicadores da extensao das reacdes hiperplastica e
hipertrofica dos tecidos afetados pelas secrecdes, podendo ser formadas bem antes
que as células gigantes e mesmo na auséncia destas (FERRAZ, 2001).

Prejuizos ocasionados por Meloidogyne spp. na cultura da soja tem sido relatado
nas principais regidées do mundo onde essa espécie é cultivada. Contudo, € dificil de
quantificar as perdas causadas, pois a queda no rendimento das lavouras pode variar
desde valores poucos significativos até perdas totais, quando as infestacées atingem
niveis mais elevados.

Nas areas onde ha presenca dos nematéides de galha, observam-se manchas
em reboleiras nas lavouras, onde as plantas de soja ficam pequenas e amareladas. As
folnas das plantas afetadas normalmente apresentam manchas cloréticas ou necrose
entre as nervuras, caracterizando a folha “carij¢”. As vezes pode ndo ocorrer reducéo
no tamanho das plantas, mas por ocasido do florescimento, nota-se intenso
abortamento de vagens e amadurecimento prematuro das plantas atacadas. Nas raizes
das plantas atacadas observam-se galhas em numeros e tamanhos variados,
dependendo da suscetibilidade, da cultivar de soja e da densidade populacional do
nematoide (EMBRAPA, 2005b).

Normalmente, o nematdide de galha é mais freqliente em solos arenosos e
leves. Os sintomas e danos sdo mais severos com déficit hidrico, porém anos muitos
chuvosos favorecem sua disseminagdo (COSTAMILAN, 2000).

No campo, a infeccdo de plantas por Meloidogyne spp., sozinha é muito
improvavel, ja que as bactérias, fungos e virus estdo sempre presentes e claros,

interagem, com os nematéides (TIHOHOD, 2000).
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2.6.Medidas de controle

O sucesso no controle do nematdide de galha, depende com freqiiéncia, da
prévia e correta identificacdo da espécie presente na area. Resumidamente a
identificagdo se baseia nos caracteres morfologicos e morfométricos, principalmente.
Entretanto, uma identificacdo mais apurada, atualmente, ndo pode prescindir da
utilizacdo de dados citolégicos, bioquimicos e fisioldgicos (TIHOHOD, 2000).

Os métodos de controle de nematdides mais faceis e disponiveis séo:

Métodos culturais (Alqueive, Rotagdo de cultura, Incorporagcdo de matéria
organica e Epoca de plantio, Culturas antagdnicas), Métodos genéticos, Métodos
quimicos.

As recomendacgdes de manejo com rotacdo de culturas ndo podem ser feitas
antes que a identidade do nematéide predominante em nivel de espécie e raga seja
conhecida, sob pena de aumento do nivel populacional pela escolha das culturas
erradas.

O controle dos nematdéides de galha na sojicultura brasileira tem sido
preocupacao constante ndo apenas dos pesquisadores, mas de técnicos

fitossanitaristas e mesmo de produtores mais avangados.

O uso de cultivares resistente pode ter efeitos em cultivos subseqiientes de
outras espécies vegetais suscetiveis, que sao beneficiadas pela reducao populacional
do nematdide na area (SILVA, 2001). Essas cultivares possibilitam adequado controle
desses nematdides, tanto em sistemas agricolas de baixo como de alto uso de
tecnologia (ROBERTS, 1990).

De acordo com BOERMA & HUSSEY, (1992), algumas vantagens especificas
podem ser proporcionadas pelo uso desses cultivares resistentes como: a) suprimir a
reproducdo da espécie de nematdide em questdo; b) reduzir a duracédo do periodo de
rotacdo com culturas nao hospedeiras para abaixar o nivel populacional do nematéide;
c) reduzir o risco de contaminacdo do ambiente; d) ndo requerer equipamentos
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especiais para a utilizacado; e) possibilitar, no geral, a aquisicdo das sementes a um

custo similar ao das cultivares suscetiveis.

Para varias espécies de plantas cultivadas, como a soja, cultivares resistentes a
Meloidogyne spp. de importancia no Brasil estdo disponiveis. Entretanto, alguns fatores
que afetam a expressdo fenotipica da resisténcia devem ser considerados,
especialmente em regides tropicais, como a sensibilidade ao calor, a presenca de
comunidades poliespecificas de nematéides e variabilidade ao nivel de raca ou de
patétipo.

2.7.Terminologia

A maioria das plantas sdo imunes aos nematoides. A imunidade € definida como
condigdo da planta que leva a incapacidade de o nematdide desenvolver-se e
reproduzir no interior de seus tecidos, freqientemente por mecanismo de bloqueio que
se manifesta ja no inicio da penetragao, inibindo-a (ROBERTS, 1990).

A resisténcia e a suscetibilidade de plantas referem-se a habilidade evidenciada
na supressdao do desenvolvimento e da reproducdo de determinadas espécies de
nematéides. Plantas altamente resistentes possibilitam taxas de reproducdo muito
restritas dos parasitos, ao passo que as suscetiveis permitem abundante reproducao
(SILVA, 2001).

Outra definicdo importante é a de tolerancia. Plantas tolerantes a certas espécies
de nematodides sofrem pouca ou nenhuma injuria, mesmo sob alta infec¢do. Plantas
intolerantes, por sua vez, sofrem danos severos. Os atributos de resisténcia e tolerancia
sao independentes e podem ser herdados de maneira separada e diferenciada. Assim,
plantas resistentes podem ser intolerantes, sofrendo injarias, mesmo sob baixa infec¢ao
(SILVA, 2001)

A resisténcia também pode ser caracterizada pelo numero de genes que
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controlam a caracteristica, podendo ser monogénica (um unico gene — Meloidogyne
incognita, em tomate), oligogénica (dois a trés genes - Heterodera glycines, em soja) ou
poligénica (varios genes). O modo como a resisténcia a nematdide é herdada é
importante na definicdo da estratégia a ser adotada para incorpora-la em cultivares
comerciais de soja. Na maioria dos casos, a resisténcia de plantas a nematodides
apresentou controle monogénico e oligogénico (BOERMA & HUSSEY, 1992). Os genes
de resisténcia também podem ser classificados com base em seus efeitos na expressao
da caracteristica, sendo que os genes maiores apresentam grande efeito e 0os genes
menores, pequenos efeito (SILVA, 2001).

De acordo com VAN DER PLANK (1963), a resisténcia pode ser vertical (raca-
especifica, qualitativa), diferenciando variantes interespecificas do patégeno, ou
horizontal (raga nado-especifica, quantitativa), efetiva contra todos os variantes do
patdgeno. A resisténcia vertical é usualmente conferida por um ou poucos genes
maiores, enquanto a resisténcia horizontal é conferida por varios genes menores
(poligénica), com pequenos efeitos aditivos e com heranga quantitativa.

A avaliacao da resisténcia é freqlientemente realizada com base na capacidade
ou taxa de reproducédo (fator de reproducdo) dos nematdides nas plantas testadas,
apesar de ser este um método indireto de avaliagdo da doenga.

A reproducdo é medida procedendo a contagem dos nematoides (ovos, juvenis
e/ou adultos, conforme o género envolvido) extraidos do sistema radicular e/ou da
rizosfera. A selecao de plantas de soja através do fator de reproducgao, buscando-se
plantas resistentes, também permite a selecdo de plantas intolerantes. Nesses
gendtipos, o ataque dos nematdides impede o desenvolvimento do sistema radicular,
tornando-o pequeno e suportando uma populacado pequena na raiz. Assim, é impossivel
separar a resisténcia da intolerancia, pois em ambos os casos ha pequena taxa de
reproducao (SILVA, 2001).

Alguns sintomas também podem ser utilizados para avaliar a resisténcia das
plantas, como é o caso da contagem das galhas radiculares incitadas por Meloidogyne
spp. Nesse caso é fundamental que haja correlagdo entre a auséncia dos sintomas e a
resisténcia da planta (SILVA, 2001).



29

Metodologias para a avaliacdo da resisténcia de plantas frente a importantes
espécies de nematdides estao disponiveis (STARR, 1990) e podem ser praticadas tanto
em casa-de-vegetacdo como no campo, com distintas limitagdes. Selecdes realizadas
no campo permitem a avaliagdo de um grande numero de genétipos, mas também
requerem um grande numero de controles (cultivares de reacédo conhecida) em diversos
pontos da area, pois a distribuicdo dos nematdides é aleatéria formando agregados
(SILVA, 2001).

2.8.Mecanismo de resisténcia de plantas a nematdides.

Os mecanismos de resisténcia de plantas a nematoéides sédo varios, complexos e,
em alguns casos, poucos conhecidos (HUANG, 1985).

A resisténcia pode decorrer de fatores que estdo presentes antes que o
nematéide penetre a raiz da planta (HUANG, 1985). Nesta categoria, incluem-se os
efeitos repelentes e/ ou nematicida de determinadas substancias quimicas presentes no
exsudato radicular de algumas plantas. O exemplo mais conhecido é a substancia a-
Tertienil, produzida pelos cravos de defuntos (Tagetes spp.).

A expressao da incompatibilidade ou resisténcia depois da penetracao (infec¢ao)
€ basicamente a mesma observada para outros patégenos. KAPLAN & DAVIS, (1987)
dividiram a resposta da resisténcia em duas fases: determinativa e expressiva. A
primeira envolve a deteccao do nematéide por células da planta, numa reacéao do tipo
elicitor-receptor. O elicitor provavelmente é produzido na glandula esofagiana do
nematdide e ¢é injetado no tecido do hospedeiro através do estilete. Esse
reconhecimento gera, direta ou indiretamente, um sinal responsavel pela reacdo de
hipersensibilidade, envolvendo ativacao de genes, sintese de mRNA e transcricdo de
DNA. A proxima fase expressiva inclui uma sucessao de eventos de regulagédo génica e
modificagcdes bioquimicas que sao iniciadas com o processo de sinalizacao, prevenindo

o desenvolvimento do nematoéide. Nessa fase, ndo ha desenvolvimento normal dos
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sitios de alimentacdo, que se degeneram. Dessa forma, em raizes de plantas
resistentes, poucos nematéides desenvolvem-se até adultos, ha formagdo de numero
maior de machos e quando eventuais fémeas reproduzem, o fazem com taxas mais
baixas de fecundidade (SILVA, 2001).

Apés a penetracdo, os nematdides ainda podem ser afetados por compostos
toxicos ja presentes nos tecidos das plantas (resisténcia bioquimica pré-formada).
Correlagao positiva entre os teores de compostos fendlicos e a resisténcia de tomate a
M. incognita ja foi observado em maior concentragdo em cultivares resistentes de
tomate (HUANG, 1985).

Algumas espécies de plantas, especialmente leguminosas, podem rapidamente
sintetizar compostos antimicrobianos de baixo peso molecular, chamados fitoalexinas,
em resposta a penetragdo de nematéide (HUANG, 1985).

Fitoalexinas sdo, em sua maioria, compostos lipofilicos, cujas propriedades
quimicas permitem cruzar a membrana plasmatica e atuar dentro da célula. Nao apenas
a lipofilicidade, mas outras caracteristicas como maior nimero de hidroxilas, o carater
acido da molécula e a presenga de substituintes, como grupos fendlicos, conferem
maior toxicidade as fitoalexinas. Sua acdo ocorre em concentracdes de 10° a 10* M
(SMITH, 1996).

Nos processos normais de infeccdo da planta, o estimulo para a sintese de
fitoalexinas provém do invasor e normalmente é representado por moléculas liberadas
ou secretadas por ele. Essas moléculas podem ser carboidratos, lipideos ou proteinas e
séo conhecidas como eliciadores (HAHN, 1996).

Em soja, observaram-se maior produgédo e acumulo da fitoalexinas gliceolina na
cultivar Centennial, resistente a M. incognita, quando inoculada com esse parasito. Ja
na cultivar Pickett 71, suscetivel, houve menor acumulo. Entretanto, quando Centennial
foi inoculada com M. javanica, ao qual € suscetivel ndo houve acumulo expressivo de
gliceolina (KAPLAN et al., 1980a e 1980 b). M. incognita parece ser bem mais sensivel
a acao dessa fitoalexina do que M. javanica, que suportou elevadas concentracoes em
experimento in vitro (HUANG, 1985).

