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Resumo

Andrade, Viviane Aguiar, M. S., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2005.
Isolamento e caracterizacdo de sequéncias expressas similares a genes de
resposta de defesa a patégenos em soja. Orientador: Everaldo Gongalves de
Barros. Conselheiros: Elza Fernandes de Aratjo e Maurilio Alves Moreira.

Devido a grande importancia que a soja representa para a agricultura mundial,
avancos vém ocorrendo nas técnicas voltadas para o desenvolvimento genético,
molecular e gendmico desta leguminosa a fim de assegurar produgdo suficiente para a
comercializacdo dos graos e de seus derivados. As principais perdas no cultivo da soja
sao decorrentes de doengas. Entender as interagdes entre hospedeiro-patogeno e os
mecanismos de resisténcia envolvidos nessa relacdo sdo importantes para possibilitar o
controle de grandes epidemias em culturas agricolas, bem como elucidar mecanismos de
sinalizacdo ativados em resposta ao patdgeno. Dentro deste cenario, este trabalho
objetivou a identificacdo de genes envolvidos na resposta de resisténcia a doencas da
soja. Por meio do screening de uma biblioteca de cDNA do cultivar FT-Cristalina,
clones positivos foram isolados utilizando o fragmento de RFLP A53-09 como sonda.
Este fragmento possui 1019 pb e apresenta homologia a genes de resisténcia. Trés
clones foram obtidos a partir da analise de 5 x10° placas de lise de fagos recombinantes
hibridizados a sonda, os quais foram denominados: A5309-47, A5309-71 e A5309-72.
O tamanho estimado de cada um foi de 2,0; 1,3 e 1,12 kb, respectivamente. Estes clones
foram seqilienciados e suas seqiiéncias nucleotidicas foram submetidas a analise de
similaridade com outras seqiiéncias existentes no banco de dados GenBank, com o
auxilio do programa BLASTX. O alinhamento entre as seqiiéncias nucleotidicas dos
clones isolados com a sonda A53-09 mostrou uma identidade de nucleotideos variando

entre 41 e 45%. O clone A5309-47 foi parcialmente seqlienciado, obtendo-se uma

viii



sequéncia de 963 pb com uma ORF putativa correspondente a 78 residuos de
aminoacidos, homologa a enzima lipoxigenase (LOX) de Glycine max, com 85% de
identidade. O clone A5309-71 foi totalmente seqiienciado; contém 1587 pb com uma
OREF correspondente a 306 residuos de aminoéacidos. A andlise de similaridade revelou
que ha 75% de identidade deste clone com a proteina estearoil-acil dessaturase de
Arabidopsis thaliana. O clone AS5309-72 também foi totalmente seqiienciado,
apresentando 1263 pb, com uma ORF correspondente a 124 residuos de aminoécidos
com identidade de 43% a uma peroxidase de Glycine max. Todos os clones isolados
apresentaram similaridades com enzimas chaves para a ativacdo de varias vias de
respostas de defesa, por meio de mecanismos que alteram todo o metabolismo da planta.
Sendo assim, todas as seqiiéncias de DNA obtidas correspondem a proteinas que estdo

potencialmente envolvidas na defesa da planta.
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Abstract

Andrade, Viviane Aguiar, M. S., Universidade Federal de Vigosa, July 2005. Isolation
and characterization of expressed sequences similar to defense response genes
to pathogens in soybean. Adviser: Everaldo Gongalves de Barros. Committee
Members: Elza Fernandes de Aratijo and Maurilio Alves Moreira.

The great importance of soybean to world agriculture has brought advancements in
techniques for the genetic, molecular and genomic development of this legume in order
to assure enough production for the commercialization of grains and byproducts. The
main losses in soybean crop are due to diseases. Understanding host-pathogen
interactions and the resistance mechanisms involved in this relationship is important in
making it possible to control major epidemics in crops, as well as to elucidate signaling
mechanisms activated in response to pathogens. In this context, the objective of this
work was to identify genes involved in the resistance response to soybean diseases. By
screening a cDNA library of cultivar FT-Cristalina, positive clones were isolated using
the A53-09 fragment as an RFLP probe. This 1019-pb fragment shows resistance gene
homology. Three clones were obtained from the analysis of 5