Reacbes bioguimicas também seguem o mesmo padrao observado para outros
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tipos de doencas, como o aumento da atividade de determinadas enzimas, como
catalases, peroxidase e polifenoloxidase (ROBERTS et al. 1998)

2.9. Genoma funcional: Conceito e Técnicas

Nos ultimos anos ocorreram muitos avangos na tentativa de clonar, seqiienciar e
mapear o genoma de varios organismos. No entanto pouco se sabe ainda a respeito da
funcéo bioldgica, expresséao e regulacao destes genes sequenciados (PANDA, 2003).

As ferramentas de gendémica funcional permitem diversas formas de abordagem
que promovem respostas para algumas questdes basicas que incluem, quando o gene
€ expresso, onde o produto estd localizado, quais as interagdes que o gene faz e que
fenétipo resulta quando ele € mutado. A gendmica funcional aspira responder
sistematicamente questdes para todos os genes no genoma, ao contrario das
abordagens convencionais que estudam um gene por vez (STENINMETZ, 2004).

Varios métodos sado capazes de detectar e quantificar os niveis de expressao
dos genes, incluindo Northern blots (ALWINE et al. 1977), S nuclease protection (BERK
& SHARP, 1977), differential display (LIANG & PARDEE, 1995), sequencing of cDNA
libraries (ADAMS, 1991) e serial analysis of gene expression (SAGE) (VELCULESCU,
et al. 1995) microarranjo de DNA (SCHENA et al. 1995) e PCR em tempo real (BUSTIN,
2000).

Estes recursos auxiliam no estabelecimento da correlacdo dos genomas a sua
funcdo biolégica pelo estudo das moléculas, transcritos ou proteinas, que estes

genomas estao expressando.
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2.10. Microarranjos de cDNA

Inicialmente descritos em 1995 por SCHENA et al. microarranjos de DNA de alta
densidade tém sido de grande impacto no estudo da expressao diferencial de genes.
Este método € conhecido como microarranjo ou microchip de DNA, no qual é possivel
posicionar aproximadamente 250.000 oligonucleotideos ou 1.000 cDNAs por
centimetros quadrado de superficie solida (VODINH, 2001).

Microarranjos de DNA sdo comumente utilizados para monitorar a expressao de
genes arranjados em populacdes de mRNA, para detectar seqiéncias polimérficas de
DNA ou mutagdes no DNA genémico. O formato dos arranjos de DNA tem a vantagem
sobre outros métodos de hibridizagdo (Southern ou Northern blot) que utilizam
membranas flexiveis, pois reduzem a difusdo da area necessaria para o complexo de
hibridizacao da sonda encontrar DNAs arranjados complementariamente.

Simplificadamente, um dos objetivos de um experimento de microarranjo é
identificar os transcritos que sédo alterados entre amostras de RNA de diferentes tipos
celulares, ou mesmo de um unico tipo celular ou tecido em diferentes situacdes, e
determinar a magnitude das diferengas observadas (YUEN et al. 2002).

A vantagem do microarranjo é que a técnica é empregada em varias aplicacoes
como monitoramento da expressao @énica, deteccdo de mutacdes, analises
polimérficas, mapeamento e estudos relacionados a evolucao e deteccao de OGM
(SCHENA & DAVIS, 1999; CONCEICAO et al. 2008).

A tecnologia de microarranjos de DNA pode acelerar o entendimento da
interacdo patégeno-hospedeiro, pois uma grande fracdo do genoma pode ser analisada
simultaneamente e o agrupamento dos dados pode identificar grupos de genes que
implicam na ativacdo ou repressao de diversas vias reguladoras. Também permite a
analise da sequéncia temporal da inducao e repressao da transcricdo, um pré-requisito
para a determinacao da ordem dos eventos que seguem a interacéao entre o patégeno e
a célula hospedeira. Seguindo o padrdao da expressdo génica do hospedeiro em
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diferentes momentos, é possivel elucidar quais genes hospedeiros sdo estimulados ou
reprimidos durante o curso da infeccdo (KATOMAEDA et al. 2001).

2.11, PCR em tempo real

O avanco da ciéncia sobre a compreensdao dos genes trouxe para a rotina do
laboratério de genética, ferramentas que permitem o diagnéstico em nivel molecular.
Uma aplicacao especialmente util para a PCR € a clonagem de determinado fragmento
de DNA, que pode ser um gene e o conhecimento do DNA codificante obtido a partir da
molécula de RNA, o que permite o estudo da expressao de genes. O RT-PCR é o mais
sensivel e mais flexivel dos métodos de quantificacdo (WANG & BROWN, 1999). E um
método para deteccdo do mRNA de baixo-abundéancia, obtido freqientemente das
amostras limitadas do tecido. Entretanto, € uma técnica complexa, ha uns problemas
substanciais associados com sua sensibilidade, reprodutibilidade e especificidade e,
como um método quantitativo, esta sujeito a problemas inerentes em PCR (BUSTIN,
2000).

O desenvolvimento de quimicas modernas e plataformas de instrumentacdo que
habilitam descoberta de produtos de PCR em tempo real conduziu a adocao difundida
do PCR em tempo real como o método de escolha para quantificar a mudanca na
expressdo dos genes durante os ultimos anos. Além disso, o PCR em tempo real se
tornou o método preferido por validar resultados obtidos de anélises de microarranjos
de DNA e outras técnicas que avaliam expressao de gene em larga escala (AMBION,
2006).

HIGUCHI e colaboradores (1992) foram os primeiros pesquisadores que
tentaram detectar em tempo real, produtos amplificados via PCR sem a necessidade de
se abrir os tubos da reacdo. Estes pesquisadores criaram um sistema no qual brometo
de etidio era adicionado aos tubos de reagdo. Este sistema também incluia um

termociclador que irradiava as amostras com luz ultravioleta e a deteccdo da
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fluorescéncia era feita em uma camera acoplada a um computador. A cinética do
acumulo de fluorescéncia durante a termociclagem era diretamente relacionada com o
numero inicial de cépias de DNA. Assim, quanto menor o numero de ciclos necessarios
para produzir uma fluorescéncia detectavel, maior o nimero de seqléncias alvos. Deste
modo, como a fluorescéncia do brometo aumentava conforme ele se ligava a moléculas
de DNA fita dupla, um aumento na fluorescéncia durante os ciclos indicava uma
amplificagé@o positiva, e este sinal fluorescente era facilmente monitorado externamente.
Plotando-se o aumento da fluorescéncia versus o nudmero de ciclos, este sistema
produzia um panorama completo do processo de PCR, da quantidade de produto
acumulado em um determinado ciclo.

A possibilidade de monitorar a PCR em tempo real revolucionou o processo de
quantificacdo de fragmentos de DNA e RNA. A PCR em tempo real realiza a
quantificacdo destes &cidos nucléicos de maneira precisa € com maior
reprodutibilidade, porque determina valores durante a fase exponencial da reagédo. O
ponto que detecta o ciclo na qual a reacdo atinge o limiar da fase exponencial é
denominado de Cycle Thresbold. Este ponto permite a quantificacdo exata e
reprodutivel baseado na fluorescéncia (NOVAIS & PIRES-ALVES, 2004).

A emissdo dos compostos fluorescentes gera um sinal que aumenta na
proporcdo direta da quantidade de produto da PCR. Sendo assim os valores da
fluorescéncia sao gravados durante cada ciclo e representam a quantidade de produto
amplificado.

Em todas as reagdes de PCR em tempo real um controle endbgeno é utilizado.
Este controle € uma referencia ativa, ou seja, a quantificacdo de um mRNA alvo pode
ser normalizada por diferencas na quantidade de RNA total adicionada a cada reacéo.
Os genes utilizados como controle sdo normalmente genes constitutivos com expressao
em todos os tecidos, fases de desenvolvimento e situagbes do estudo em questédo
(VANDESOMPELE et al. 2002).

Os controles endogenos mais freqlentemente usados sdao Albumina
(GOLDSWORTHY et al. 1993), gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase (GAPDH) (TANG
et al. 1996) e RNAr18S.
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A PCR em tempo real requer uma plataforma de instrumentacado que contém um
termociclador com sistema éptico para excitacao da fluorescéncia e na colecao da
emissao e um computador com um programa para aquisicao de dados e analise final da
reacao. Estas maquinas, disponiveis de diversos fabricantes, diferem na capacidade da
amostra, no método da excitacdo e na sensibilidade total. Ha também diferencas nos
programas para o processamento dos dados.

Os fluoréforos sdo moléculas que absorvem e emitem luz em um comprimento
de onda especifico. Os sistemas de deteccao da PCR em Tempo Real utilizam estas

moléculas que proporcionam o acompanhamento da rea¢do ao longo dos ciclos.

o SYBR®Green

O SYBR®Green se liga entre a fita dupla de DNA e com a excitacdo da luz
emitida pelo sistema Optico do termociclador emite uma fluorescéncia verde. As
vantagens da utilizacdo do SYBR®Green s&o: baixo custo, facilidade no uso e
sensibilidade. A desvantagem é a ligacao em todo DNA fita dupla que surge durante a
reacao, incluindo os dimeros dos iniciadores e outros produtos inespecificos, podendo
superestimar a concentracao do fragmento alvo. O SYBR®Green nao ligado ao DNA
exibe uma fluorescéncia muito pequena. Entretanto, a fluorescéncia é realcada quando
ligado na fita dupla do DNA (NOVAIS & PIRES-ALVES, 2004).

No comeco da amplificacdo, a mistura da reacao contém o DNA desnaturado, os
iniciadores e 0 SYBR®Green. As moléculas nao-ligadas do SYBR®Green apresentam
fluorescéncia fraca produzindo um sinal minimo sendo este subtraido durante a analise
de computador. Apdés o reconhecimento dos iniciadores, algumas moléculas do
SYBR®Green podem ligar-se na fita dupla previamente formada. Durante a
polimerizacdo catalisada pela enzima Tag DNA polimerase, as moléculas do

SYBR®Green vao se ligando ao DNA recentemente sintetizado. Assim, a reagéo €
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monitorada continuamente e um aumento da fluorescéncia é observado em tempo real
no ciclo seguinte na etapa de desnaturacdo do DNA, as moléculas do SYBR®Green
sao liberadas e ha queda no sinal da fluorescéncia. A deteccéo da fluorescéncia no fim
da etapa da extensdo de cada ciclo da PCR permite monitorar a quantidade crescente
de DNA amplificado (VITZTHUM et al.1999).

e TagMan®

TagMan® é uma sonda (fragmento de DNA marcado usado para hibridizar outra
molécula de DNA) utilizada para detectar seqiéncias especificas nos fragmentos de
DNA amplificados na PCR. Esta sonda apresenta em uma extremidade um fluoréforo, e
na outra extremidade um quencher (molécula que aceita energia do fluoréforo na forma
de luz e a dissipa na forma de luz ou calor). Os produtos da reacao sao detectados pela
fluorescéncia gerada apds a atividade exonuclease 5> 3'da Tag DNA polimerase,
separando o quencher da molécula fluorescente durante a extensao.

A separacao do fluoréforo do quencher resulta em um aumento da intensidade
da fluorescéncia. Assim, durante o processo de amplificacdo a emissdao de luz é
aumentada de forma exponencial. Esse aumento da fluorescéncia ocorre apenas
quando a sonda hibridiza e quando a amplificacdo da seqiéncia alvo é estabelecida
(HEID et al.1996).

O sistema TagMan® utiliza um processo denominado FRET (transferéncia de
energia ressonante por fluorescéncia). O FRET é uma interagcédo distancia-dependente
entre os estados excitados eletrénicos de duas moléculas dyes (Fluoréforos), na qual
ions excitados sao transferidos de uma molécula doadora (dye repdrter) a uma
molécula receptora (dye quencher) sem a emissdo de um féton. Assim quando as
moléculas dyes estdo prdoximas, ocorre transferéncia de energia e ndo ocorre emissao
de fluorescéncia, que sé acontece quando os fluoréforos estao distantes espacialmente,

inibindo a transferéncia de energia e permitindo a emissao da fluorescéncia (GIULIETTI
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et al. 2001). A reacdo com a TagMan® é considerada um método sensivel para
determinar a presenca ou auséncia de sequéncias especificas (HOLLAND et al.1991).

Esse tipo de quimico apresenta um custo elevado, pois a sintese de sondas
especificas é necessaria. No entanto, este sistema permite sua utilizacdo em reacdes
multiplex, ou seja, reacbes onde mais de um par de primers pode ser usado,
detectando diferentes seqiiéncias alvos.

e Molecular beacons

Molecular beacons séo oligonucleotideos usados como sondas de fitas simples
que formam uma estrutura secundaria entre as extremidades 5’e 3’, chamada de haste-
e-loop. O loop contém uma sequiéncia que é complementar a seqiéncia-alvo e a haste
€ formada pelo anelamento das seqliéncias complementares que estao localizadas nas
extremidades. Um fluoréforo é covalentemente ligado no final de uma extremidade e um
quencher é covalentemente ligado no final a outra extremidade. Os oligonucleotideos
molecular beacons nao emitem fluorescéncia quando estdo livres em solugéao.
Entretanto, quando hibridizam com a fita de DNA contendo a seqiiéncia-alvo, as sondas
assumem uma mudanga conformacional tornando-a capaz de emitir fluorescéncia
(AMBION, 2006).

Na auséncia de alvos os oligonucleotideos ndo emitem fluorescéncia, pois o
quencher esta préximo fluoréforo captando energia. No momento em que o molecular
beacons encontra o seu alvo, ocorre a hibridizacao resultando em uma reorganizacao
conformacional, onde o fluoréforo se dissocia do quencher, emitindo assim
fluorescéncia (NOVAIS & PIRES-ALVES, 2004).

Este sistema também utiliza o FRET, no entanto, uma diferenca importante entre
o sistema TagMan e o método de molecular beacons, é que neste a sonda permanece
intacta durante a amplificacdo do produto de PCR, se ligando novamente a seqliéncia
alvo a cada ciclo.
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Os molecular beacons podem ser sintetizados com diferentes cores de
fluoréforos, possibilitando ensaios que necessitam detectar diferentes alvos em uma
mesma reacao. Sao altamente especificos permitindo discriminar sequiéncia - alvo que
diferem entre si por apenas um nucleotideo substituido. Sdo sondas ideais, no ensaio
diagnéstico para identificacao genética.

e Scorpions

Essas sondas sao primers sequiéncia-especificas que detectam produtos de PCR
utilizando apenas um unico oligonucleotideos. A sonda Scorpions mantém uma
configuracdo de haste-loop quando nao hibridizada. Na extremidade 5° esta ligado o
fluor6foro e na 3’0 dye quencher. Esta extremidade contém uma sequéncia
complementar ao produto da extensdo do primer. Esta sequéncia é ligada a
extremidade 5 do primer especifico por um monémero nao aplicavel, chamado blocker.
Este blockerimpede a extensao do primer pela Taq polimerase. (AMBION, 2006).

Apés a extensdo, durante a amplificacdo, a sonda de seqiiéncia especifica é capaz
de se ligar a sua sequéncia complementar no DNA molde. Este evento de hibridizagdo
abre a estrutura de haste-loop, separando o0s dyes, iniciando a emissdo de
fluorescéncia, e a detecg¢ao dos produtos amplificados.

2.12. Interpretacao dos resultados

Antes do calculo do nivel de expresséo € feita uma curva de dissociagédo (melting
curve) para verificar possiveis erros ou contaminacdées durante a reacdao. Um grafico
plotando o numero de ciclos pela temperatura de dissociacdo € entdo gerado. Esta

dissociacdo do fragmento de interesse deve ocorrer em uma temperatura de
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aproximadamente 80°C, caso ocorra em temperaturas inferiores deve-se considerar a
existéncia de dimeros de primers, uma possivel contaminacdo, ou ainda uma baixa
proporcdo de GC. A interpretacdo dos resultados é feita através de um programa
(Sequence Detection) acoplado a maquina de PCR em Tempo Real.

Sao empregadas duas estratégias comumente para quantificar os resultados
obtidos por PCR em tempo real; o método de curva padrdo e o método comparativo Ct.

e Método de curva padrao

Neste método, uma curva padréao é construida primeiro de uma concentragéao de
RNA conhecida. Esta curva é entdo usada como um padréao de referéncia por medir a
informacgado quantitativa de concentragbes de RNA desconhecidas. Embora possam ser
usados padroes de RNA, a estabilidade deles pode ser uma fonte de variabilidade nas
analises finais. O uso de absolutamente padrées quantitativos de RNA ajudardao em
gerar dados de numero de cdpia absolutos.

Na curva padrdo, se obtém o valor da inclinacao da reta (chamado de slope) e a
partir deste valor calcula-se a eficiéncia dos primers na reagéo da seguinte forma: E =
[1007sPe)1 . A eficiéncia tanto do gene alvo quanto do controle endégeno devem ser
similares e bem préximo de 100% (APPLIED BIOSYSTEMS, 1997).

e Método comparativo Ct

Este método compara os valores de Ct das amostras de interesse com um
controle ou calibrador; como uma amostra nao tratada ou tecido normal. Ambos valores
de Ct do calibrador e da amostra de interesse sao normalizados com o controle

enddgeno.
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Para o [calculo de delta][delta]® ser valido, as eficiéncias de amplificagdo do
gene alvo e do gene enddégeno devem ser aproximadamente iguais. Isto pode ser
estabelecido olhando como [delta]Ct varia com diluicdo do template.

Para calcular o nivel de expressao génica de um gene de interesse sao
considerados: Ct (aumento exponencial do produto de PCR) do gene alvo e controle
endogeno, ACt = Ct (amostra) — Ct (controle enddgeno) e o AACt = ACt (amostra) - ACt

(calibrador). A partir dai calcula-se o nivel de expressao pela férmula: RQ = 24,

2.13. Genes de interacao Planta-Patogenos

Apesar das aparéncias, as plantas nao aceitam de modo passivo as agressoes
que sofrem de virus, bactérias, insetos, nematdides e demais organismos ou de
agentes nao-biolégicos, como radiacao, temperaturas extremas, poluicdo e outros. Para
sobreviver durante sua evolucdo, elas desenvolveram mecanismos de respostas a
danos e doencas, acionados assim que reconhecem a agressdo. Saber como o0s
vegetais se protegem é essencial para obter, através da bioengenharia, variedades
agricolas mais resistentes, o que pode aumentar a produgdo e a qualidade dos
alimentos (MARGIS-PINHEIRO et al. 1999).

Apesar dos grandes avancgos das pesquisas nos ultimos anos sobre a indugao de
resisténcia em plantas, algumas questdes ainda permanecem sem respostas, como,
por exemplo, como ocorre a translocagdo dos sinais e qual sinal é translocado no
floema; e com certeza os grandes avan¢os na biologia molecular deverdo colaborar
com a solucdo de tais questdes e estimular o uso da inducdo de resisténcia como um
eficiente método de controle de fitopatdgenos.

A identificacdo de genes expressos durante a relacdo parasitaria de nematoides
associados a cultura da soja e a selecdo de genes de resisténcia a M. javanica sao

desejaveis para aprimoramento e obtencdo de variedades resistentes, € 0 uso das



41

mesmas é o método de controle mais eficiente, pratico e economicamente viavel
(WENDLAND, 2004).

WENDLAND (2004) mostrou através da técnica de microarranjos de DNA, que
alguns genes sao diferencialmente expressos, em materiais inoculados e nao
inoculados com M. javanica em plantas de soja, assim, os genes Chalcona sintase
(CHS) (n? de acesso no GenBank CA851897), xiloglucana endotransglicosilase (XET)
(n? de acesso no GenBank Al495154), o gene da proteina de resisténcia a Heterodera
schachtii  (HS1pro-1) (n® de acesso no GenBank AF280812) e a enzima
Sulfotransferase hydroxysteroid preferirng 2 (STH-2) (n® de acesso no GenBank
BF008742) tiveram a expressao induzidas somente em plantas resistentes inoculadas.

Plantas respondem ao ataque de patégenos induzindo a sintese de varios
compostos de defesa. O tempo para a percepcao do patdégeno € o centro de defesa da
planta, e envolve o reconhecimento gerado pelo elicitor ou liberado pelo patégeno que
em troca estimula a sinalizacdo da cascata conduzindo a um aumento da resisténcia
(MONTESANO et al. 2003)

A sinalizacao da defesa é mediada por compostos como etileno (ET), acido
jasmonico (JA) e acido salicilico (SA), que regula a expressao de genes de defesa da
planta e eventualmente conduz a producdo de moléculas de defesa tais como
fenilproprandides (DIXON e PAIVA, 1995), fitoalexinas (SMITH, 1996) e proteinas
relacionadas a patogenicidade (PR). O sucesso de defesa de planta depende da
producao final que resulta da interagao de varios fatores, inclusive de caracteristicas
genéticas e fisiologicas de ambos na interacdo planta-patégeno, como também de
condi¢cées ambientais.

e (Chalcona sintase

Estudos realizados na Alemanha, com cultivares de batata atacados pelo fungo

da requeima, levaram a descoberta de que as plantas resistentes acumulavam
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substancias inibidoras do crescimento do fungo, o que nao ocorria em cultivares de
batata suscetiveis a doenca (MARGIS-PINHEIRO et al. 1999). Estas substancias foram
denominadas fitoalexinas (do grego Phyton = planta e alexin = composto que repele) e
suas descobertas causaram profundas mudancas no conceito de resisténcia a plantas a
patégenos.

Fitoalexinas sdo compostos secundarios, antimicrobianos, de baixa massa
molecular e sintetizados pelas plantas em respostas a estresses fisicos, quimicos ou
biolégicos. Sao capazes de impedir ou reduzir a atividade de agentes patogénicos,
sendo a taxa de acumulo dependente dos genétipos do hospedeiro e/ou patégeno
(CAMPOS et al. 2003).

Fitoalexinas sdo, na sua maioria, compostos lipofilicos, cujas propriedades
quimicas permitem cruzar a membrana plasmatica e atuar dentro da célula. Nao apenas
a lipofilicidade, mas outras caracteristicas como maior numero de hidroxilas, o carater
acido da molécula e a presenca de substituintes, como grupos fendlicos, conferem
maior toxicidade as fitoalexinas. Sua acao ocorre em concentracées de 10-6 a 10-4 M
(SMITH, 1996).

Acredita-se que a maioria das plantas sejam capazes de sintetizar fitoalexinas,
mas algumas a fazem de maneira muito lenta, permitindo que o microorganismo
complete a infeccdo antes que haja o acumulo dessas substancias em quantidades
suficientes para inibi-lo. Para diversas interacdes planta-patégeno foi demonstrado que
a velocidade de acumulo das fitoalexinas é um dos fatores decisivos para o
estabelecimento ou ndo da infeccdo. Nos processos normais de infeccao da planta, o
estimulo para a sintese de fitoalexinas provém do microorganismo invasor e
normalmente é representado por moléculas liberadas ou secretadas por ele. Essas
moléculas podem ser carboidratos, lipideos ou proteinas e sdo conhecidas como
eliciadores (HAHN, 1996).

Nao existem duvidas quanto ao fato da sintese de fitoalexinas integrar o arsenal
de defesas quimicas de que as plantas dispéem contra o ataque de patégenos. Porém,
a relacao direta e exclusiva entre a producao de fitoalexinas e a resisténcia a patdégenos
foi demonstrada apenas para algumas espécies cultivadas. O caso classico é a ervilha
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(Pisum sativum), onde a infec¢do da planta s6 ocorre por linhagens do fungo Nectria
haematococca capazes de destoxificar a pisatina, A fitoalexina produzida por ela (VAN
ETTEN et al. 1995). Transformacdes genéticas no fungo e que levam a perda da
enzima que desmetila a pisatina, tornam as plantas de ervilha resistentes ao ataque
desse microrganismo.

Chalcona sintase (CHS) é a enzima chave na biossintese dos fenilpropandides
(fitoalexinas), sendo ela responsavel pela condensacao de trés moléculas de manonyl-
CoA com cinamoyl-CoA produzindo chalcona, uma molécula de 25 carbonos, utilizada
pelas enzimas subseqlentes na rota dos chamados fenilpropandides (ABE et al. 2001).

Enquanto CHS estd presente em todas gimnospermas e angiospermas, a
distribuicéo e especificidade da enzima variam dramaticamente em diferentes espécies,
dentro de tecidos diferentes, e a tempos diferentes durante o ciclo de vida de uma
planta. Devido a esta diversidade bioquimica, a maioria das plantas mantém copias
multiplas de genes de chs que sao expresso em varios tecidos em diferentes estagios
de desenvolvimento. Alguns destes genes sdo expressos constitutivamente enquanto
outros sao induzidos por estresse ambiental ou ferimento (AUSTIN & NOEL, 2003).

Embora algumas propriedades bioldégicas ou medicinais sdo limitadas a
subdivisdes de classe de flavondides especificas, mais freqliientemente uma atividade
particular ou uma atividade fisiolégica pode ser representada pela variada distribuicao
de produtos naturais de diferentes subclasses de flavondide. Em outras palavras,
espécies diferentes freqlientemente chegam a solugdes fitoquimicas diferentes para o
mesmo ou semelhantes problemas bioldégicos na forma de produto de flavondide
variados que exibem diferentes combina¢des de componentes quimicos (DIXON &
PAIVA, 1995). Este tipo de diversidade biol6gica também acontece dentro de espécies

individuais, e é esperado conferir uma vantagem adaptavel a planta.
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e Sulfotransferase hydroxysteroid preferring 2 (Sth-2)

Sth-2 € membro de uma familia pequena de genes ativados por patégenos na
batata. Foi primeiramente identificado pelo acumulo rapido de fitoalexinas em discos de
tubérculos de batata tratados com acido araquidbnico, um elicitor da sintese de
fitoalexina isolado do fungo Phytophthora infestans (MARINEAU et al. 1987).

A funcgéo do produto do gene Sth-2 é desconhecida e diversas comparag¢des com
outros genes com funcdo conhecida ndo revelaram semelhanca significativa. Genes
homélogos ao Sth-2 tem sido identificado em ervilha (CHIANG e HADWIGER 1990),
salsa (SOMSSICH et al. 1998), e feijao (WALTER et al. 1990). A presenca de genes
homdélogos ativados por infeccdo em outras espécies de plantas indica que o Sth-2 é
um fato importante da resposta de plantas a doencas.

O gene Sth-2 codifica para uma proteina de 17kDa que é acumulada na maioria
dos tecidos depois de estresse como ferimento ou infeccdo (MATTON & BRISSON,
1989). CONSTABEL & BRISSON (1992) mostraram que embora a fung¢do do gene Sth-
2 ndo seja conhecida, a inoculacédo de tecidos de tubérculos com baixa concentracédo
de esporos avirulentos do fungo Phytophthora infestans induziram a rapida acumulacao
da proteina STH-2 em relacdo quando inoculado com niveis altos de esporos virulentos.

Acredita-se que o0 gene Sth-2 esteja envolvido na reacdo de hipersensibilidade
em plantas e faz parte de uma classe distinta de proteinas relacionadas a
patogenicidade (MATTON & BRISSON, 1989).

A reacédo de hipersensibilidade (resisténcia local) é caracterizada pela morte de
células situadas nos locais por onde o agressor entra no vegetal. Com isso, a planta
impede o acesso do patdgeno a células vizinhas, limitando a infecgdo. Embora essa
reacao tenha sido identificada ha quase 100 anos, nao esta claro se sua caracteristica
primaria (morte celular) tem alguma fungao direta na resisténcia ou é conseqiéncia de
mecanismos de sinalizacdo que de fato levariam aos eventos capazes de inibir a acéo
dos patégenos (MARGIS-PINHEIRO et al. 1999).

Embora a reacdo de hipersensibilidade ja tenha sido bastante estudada em
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doencas causadas por fungos, virus e bactérias, ela parece estar também relacionada
intimamente com a resisténcia a nematoéides (HUANG, 1985).

Comuns a todas as plantas e a diferentes patégenos, os aspectos fisiol6gicos da
reacdo de hipersensibilidade incluem o aumento rapido e transitério de agentes
oxidantes, a perda de ions potassio (K+) e ganho de ions hidrogénio (H+) pelas células,
a destruicdo de compartimentos e o0 espessamento das paredes celulares e da cuticula,
alem de sintese de fitoalexinas e proteinas relacionadas a defesa (PR).

A morte dos tecidos durante a reacao de hipersensibilidade tem sido atribuida a
toxicidade de produtos do metabolismo do patégeno, devido aos mecanismos de morte
programada das células ou em funcdo das espécies ativas de oxigénio (BALARDIN,
2006).

¢ Xiloglucana endotransglicosilase (Xet)

A parede da célula da planta é uma rede complexa de celulose, hemiceluloses,
pectinas e proteinas estruturais (MCCANN & ROBERTS, 1994). As hemiceluloses sao
os polissacarideos que geralmente tém capacidade de se ligar por pontes de hidrogénio
a celulose, a xiloglucana é a hemicelulose mais abundante da parede das
dicotiledéneas (FRY, 1989).

Nas plantas dicotiledbneas as xiloglucanas parecem ser constituidas
principalmente por unidades de monassacarideos (XG9) e heptassacarideos (XG7)
resistentes a acao da enzima endo-b-(1->4)-glucanase (HAYASHI, 1989). Em menor
quantidade ocorrem também penta, deca e undecassacarideos.

As xiloglucanas sao construidas em blocos de 6 a 11 agulcares, tendo trés
principais variantes estruturais: fucogalacto-XyG, arabino-XyG e GAX com estruturas
variadas. Encontram-se associadas a celulose por pontes de hidrogénio (HAYASHI,
1989), desempenhando fungdes estruturais de unido de microfibrilhas de celulose
adjacentes (FRY, 1989; HAYASHI, 1989).
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A enzima xiloglucana endotransglicosilase esta envolvida em processos de
modificacdo da parede celular das plantas, incluindo sintese e degradacdo de
compostos. A XET catalisa a quebra intramolecular de polimeros de xiloglucanas,
principal composto de proteinas estruturais da parede celular como hemicelulose,
celulose, pectinas e outras. Esta enzima também permite a expansao da célula sem
danificar sua estrutura, provavelmente alterando a estrutura da parede pela adicdo de
novos polimeros de xiloglucanas (CAMPBELL & BRAAM, 1999).

Embora o mecanismo detalhado da reacdo da XET seja desconhecido, um
recente trabalho demonstrou que provavelmente exista uma ligacdo covalente entre a
XET e o polimero de xiloglucana como um intermediério (PRITCHARD et al. 1993).

Primeiramente foi proposto a XET atuar na expansao da célula. Realmente, ha
uma boa correlagdo entre niveis altos de atividade da XET e expansao de célula. Em
ambas raizes e folhas de milho, a atividade da XET é mais alta em regides em
expansao. Como ocorre a diminuicdo da taxa de expanséo, diminui a taxa da atividade
da XET; porém, a atividade ainda é detectada prontamente em regides que completou o
crescimento (PRITCHARD et al. 1993).

Em resposta a perturbagcdo mecéanica como toque, as propriedades mecanicas
das plantas sdo frequentemente alteradas. Estas alteracbes podem resultar em
mudanc¢as na composicao da parede da célula, incluindo o aumento da incorporacao de
polimeros de xiloglucana pela acao da XET.

As xiloglucanas sao sintetizadas no aparato de Golgi e levadas a parede celular
através das vesiculas (WHITE et al. 1993). Xiloglucanas recém sintetizadas podem ter
baixo peso molecular quando comparadas com polimeros de xiloglucanas de parede
mais velhas.

Ha papéis potenciais adicionais para a atividade da XET. Atividades da enzima e
nivel de seu mRNA foram aumentados durante o amadurecimento (REDGWELL & FRY,
1993) conduzindo a proposta que XETs poderiam funcionar na degradacao celular
durante amadurecimento de fruta.

A reconstrucao da parede da célula € um pré-requisito importante para muitos

processos vitais da planta, como germinacao, crescimento, amadurecimento do fruto,
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abscisdo, diferenciacdo vascular e respostas a patéogenos (CARPITA & MCCANN,
2000).

Mudancgas estruturais nos componentes da parede da célula sdo provocadas
através da modificacdo enzimatica, e as enzimas responsaveis por essa modificacao
tém papel importante durante a morfogenia da célula. Um das interagcées fundamentais
na parede primaria das células das dicotiledéneas € a associagdo intima de celulose
com as xiloglucanas nas células (VIERHUIS et al. 2001).

As xiloglucanas endotransglicosilase sao tipicamente codificadas por familias
multigénicas. Por exemplo, mais de 30 genes Xet foram identificados no genoma da
Arabidopsis thaliana. Baseados em similaridade de seqiéncias, trés a quatro subgrupos
diferentes foram reconhecidos (ROSE et al., 1996). A andlise da expressao mostra que
0os membros da familia génica da Xet sao individualmente regulados, o qual sugere que
as enzimas operam em diferentes tecidos ou durante diferentes processos.

Na auséncia da compreensdo de analise bioquimica, ndo se sabe ainda se a
expressdao em um tecido especifico ou a divisdo em subgrupos refletem diferentes na
especificidade do substrato ou no modo de atuacao de diferentes izoenzimas da XET.

e Hs1pro-1

Plantas estabeleceram um sistema imune inato baseado em gene dominante de
resisténcia (gene de R). Produtos de genes de resisténcia sdo implicados dentro de
ambos reconhecimento do elicitor codificado através de genes de aviruléncia (Avr) e em
ativacao de componentes em vias de sinalizacdo. Quando produtos dos genes R e Avr
se interagem um com outro de maneira direta ou indireta, sdo induzidas respostas que
€ freqluentemente associada a localizacdo rapida e morte celular que finalmente
restringe o crescimento e reproducéo do patégeno na planta (DANGL e JONES, 2001).

Recentemente varios genes de resisténcia foram isolados de uma gama de

espécies de dicotiledbnea e monocotiledénea que conferem resisténcia para uma
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variedade de patdégenos de planta e intensivamente estudou os niveis genéticos e
moleculares. Genes R de diversas espécies codificam proteinas que contenham um
dominio N-terminal variavel, seguido por um sitio putativo de ligacao de nucleotideo
(NBS) e repeticoes ricas em Leucina (LRRs) (ELLIS et al. 2000; DANGL & JONES,
2001).

Acredita-se que a especificidade do reconhecimento do elicitor € determinada
pelo dominio LRR (ELLIS et al. 2000) enquanto que o terminal N, provavelmente junto
com o dominio NBS, participa ativando os componentes da transducdo de sinal que
conduzem para respostas especificas de resisténcia a patégenos (FEYS & PARKER,
2000). Porém muito pouco se sabe sobre a regulacao transcricional de gene R de
plantas em células.

Tipicamente, os nematoides de cisto induzem e mantém o sincicio multinuclear
no cilindro vascular das plantas. Esta estrutura de alimentagdo extensa, resultada da
degradacao da parede da célula entre as mesmas do parénquima vascular e a fuséo
subsequente do protoplasto (SOBCZAK et al. 1997), é a Unica fonte de nutrientes para
os nematéides em desenvolvimento.

A alteragdo fisiolégica e celular envolvendo a formagédo e diferenciagcdo da
estrutura de alimentacdo do nematdide requer alta coordenacdo da expressado e
regulacao dos genes (DAVIS et al. 2000).

O gene Hs1pro-1 é um gene de resisténcia especifico ao nematodide de cisto
Heterodera schachtii encontrado em beterraba. Acredita-se que o Hs1PRO-1 pertenca
a uma classe de genes de resisténcia (R), uma vez que a proteina putativa codificada
apresenta regides ricas em leucina e um dominio transmembrana tipicos de proteinas
de resisténcia (THURAU et al. 2003). Em raizes suscetiveis ao nematoide, esta
proteina de resisténcia promove a necrose celular no local de infecgdo, rompendo as
células de alimentacdo do nematdide, promovendo a degradacao do sincicio e a morte
dos juvenis (HOTLMANN et al. 2000). No entanto, nenhuma homologia foi encontrada
em bancos de dados de genes de sequiéncias conhecidas, de modo que sua funcao
especifica permanece desconhecida (THURAU et al. 2003).
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3. METODOLOGIA

3.1.Producao do material biolégico

3.1.1. Obtencao do Inéculo

M. javanica foi multiplicado em soja [Glycine Max (L.) Merrill], cultivar Embrapa
20 (DOKO RC) e mantida em vasos em casa de vegetagao. Raizes com galhas foram
coletadas dos vasos e a extragdo de ovos foi feita segundo HUSSEY E BARKER
(1973).

A suspenséo de ovos livres de impurezas foi colocada em camara de ecloséo e
mantida em temperatura de 26°C. A cada 24 horas os juvenis (J2) eram recolhidos e a
suspensao era armazenada em geladeira até o momento do uso.

Depois de recolhidos os juvenis (J2), a contagem do numero de individuos foi
feito colocando 1 mL da suspensdo em uma placa marcada em quadrantes (camara de

Peters) em seguida contou-se os juvenis.

3.1.2. Germinacao das sementes, transferéncia das plantulas e inoculacao

Sementes das linhagens parentais de soja resistentes (genétipo PI595099) e
suscetiveis (cultivar BRS 133) ao nematodide M. javanica e individuos resultantes deste
cruzamento, trés resistentes (JF7056, JF7002, JF7027) e trés suscetiveis (266-S, 256-
S, 259-S) foram colocadas para germinar em camara de germinacao.

Apés sete dias as plantulas com radiculas maiores que 2 cm foram transferidas
para tubetes contendo areia em casa de vegetacdo. Em seguida as plantulas foram
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inoculadas utilizando uma micropipeta com uma suspensdo de aproximadamente 680
Juvenis (J2) por planta.

Raizes de todos os materiais inoculados ou nao foram retiradas dos tubetes
seguindo-se os tratamentos propostos de um, trés e seis dias apds a inoculacédo. Apos
serem lavadas as raizes eram cortadas préxima a regidao meristematica e armazenadas
em freezer a —80°C até o momento da extracdo de RNA. Uma amostra de cada
tratamento também foi separada no momento da coleta para coloracdo com fucsina

acida.

3.2.Coloracao de nematoides em tecidos de plantas

3.2.1. Método da Fucsina acida

A coloracao das raizes seguiu 0 método proposto por BYRD et al. (1983).

As raizes foram bem lavadas, para retirar toda areia aderida, tomando cuidado
para nao danificar a raiz. Em seguida as raizes foram cortadas em varios fragmentos de
aproximadamente 2 cm. Estes fragmentos eram colocados em um béquer contendo
NaClO (Hipoclorito de sédio 2%) e deixados em repouso durante seis minutos, com
agitacao ocasional. As raizes foram retiradas e lavadas em agua corrente por 30 a 40
segundos para retirada dos residuos de hipoclorito. Esta etapa foi realizada com auxilio
de uma peneira com tela de nylon 32 mesh. Em seguida as raizes foram deixadas
novamente em um Becker contendo agua por mais 15 minutos. Ap6s os 15 minutos as
raizes foram transferidas para um outro recipiente contendo 30 mL de agua e 1 mL de
corante (fucsina). Posteriormente as raizes foram colocadas em um recipiente contendo
glicerina.

Apo6s a coloragcdo os fragmentos das raizes foram colocados em laminas e

observados em microscépio, para confirmar a infeccao das plantas com os juvenis de
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M. javanica.

3.3.Extracao de RNA

Para a extracdo de RNA foi utilizada a metodologia descrita por CHOMCZNSKI &
SACCHI (1987), utilizando-se o reagente Trizol (Invitrogen Life Techologies, Carlsbad,
CA) que é uma solucao monofasica de fenol e isotiocianato de guanadina.

Aproximadamente 0,1 g de tecido de raiz foi colocado em um tubo de
microcentrifuga de 1,5 mL, em seguida foi adicionado 1 mL de Trizol previamente
aquecido em banho Maria a 55°C. Posteriormente o material foi agitado por 1 min no
vortex e centrifugado levemente somente para o tecido/ Trizol ficar na parte inferior do
tubo.

O material foi em seguida incubado a 55°C por 2 min, e posteriormente colocado
em gelo por 1,5 h. O material foi entdo centrifugado a 16.000 x g a 4°C durante 20 min.
Enquanto ocorria a centrifugacdo colocou-se 200 pL de cloroférmio em um novo tubo
para cada amostra. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi colocado no tubo com
cloroférmio e os residuos foram descartados.

Sobrenadante mais cloroférmio foram incubados a temperatura ambiente (22-
25°C) por 2 min e posteriormente centrifugado a 16.000 x g a 4°C durante 30 min. O
sobrenadante foi colocado em um novo tubo onde se adicionou 1/3 do volume com LiCl
8M seguido de agitacao no vortex.

O material foi em seguida incubado em freezer -80°C por 1 h. Apds a incubagao
centrifugou-se o material a 16.000 x g em 4°C por 30 min. Em seguida removeu-se
cuidadosamente o sobrenadante tentando n&o agitar ou remover o precipitado,
descartando-se o sobrenadante em seguida.

Adicionou-se a cada tubo 400 puL de 75 % EtOH, e em seguida o tubo foi girado
levemente para cima e para baixo. Posteriormente centrifugou-se o material a 16.000 x
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g em 4°C por 5 min. O sobrenadante foi removido completamente tomando-se cuidado
para nao remover partes do precipitado.

Adicionou-se 100 pyL de agua DEPC (Dietil pirocarbonato) (autoclavada varias
vezes) e dissolveu-se o material com batidas leves dos dedos nas pontas do tubo; em
seguida foi adicionado 10 uL de Acetato de Sédio (3M) e 100 uL de Isopropanol, onde o
tubo foi girado levemente para cima e para baixo e posteriormente incubado a -80°C
por 30 min.

Colocou-se o0 tubo em banho maria (37°C) por alguns minutos (1-3 min) e em
seguida centrifugou-se a 16.000 x g a 4°C por 15 min e posteriormente removeu-se o
sobrenadante cuidadosamente e adicionou-se 400 pL de 70% EtOH. Posteriormente o
material foi centrifugado a 16.000 x g a 4°C por 15 min.

Removeu-se o sobrenadante cuidadosamente e o tubo com o precipitado ficou
secando por 10 min na bancada. Apds a secagem adicionou-se a cada tubo 50 uL de
agua ultrapura. Aqueceu a solucdo em 37°C por 10 min para dissolugdo total do
precipitado.

Apbés os procedimentos foi realizada a quantificacado do RNA total em
espectrofotobmetro nos comprimentos de ondas 260nm e 280nm. O Armazenamento
das amostras foi feito em ultra freezer em -80°C.

3.3.1. Analise da qualidade do RNA total

A integridade do RNA foi analisada por eletroforese em gel de agarose (1%)
contendo tampdo TBE1x. A cuba foi tratada com RNAse Away (Invitrogen™ Life
techonologies cat 10328-011). Foi adicionado no gel 2 uL de RNA com 2 pL de tampéao
de amostra (sacarose 40% mais azul de bromofenol). A corrida eletroforética foi
conduzida em tampéao TBE (1x) (Tris/acido bérico/ EDTA) durante 40 min a 80v.

A quantificagdo do RNA total foi realizada em fluorimetro (Gene Quant pro

Pharmacia Biotech) e como branco, foi utilizada H.O DEPC.
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3.4.Reacao da Transcricao Reversa

Dez uL de RNA total (1ug/uL) e 2 uL de primer Oligo dT (10 uM) foram
adicionados em um tubo de microcentrifuga (1,5 mL). Em seguida a solugdo foi
aquecida a 80°C por 3 min, e resfriada em gelo por 1 min.

Posteriormente foram adicionados ao tubo 6 puL de tampao primeira fita (5x), 4 uL
dNTP’s (2,5 mM); 2 uL DTT (0,1 M); 2 uL enzima Transcriptase reversa (Moloney
Murine Leukemia Virus- M-MLV) (Invitrogen — Life Technologies) e 4 uL H,O DEPC,
totaliando um volume final de 30 uL.

A reacgéo foi conduzida a 37 °C por 1 hora e em seguida inativada a 65°C por 10
min. O produto da reagdo foi em seguida armazenado a 4°C e usado posteriormente
para as reacdes de PCR em tempo real.

3.4.1. Analise da qualidade do cDNA

A integridade do cDNA foi analisada por eletroforese em gel de agarose (1%).
Foi adicionado no gel 2 uL de cDNA com 2 uL de tampao de amostra (sacarose 40%
mais azul de bromofenol). A corrida eletroforética foi conduzida em tampéo TBE (1x)

durante 40 min a 80v.

3.5.PCR em Tempo Real

3.5.1. Curva de eficiéncia
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Visando determinar a concentracao ideal para a reacdo de PCR, uma curva de
eficiéncia foi feita com diferentes concentragdes de cDNA (1x, 10x, 100x). A
amplificacédo foi realizada utilizando o kit Platinum Sybr Green qPCR Supermix UDG
(Invitrogen, Carlsbad, California, USA), conforme recomendagéao do fabricante.

A curva de eficiéncia foi feita com diferentes concentragdes de cDNA para todos
os pares de primers, CHS F/R, XET F/R, Hs1pro-1 F/R, STH-2 F/R (Tabela I), visando
determinar a concentracao ideal para a reagao de quantificacao relativa. As reacdes de
RT-PCR foram preparadas em triplicatas, e um controle endégeno, o gene rRNA 18S
(n? de acesso no Genbank X02623.1) também foi incluido.

A reacao foi incubada por 50°C por 2 min e seguida por 95 °C por dois minutos.
A ciclagem foi em 45 ciclos com temperaturas de desnaturagao 95 °C por 15 segundos,
anelamento a 62 °C por 30 segundos e extensédo a 72 °C por 30 segundos.

A curva de eficiéncia fornece o valor da inclinacao da reta (slope) e a partir deste
valor calcula-se a eficiéncia de amplificacdo na reacao de acordo com a férmula: E =
[1007s1P)1 A eficiéncia tanto do gene alvo quanto do controle endégeno devem ser
similares e bem proximo de 100% (APPLIED BIOSYSTEMS, 1997).

Apoés cada reacdo de PCR em tempo real foi realizado uma corrida eletroforética
em gel de agarose 1% contendo Brometo de Etidio (10 mg/mL) para visualizar os
produtos de amplificacdo e se nao haviam dimeros de primers ou amplificacdes
inespecificas. Foi aplicado ao gel 10 uL da reacdo com 2 uL de tampao de amostra
(sacarose 40% e azul de bromofenol). A corrida eletroforética foi conduzida em tampéao
TBE (1x) durante 1 horaa 120 v.

3.5.2. Quantificacao relativa

A quantificagcéo relativa descreve mudancgas de nivel de expressdao de um gene
de interesse em uma amostra teste, relacionando esses valores a uma amostra

utilizada como calibrador. Este calibrador pode, por exemplo, ser uma amostra que nao
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recebeu o tratamento em estudo, ou uma amostra no tempo zero de tratamento (LIVAK
e SCHMITTGEN, 2001). A quantificacao relativa permite uma acurada comparagéao dos

niveis de expressao de gene de interesse em uma amostra em relacéo a outra amostra.

3.5.2.1. Quantificacao Relativa nos parentais

A quantificacdo relativa foi realizada com bulks de cDNA dos trés tratamentos da
linhagem resistente e suscetivel inoculadas e n&o inoculadas com o nematdide,
resultando em quatro bulks, BRS133 inoculado e néo inoculado, e PI595099 inoculado
e nao inoculado com um, trés e seis dias.

As reacbes de PCR em Tempo Real foram feitas com a diluicdo de 100x,
utilizando o kit Platinum Sybr Green gPCR Supermix UDG (Invitrogen, Carlsbad,
California, USA), conforme recomendacgdes do frabicante.

Os genes testados foram, chalcona sintase (CHS) (n® de acesso no GenBank
CA851897); xyloglucana endotransglicosilase (XET) (n® de acesso no GenBank
Al495154), o gene da proteina de resisténcia a Heterodera schachtii (HS1pro-1) (n°® de
acesso no GenBank AF280812) e a enzima sulfotransferase hydroxysteroid preferirng 2
(STH-2) (n® de acesso no GenBank BF008742) (Tabela 1).

As reacbes de quantificacdo relativa foram feitas utilizando o mesmo controle

endogeno e parametros descritos para a curva de eficiéncia.
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Tabela 1. Sequéncias dos primers foward e reverse usado no PCR em tempo real.

Gene Primer Forward Primer Reverse

chs 5" CAGGCACAAAGGGCAGAAGY’ 5GGTTTGGTGGGTTTGCAGTT3’

sth-2 5" CTATGGGAGTCACAACCTTTACACA3" |5°'GGCCTTGAACATGCGTGAT3’

Hs1pro-1 |5"TCACGCCGCACCTTCTGT3’ 5 TGAGTTGAGGAAGACGGAGATAGTAG3’
xet 5 GACCTCTGGCTCTGGATTTCG3’ 5" AGGAATGAGTACTTGTTTGGA3’

3.5.2.2. Curva de dissociacao

Apo6s a quantificagdo relativa foi realizado uma curva de dissociacdo onde
verifica-se formacao de dimeros de primers, amplificacao inespecificas, possiveis erros
e contaminacgdes. Na curva de dissociacao a temperatura é baixada gradativamente. A
reacao foi incubada por 95°C por 15 segundos, 60°C por 30 segundos e 95°C por mais
15 segundos.

No final da amplificagdo um grafico plotando o nimero de ciclos pela temperatura
de dissociacao foi entdo gerado.

3.5.2.3. Analise da expressao génica nos parentais

Todas as analises de expressédo génica foram feitas utilizando-se o programa
Sequence Detection Systems (Apllied Biosystems) e como calibrador, a expressdo do
parental resistente ndo inoculado P1595099.

Para calcular o nivel de expressdo de um gene de interesse sao considerados:
Ct (aumento exponencial do produto de PCR) do gene alvo e controle endégeno, ACt =
Ct (amostra) — Ct (controle enddgeno) e o AACt = ACt (amostra) - ACt (calibrador). A

partir dai calcula-se o nivel de expressio pela formula: RQ = 2744,
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3.5.3. Quantificacao relativa na populacao

A quantificagéo relativa nos individuos da populacéo foi realizada com bulks de
cDNA das trés datas de coleta (1,3,6 dias apds inoculacdo) por individuos genotipados
resistentes e suscetiveis inoculados e ndo inoculados com o nematoide, resultando em
doze bulks: 266-S inoculado e nao inoculado, 256-S inoculado e ndo inoculado, 259-S
inoculado e n&o inoculado, JF7027 inoculado e nao inoculado, JF7002 inoculado e ndo
inoculado, JF7056 inoculado e ndo inoculado com um, trés e seis dias.

As reacgdes de quantificacao relativa nos individuos populacédo e sua respectiva
analise foram feitas utilizando o mesmo controle enddégeno e parédmetros descritos

anteriormente.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.Confirmacao da infeccao

Pela coloracao das raizes pode-se confirmar que a inoculacdo com o0s juvenis
(J2) do nematdide foi eficiente, pois em todos os materiais inoculados, resistentes e
suscetiveis, nas trés datas de coleta, a presenca do nematdide foi observada (Figura 1).

Figura 1. Coloragao in situ de M. javanica em raizes de soja.
A) parental resistente P1595099.
B) suscetivel BRS 133, ambas inoculadas com o J2 do nematéide M. javanica.

4.2.Extracao de RNA de raizes

Foram obtidos em média 1 ug/uL de RNA por amostra de raiz sendo que
aproximadamente 1 a 2 % do RNA obtido corresponde a mRNA (DEYHOLOS e
GALBRAITH, 2001).
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As amostras de RNA total foram checadas em gel de agarose 1% (Figura 2) e

nas absorbancias de 260/280 nm sendo o valor médio obtido de 1,7.
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Figura 2. Gel de agarose 1% mostrando a integridade do tRNA extraido de raizes

A) RNA total extraido de materiais resistente P1595099, JF7056, JF7027, JF7002
respectivamente, com 1 dia de inoculacao (Amostras 1 a 4); com trés dias de
inoculacao (amostras 5 a 8); com seis dias de inoculagéo (amostras 9 a 12), com
1 dia sem inoculacdo (amostras 13 a 16); com trés dias sem inoculacado
(amostras 17 a 20); com seis dias sem inoculacao (amostras de 21 a 24).

B) RNA total extraido de materiais suscetiveis BRS 133, 266-S, 259-S, 256-S
respectivamente, com 1 dia de inoculacdo (Amostras 25 a 28); com trés dias de
inoculagdo (amostras 29 a 32); com seis dias de inoculacdo (amostras 33 a 36),
com 1 dia sem inoculacdo (amostras 37 a 40); com trés dias sem inoculacao
(amostras 41 a 44); com seis dias sem inoculacado (amostras de 45 a 48).



60

No perfil eletroforético do RNA em gel de agarose 1%, foram visualizadas duas
bandas bem definidas na maioria das amostras. Este perfil das amostras na
eletroforese demonstra que o RNA esta intacto (BIRREN, 1997). Para as amostras que
n&o apresentaram este perfil uma nova extragao foi feita

4.3.Reacao da Transcricao Reversa

O perfil eletroforético do cDNA produzido a partir do tRNA extraido das raizes
dos materiais estudados pode ser observado na Figura 3. Na maioria das amostras foi
possivel observar um “arraste”, mostrando que o cDNA esta intacto. Amostras que nao
apresentaram este perfil de cDNA tiveram as reagdes de transcriptase reversa refeita.
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Figura 3. Gel de agarose 1% mostrando a integridade do cDNA dos materiais
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A) cDNA dos materiais resistente P1595099, JF7056, JF7027, JF7002 respectivamente,
com 1 dia de inoculacdo (Amostras 1 a 4); com trés dias de inoculacdo (amostras
5 a 8); com seis dias de inoculacdo (amostras 9 a 12), com 1 dia sem inoculagao
(amostras 13 a 16); com trés dias sem inoculacado (amostras 17 a 20); com seis
dias sem inoculacao (amostras 21 a 24).

B) cDNA dos materiais suscetiveis BRS 133, 266-S, 259-S, 256-S respectivamente,
com 1 dia de inoculacdo (Amostras 25 a 28); com trés dias de inoculacao
(amostras 29 a 32); com seis dias de inoculagdo (amostras 33 a 36), com 1 dia
sem inoculacado (amostras 37 a 40); com trés dias sem inoculacado (amostras 41
a 44); com seis dias sem inoculacao (amostras 45 a 48).

4.4.PCR em Tempo Real

4.4.1. Curva de eficiéncia

Uma curva padrao de niveis de fluorescéncia detectaveis (ACt) foi gerada a partir
de concentracbes conhecidas de amostras de cDNA nas diluicbes 5x, 10x,100x para
cada gene sendo estudado. A curva padrao relaciona o nivel de fluorescéncia com a
quantidade de DNA amplificado.

Pode-se observar que conforme a concentragdo do cDNA diminui, aumenta o
namero de ciclos necessarios para se alcancar um nivel de fluorescéncia detectavel, ou
nivel critico de threshold (ACt). Isto ocorre, pois quanto menor a quantidade do cDNA
molde presente na amostra inicial de amplificacdo maior o numero de ciclos

necessarios para se detectar certos niveis de fluorescéncia (Figura 4).
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Figura 4. Exemplo de curva de eficiéncia mostrando resultados no programa SDS
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) relacionando os ciclos de
amplificacdo na abscissa, em relagdo a magnitude do sinal de fluorescéncia
gerado pela amplificagdo do gene Xet na ordenada em trés diluicbes crescentes
de cDNA.

A curva de eficiéncia foi feita para os outros genes alvo, Chs, Sth-2, Hs1pro-1, e
com o controle endbégeno rRNA 18S (resultados nao mostrados), visando a
identificacdo da melhor concentracdo a ser utilizada na quantificacéo relativa.

Para a analise dos niveis de expressao dos genes, foi escolhido como
concentracao de trabalho a diluicao de 100x. A eficiéncia dos genes em estudo e do
controle enddgeno ficaram acima de 90%. Quando o gene alvo e o gene endogeno tém
eficiéncia 100%, atribui-se um valor 2. A eficiéncia obtida foi de aproximadamente 1,8
(APPLIED BIOSYSTEMS, 1997).

Este valor é utilizado para se calcular o nivel de expressao do gene de interesse
normalizado em relacdo ao controle enddégeno e relativo a uma amostra controle
calibradora (AAC;), ou seja, os niveis de expressao relativa do gene de interesse
calculado pela férmula 22*°t (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001).
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Apbs a amplificagédo por PCR em Tempo Real, cada produto de amplificacéo foi
analisado por uma curva de dissociagao certificando que, para cada gene e tratamento,
o produto amplificado ndo apresentou bandas inespecificas e/ou formacao de dimeros
de primer, conforme exemplificado na Figura 5 para o gene Xet.

Temperature (C)

Figura 5. Curva de dissociacdo para o0 gene Xiloglucana endotransglicosilase
demonstrando que o produto de amplificacdo teve sua dissociacdo entre 75°C e
80°C, uma temperatura correspondente & temperatura de desnaturagdo do
fragmento de interesse.

Os produtos de amplificacao para cada gene em estudo também foram checados
em gel de agarose 1% para avaliar se houve amplificagdo Unica dos fragmentos
correspondentes aos genes em estudo e do gene endégeno (18sRNA). Para todos os
genes em estudo nao foi observado formacédo de produtos inespecificos ou formacéao
de dimeros de primer conforme exemplificado pela eletroforese feita para o gene que

codifica para a enzima xiloglucana endotransglicosilase (Figura 6).
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Figura 6. Corrida eletroforética em gel de agarose 1%, confirmando inexisténcia de
produtos inespecificos ou dimeros de primer para o gene que codifica para a
enzima xiloglucana endotransglicosilase.

3 a 11 - amostra P1595099 inoculado “Xet”.

12 a 20 - amostra Pi595099 inoculado “controle endégeno 18s RNA”.
21 a 26 - amostra “branco”.

4.4.2. Quantificacao relativa

Na Figura 7 é representado exemplo de saida de dados do equipamento ABI
7300 utilizando o programa SDS (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), onde a
magnitude do sinal de fluorescéncia para o gene que codifica para a enzima xiloglucana
endotransglicosilase é relacionado com os ciclos na reacao de amplificacdo por PCR.
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Figura 7. Grafico gerado pelo programa SDS (Applied Biosystems, CA, USA) que
relaciona o numero de ciclos da reacdo de PCR de cada amostra com a
magnitude do sinal de fluorescéncia (ARn) para o gene que codifica para a
enzima xiloglucana endotransglicosilase.

4.4.2.1. Quantificacao relativa nos parentais e nos individuos da

populacao

A andlise do nivel de expressdo dos genes estudados nos parentais e
suscetiveis indicou expressao diferencial em todos os genoétipos avaliados. Esses
genes estdao provavelmente associados a processos de resposta da planta a infeccao
do nematdide como, por exemplo, a sintese de fitoalexinas, o espessamento de parede
celular, e os genes de patogenicidade e de resisténcia.

A inducdo do gene Chalcona sintase foi devido a presenca de bactérias do
género Bradyrhizobium no substrato e na 4gua usada para irrigacdo. Esse gene esta
relacionado com a nodulagédo da soja, e o parasitismo causado por nematoides afeta a
nodulagdo das plantas inibindo-a. Isto é muito bem documentado, sendo que a
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auséncia de nodulos é uma caracteristica do sistema radicular de plantas de soja
parasitadas pelo NCS (Schmitt & Noel, 1984). ESTABROOK & SENGUPTA-GOPALN
(1991), demonstraram que o gene que codifica para a enzima Chalcona sintase é
induzido durante a nodulagdo em soja.

A expressao do gene Chalcona sintase foi maior no genétipo BRS 133, sendo
este resultado confirmado ja que os gendétipos de soja desenvolvidos no Brasil tém uma
eficiéncia melhor do que as americanas na fixagao bioldgica do nitrogénio. O gene que
codifica a enzima Chalcona sintase (Chs) teve o nivel de expressao reduzido em 50%
quando comparado ao parental resistente no inoculado PI1595099 (Figura 8). Nos
individuos da populacédo o gene teve um padrao de expressao diferente em relacdo aos
progenitores (Figura 12). Isto pode estar relacionado com a presenca aleatéria da
bactéria, como ndo houve um controle de inoculacao de bactérias nas plantas.

A CHS é uma das enzimas chave na rota de biossintese de fenilpropandides,
como as fitoalexinas, compostos antimicrobianos de baixo peso molecular, sintetizados
e acumulados nas plantas expostas a microrganismos, a certos patdégenos ou outros
estresses abiodticos (PAIVA & DIXON, 1995). A sintese destes compostos também é
observada em reposta a penetracdo de nematdides (HUANG, 1985).

CAMPOS et al. (2003), mostraram o aumento da atividade da enzima Chalcona
sintase em extratos de folhas de quatro cultivares de feijdo inoculadas com
Colletotrichum lindemuthianum. Estes resultados estdo de acordo com os obtidos por
CUI et al. (1996), que observaram um aumento rapido na atividade de CHS em plantas
de sorgo depois da inoculagcao com Bipolaris maydis.

As fitoalexinas sado induzidas por uma série de estresses bibticos, sendo
resposta primaria a fungo. O fato da enzima chalcona sintase ter sido expressa em
todas as cultivares pode estar relacionado a outro tipo de estresse que a planta poderia
estar sofrendo. CAMPOS et al. (2003), detectou baixa atividade enzimatica da CHS em
material ndo inoculado, porém, constatou um aumento significativo na atividade da
enzima nos materiais resistentes depois de inoculado com Colletotrichum

lindemuthianum.



67

Uma resposta complexa que envolve a producdo de fitoalexina pode ser
diferente em relacao a respostas a diferentes tratamentos e cultivares, com a inducéo
da enzima CHS em diferentes niveis (TEPPER et al. 1989). A quantidade de acumulo
de mRNA da CHS afeta diretamente a biossintese de fendis e, possivelmente, CHS
estd envolvida no aumento destas combinagdes durante o processo de infeccao
(HARTLEB et al. 1997).

O gene sth-2 teve a expressdao aumentada no genoétipo resistente inoculado
P1595099 quando comparado ao mesmo gendtipo nao inoculado e no genodtipo
suscetivel inoculado BRS133, houve reducéo de 52% no nivel de expressao (Figura 9).
Nos individuos da populacdo a linhagem JF7056 foi a que teve o maior nivel de
expressdo aumentado na condi¢do de inoculada. (Figura 13)

A linhagem JF7056 apresentou, de acordo com SILVA et al. (2002), galhas com
didmetro mais reduzido quando comparado aos outros genoétipos resistentes a M.
javanica utilizados no trabalho, quando foi cultivada em area infestada por este
nematéide. De acordo com os autores, esta caracteristica indica maior nivel de
resisténcia ao nematdide.

E possivel que somente alguns patégenos alterem o nivel de expressao do gene
sth-2. Outra hipétese € que a proteina STH-2 somente é efetiva quando combinada
com outros produtos génicos, nao dando resposta a resisténcia somente com a sua
expressdao (CONSTABEL & BRISSON, 1992). Por isso a pequena expressao
aumentada em 25% no genoétipo resistente inoculado é caracteristica de gene de
resisténcia, ja que o gendtipo resistente, produz outros produtos génicos que quando
combinado com o STH2 resulta na caracteristica de resisténcia.

A proteina STH-2 ndo € um componente direto da primeira linha de defesa da
planta contra patbgenos, mas sim a uma resposta secundaria a infecgao. Por exemplo,
STH-2 poderia ser requerido para o conserto de estruturas, ou para o retorno do
metabolismo normal da planta, uma vez que o crescimento do patégeno fosse rompido.

O gene Sth-2 esta envolvido na reacao de hipersensibilidade em plantas e faz
parte de uma classe distinta de proteinas relacionadas a patogenicidade (MATTON &
BRISSON, 1989). A hipersensibilidade é caracterizada pela morte rapida das células
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dos tecidos infectados da planta em resposta a ataques patogénicos. A necrose
resultante ocorre onde o patdégeno invasor se encontra e prevenindo o desenvolvimento
da doencga. Embora a reacao de hipersensibilidade ja tenha sido bastante estudada em
doencas causadas por fungos, virus e bactérias, ela parece estar também relacionada
intimamente com a resisténcia a nematoéides (HUANG, 1985).

O gene que codifica para a enzima xiloglucana endotransglicosilase (Xet) teve
expressao 76% superior no parental resistente P1595099 inoculado quando comparado
com o mesmo genoétipo nao inoculado (Figura 10). Quando testada nos individuos da
populacdo, também teve maior nivel de expressdo nos individuos resistentes

confirmando o resultado obtido nos parentais (Figura 14).

A XET esta envolvida em processos de modificacdo da parede celular das
plantas, incluindo sintese e degradagao de compostos. Essa enzima também permite a
expansao da célula sem danificar sua estrutura, provavelmente alterando a estrutura da
parede pela adicao de novos polimeros de xiloglucanas (CAMPBELL & BRAAM, 1999).

O aumento da expressao no gendtipo resistente inoculado sugere que a XET
esteja relacionada com o mecanismo de defesa desse gendétipo a infeccdo de M.
javanica, uma vez que aumentando a expressdo da enzima ocorrera
consequentemente aumento na parede celular da planta dificultando a penetracao do
nematoide.

O aumento da atividade da XET foi detectado 6 horas apds a infeccao de plantas
de tomate com Cuscuta reflexa. A XET foi induzida durante a fase inicial de interacao
planta com a planta daninha. E estresse como ferimento n&o influenciou a expressao da
enzima. Este resultado sugere que a XET tenha um papel associado a reagdo de
defesa com interacao incompativel Cuscuta-tomate (ALBERT et al. 2004).

O gene Hs1pro-1 teve a expressao 83% superior no parental resistente PI595099
inoculado quando comparado com o mesmo gendtipo nao infectado pelo nematdide. Ja
no parental suscetivel houve uma reducédo de 37% no nivel de expressao desse gene
(Figura 11). Nos individuos da populacao este gene teve o nivel de expressao
aumentado na linhagem resistente inoculada JF7056 (Figura 15). De acordo com SILVA

et al. (2002), esta linhagem é resistente ao nematéide de cisto (Heterodera glycines),
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nematoide da mesma familia de M. javanica. As outras linhagens resistentes a M.
javanica, JF7027, JF7002, sdo moderadamente resistente e suscetivel a H. glycines,
respectivamente, o que também explica 0 maior nivel de expressdao do gene Hs1pro-1
nas plantas da linhagem JF7056 inoculadas com M. javanica. A linhagem 256-S &
considerada a mais suscetivel a M. javanica das linhagens testadas neste trabalho. O
gene Hs1pro-1 teve 0 mesmo nivel de expresséo tanto nas plantas inoculadas e nao
inoculadas. Isto corrobora a afirmagcao que este gene esta envolvido na resisténcia de
soja ao nematoide M. javanica.

O Hsi1pro-1 é um gene de resisténcia especifico ao nematodide de cisto H.
schachtii encontrado em beterraba. Acredita-se que essa proteina pertenca a uma
classe de genes de resisténcia (R), uma vez que a provavel proteina codificada
apresenta regides ricas em leucina e um dominio transmembrana tipicos de proteinas
de resisténcia (THURAU et al. 2003). Em raizes suscetiveis ao nematoide, essa
proteina de resisténcia promove a necrose celular no local de infecgdo, rompendo as
células de alimentacao do nematdide, promovendo a degradacao do sincicio e a morte
dos juvenis (HOLTMANN et al. 2000). No entanto, nenhuma similaridade foi encontrada
em bancos de dados de genes de sequiéncias conhecidas, de modo que sua funcao
especifica permanece desconhecida (THURAU et al. 2003).

THURAU et al. (2003) estudaram a regulacao transcricional do gene Hs1pro-1
em resposta a varios estresses. Seus resultados demonstraram que a expressao do
gene Hs1pro-1 somente ocorre depois da infeccdo do nematodide, sendo a ativacao
transcricional e tecido especifico, ou seja, restrito ao sitio de alimentacdo do nematdide.
THURAU et al. (2003) também observaram que, estresses abibticos ndao induziram a
expressao do gene Hs1pro-1.

O baixo nivel de expressdo do gene Hs1pro-1 nos gendtipos nao inoculados é
explicada pela baixa atividade do Hs1pro-1 que é requerida para o reconhecimento do
patdbgeno e para iniciar a resposta a resisténcia. Por outro lado, o aumento da
expressao do gene na cultivar resistente inoculada demonstrou ser crucial nos sitios de
alimentacao para indugao da resposta a resisténcia.

A ativacao transcricional tecido especifico do gene Hs1pro-1 pode aumentar a
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quantidade da proteina HS1PRO-1 dentro das células de alimentagcédo, um fator critico
para inducdo da resisténcia da planta. Esta hipétese é apoiada pela observagéao
citolégica de raizes de beterraba onde, os J2 puderam invadir as raizes e ir para o
cilindro vascular para iniciar a formagdo do sincicio. Porém o sincicio ndo se
desenvolveu devido a formacao de agregacdes na membrana causando a degeneracao
do sincicio e morte dos juvenis do nematdide (HOLTMANN et al. 2000).

Assim, explorar o papel da proteina Hsipro-1 dentro da formacdo dessas
agregacdes na membrana, € um passo fundamental para entender a funcéo do gene
Hs1pro-1 na resisténcia mediada em plantas.

O aumento da expressdo do gene Hsipro-1 em genétipo resistente apoés a
inoculacao com nematoide de galha sugere que o gene Hs1pro-1 pode estar envolvido
na degeneracao das células gigantes, ja que a infecgdo com o nematdide para galha
nao induz a formagao de sincicio, sendo este exclusivo ao nematoide de cisto.

O desenvolvimento de cultivares de soja com elevada producdo destes genes,
que pode ser via melhoramento classico, ou mais rapidamente via transformacgéo de
plantas, pode ser uma excelente opcédo para a viabilizacdo da producdo de soja em
areas infestadas. Da mesma forma, pode ser um caminho viavel para o
desenvolvimento de cultivares resistentes a esse nematdide em outras espécies de
plantas onde a resisténcia ao nematéide ndo € comum. Como € o caso do feijdo

(Phaseolus vulgaris).
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Figura 8. Nivel de expressdo do gene Chalcona sintase em individuos parentais,
suscetivel e resistente inoculado e ndo inoculado.
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Figura 9. Nivel de expressdao do gene Sth-2 em individuos parentais, suscetivel e
resistente inoculado e nao inoculado.
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Figura 10. Nivel de expressdo do gene xet em individuos parentais, suscetivel e
resistente inoculado e nao inoculado.
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Figura 11. Nivel de expressao do gene em individuos parentais, suscetivel e resistente
inoculado e n&o inoculado.
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Figura 12. Nivel de expressdo do gene Chalcona sintase nos
suscetivel e resistente inoculado e n&o inoculado.
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1- 256-S inoc

2- 256-S n inoc
3- 266-S inoc

4- 266-S n inoc
5- 259-S inoc

6- 259-S n inoc
7- JF7056 inoc
8- JF7056 n inoc
9- JF7027 inoc
10- JF7027 n inoc
11- JF7002 inoc
12-JF7002 n inoc

individuos da populacao,

1- 256-S inoc

2- 256-S n inoc
3- 266-S inoc

4- 266-S n inoc
5- 259-S inoc

6- 259-S n inoc
7- JF7056 inoc
8- JF7056 n inoc
9- JF7027 inoc
10- JF7027 n inoc
11- JF7002 inoc
12-JF7002 n inoc

Figura 13. Nivel de expressao do gene Sth-2 nos individuos da populagao, suscetivel e

resistente inoculado e nao inoculado.
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1- 256-S inoc

2- 256-S n inoc
3- 266-S inoc

4- 266-S n inoc
5- 259-S inoc

6- 259-S n inoc
7- JF7056 inoc
8- JF7056 n inoc
9- JF7027 inoc
10- JF7027 n inoc
11- JF7002 inoc
12-JF7002 n inoc

Figura 14. Nivel de expressado do gene xet nos individuos da populacao, suscetivel e
resistente inoculado e ndo inoculado.
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1- 256-S inoc

2- 256-S n inoc
3- 266-S inoc

4- 266-S n inoc
5- 259-S inoc

6- 259-S n inoc
7- JF7056 inoc
8- JF7056 n inoc
9- JF7027 inoc
10- JF7027 n inoc
11- JF7002 inoc
12-JF7002 n inoc

Figura 15. Nivel de expressao do gene Hs1pro-1 nos individuos da populagéo,
suscetivel e resistente inoculado e ndo inoculado.
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5. CONCLUSOES

Os genes testados tiveram o nivel de expressao aumentado na condigcdo de
resistente inoculado, uma caracteristica que pode contribuir para geracao de plantas
geneticamente modificadas.

O gene Chs quando testado nos individuos do parental, teve o nivel de
expressao reduzido nos individuos inoculados, comprovando que houve infecgdo com o
nematdide, uma vez que a presenca do mesmo diminui a nodulacdo na soja e
consequentemente, diminui o nivel de expressdo da enzima chalcona sintase. Este
resultado foi contrario da andlise feita através da técnica de Microarranjo de DNA,
confirmando que a técnica de PCR em tempo real € uma técnica mais precisa.

O gene Sth-2 teve a expressdo aumentada nos individuos resistentes inoculados
quando comparados com os individuos nao inoculados do parental, esta expressao
combinada com outros produtos de genes de resisténcia podem estar dando a
caracteristica de resisténcia a planta. A expressao nos individuos inoculados, confirma
a andlise de microarranjo de DNA, podendo este gene estar relacionado a degradacao
de células gigantes. Sendo um gene chave na resisténcia.

O gene que codifica a enzima Xet teve aumento na expressao nos individuos
resistentes inoculados, confirmando que esta enzima esteja relacionada com o aumento
de espessura da parede celular, dificultando o estabelecimento do nematoide na célula.

Andlises futuras serao feitas comparando os tratamentos em separado, ou seja,
a expressao dos genes sera quantificada nos dias um, trés e seis apo6s a inoculagao, a

fim de verificar se existe diferenca temporal de expressao génica.
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Montagem da camara de eclosao
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Transferéncia das plantulas para casa de vegetacao

Suspensao

Nao inoculada 680 J2 por planta

N /
—~

Coleta: 1 dia, 3 dias , 6 dias
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Preparacao de Material de Laboratério Livre de Ribonucleases

— Luvas devem ser utilizadas em todos os trabalhos envolvendo RNA. Estas devem
ser trocadas toda vez que tocarem em materiais ou equipamentos que outras
pessoas tocaram sem luvas.

— Todos os materiais utilizados na extragdo, como cadinhos, pistilos, espatulas e
tubos, devem ser incubados, em capela, por 12 horas com agua tratada com 0,1%
de dietilpirocarbonato (DEPC), secos e embalados com papel aluminio,
autoclavados por 20 min a 120°C e secos em estufa.

— As cubas de eletroforese e pentes para RNA devem ser lavadas com 0,01% de SDS
e enxaguadas com agua livre de RNAse.

— Todas as solugdes usadas para trabalhos com RNA devem ser preparadas com
agua 0,01% DEPC autoclavada. Como o DEPC reage com aminas, ndo pode ser
usado para tratar solucbes contendo tampéao Tris, nem no tratamento de solventes
organicos.

— Agua livre de ribonuclease deve ser preparada adicionando-se dietilpirocarbonato
(DEPC) a uma concentracao final de 0,1% (V/V) a agua bidestilada (ou equivalente).
Depois de autoclavar durante uma hora, abrir a autoclave rapidamente para deixar o
vapor sair. A agua DEPC tratada é entdo deixada overnight em agitacao leve com
aquecimento para decompor o DEPC residual. Uma outra op¢ao é ferver a agua por
pelo menos 30 min em uma tela de amianto. O DEPC deve ser totalmente
eliminado, a presenca de tragos pode ser verificada apds a agua esfriar, pelo odor
doce, acucarado, caracteristico da DEPC. Se algum DEPC permanecer a agua
DEPC deve ser autoclavada novamente ou fervida por 15 min ou mais. Todo DEPC
deve ser eliminado da agua, pois o0 DEPC pode alterar a atividade enzimatica.

Obs.: O DEPC deve ser manuseado com cuidado, usando luvas e mdscara e
manipulado em capela sempre que possivel, pois é inflamavel e mutagénico.

— As solugdes livres de ribonuclease sao preparadas por tratamento com DEPC como

descrito acima. Todas as solu¢des sdo autoclavadas por pelo menos trinta minutos.
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Autoclavando efetivamente inativa-se muitas classes de ribonucleases, as quais
podem contaminar reagentes em quantidades evidentes.

Solugdes contendo o tampao Tris ndao podem ser tratadas com DEPC, pois o Tris
inativa o DEPC. Em adicao, o acetato de ambnio é relativamente volatil, com isso
este também nado deve ser autoclavado. Reagentes dessa natureza devem ser
preparados utilizando agua livre de ribonuclease. (agua tratada com DEPC).
Utensilios de plastico e equipamentos que nao podem ser autoclavados, sao
lavados, enxugados e tratados com Rnase AWAY (Invitrogen- Life Technologies)

para remover as Rnases das superficies.
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Reacao da transcricido Reversa Utilizando-se Transcriptase Reversa (M-MLV

Reverse Transcriptase, Inivirogen)

Reagentes Quantidade

RNA 10 uL

Primer oligo dT (10uM) 2 uL

Tampéo 5x first strand 6 uL

dNTP’s (2,5mM) 4 uL

DTT (0,1M) 2 uL

Enzima RT 2 ulL

H.O DEPC 4 uL

Adicionar:

10 uL de RNA

2 uL Primer oligo dT (10uM);

Deixar a 80°C por 3 min, E em seguida resfriar no gelo
Adicionar os seguintes reagentes:

Tampao 5x first strand = 6 pL

dNTP's (2,5mM) = 4 uL

DTT (0,1M) =2 uL

Enzima RT =2 uL

H,O DEPC =4 uL

Volume final da reagéo: 30uL

R e



PCR em tempo real

— Esquema do preparo das amostras

Extracio RNA

: “/"/ 3 9'fas 6 gri'as BRS133
A . inoculada
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Sintese de cDNA
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Condicoes para amplificacao por PCR em Tempo Real utilizando o kit Platinum
Sybr Green gPCR Supermix UDG (Invitrogen, Carlsbad, California, USA)

Reagentes Quantidade para uma reacao
Platinum® SyBR® Green qPCR 12,5 uL

Rox 3 uL

Agua 7,5 uL

cDNA 2 uL

Primer F (3 uM) 3L

Primer R (3 uM) 3 uL

— Condicdes de ciclagem serdo as seguintes:

50°C -2 min
95°C -2 min
95°C - 15 seg
63 °C — 30 seg

72°C - 30 seg

\

-

~/

45 ciclos
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Analise dos dados

A andlise dos dados sera feita pelo programa acoplado ao aparelho (sequence
detection) onde serao plotados os graficos

Curva de eficiéncia

— Material: PI595099 inoculado
— Diluicdo: 5x

10x

100x

— Primer: 3 pmol

1 2z 3 q 5 B 7 g g 10 11 T2

A 0% X 2% o% o% 2% oX oX X
B T0x TOx 10X TOX TOX TOX TOX TOX TOX
C | T00x | T00x | T00x | TOOx | T00x | TO0x | T00x [ TOOx | TOOx
D bco bco bco bco bco bco bco bco bco
E X oX DX X X ox

F 10x 10x 10x 10x 10x 10x

G | 100x | 100x [ 100x | 100x | 100x | 100

H bco bco bco bco bco bco

[ STH-2 Pl Xet

I Chs [ ] RNAr18S

[ Hs1pro-1



Quantificacao Relativa nos individuos parentais

— Bulk1 = resistente inoculado (1 dia, 3 dias, 6 dias) P1595099
— Bulk2 = resistente nao inoculado (1 dia, 3 dias, 6 dias) P1595099
— Bulk3 = suscetivel inoculado (1 dia, 3 dias, 6 dias) BRS133
— Bulk4 = suscetivel ndo inoculado (1 dia, 3 dias, 6 dias) BRS133
1 |2 |3 |4 |5 |6 |7 |8 |9 |10 |11 |12
A |BukT|Buk1|Buk?i|Bukl|Buk|Buki [Buk1 [Buk [Buk1|BCO| BCO | BCO
B | BukZ|Buk2Z|BukZ|Buk? | Bulk2 | BukZ | BukZ2 | Buk2 | Buk 2
C | Buk3|Buk3 |Buk3[Buk3 | Bukd | Buk3d | Buk3 | Bulk3d | Buk3
D |Buk4|Buk4|Buk4|Buk4 |Buk4 | Buk4 | Buk4 | Buk4 | Buk4
T | Buk7|Buki|[Buk1|Buki|Bukl|Buk?|BCO |BCO |BCO
F |BukZ[BukZ|BukZ|BukZ [BukZ|BukZ [BCO |BCO |BCO
G | Buk3[Buk3 |Buk3[Buk3 |Buk3|Buk3 [BCO | BCO [BCO
[0 |Buk4[Bukd |Bukd4|Buk4 |Buk4|Buk4 |BCO |BCO |BCO
[] Sth-2 B Xet
I Chs [ ] RNAr18S

[ Hs1pro-1



Quantificacao relativa nos individuos da populacao

N N 2 R N S A AN

Bulk1 = 256-S inoculado

Bulk2 = 256-S nao inoculado
Bulk3 = 259-S inoculado

Bulk4 = 259-S ndo inoculado
Bulk5 = 266-S inoculado

Bulk6 = 266-S nao inoculado
Bulk7 = JF7002 inoculado
Bulk8 = JF7002 n&o inoculado
Bulk9 = JF7027 inoculado
Bulk10 = JF7027 n&o inoculado
Bulk11 = JF7056 inoculado
Bulk12 = JF7056 n&o inoculado

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

bulk1] bulk1] bulk1| bulk7 | bulk7| bulk7[bulk1]bulk1] bulk1]bulk7| bulk7{bulk?
bulk2]bulk2 [bulk2 | bulk8 | bulk8| bulk8|bulkqbulk2|bulk2 [bulk8| bulk8|bulk8]
bulk3|bulk3 [bulk3 | bulk9 | bulk9| bulk9]bulk3bulk3]bulk3 | bulk9| bulk9|bulk
bulk4|bulk4 [bulk4 Joulk10bulk1dbulk1(qbulk4bulk4]bulk4 pulk1(oulk1(pulk10
bulk5|bulk5 [bulk5 Jbulk1 1joulk1 foulk11]bulkqbulk5]bulk5 bulk1 foulk1 Ppulk11
bulk6| bulké| bulké [bulk12bulk1Zbulk14bulk§lbulké] bulké pulk1goulk1Zpulk12

|—|—|(_H

IOmTMMmMmOO >

bco |bco |bco bco |bco |bco

Gene

O N

RNAr 18S
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Eletroforese em gel de agarose 1%

— Pesar 2,59 agarose e adicionar 250mL TBE 1X. Dissolver no microondas e resfriar.
— Adicionar 2,5uL de brometo de etidio e homogenizar.

— Correr a 90 volts por aproximadamente 1h.

Preparo de reagentes

= TBE (10X)

— 216g tris base

— 1109 acido bérico

— 80mL EDTA (0,5M pH 8,0)

— Colocar 1600mL de agua destilada em um béquer de 2L, adicionar o tris base e o
acido bérico. Colocar sob agitacdo para dissolver completamente. Adicionar os
80mL de EDTA e completar com agua destilada em proveta para o volume final de
2L.

= TBE (1X)

— 100mL de TBE (10x)
— 900mL de H»O destilada
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= Tampao de Amostra - 40% sacarose

— 4Q sacarose
— 0,025¢g de azul de bromofenol
— Solubilizar a sacarose em 10mL de agua destilada, acrescentar o azul de

bromofenol e agitar. Manter em geladeira.

= Brometo de Etidio

— 10mg/mL (Estoque)
— 0,1g de Brometo de Etidio
— 10mL de agua destilada

— Armazenar em local escuro. Manipular com luvas.
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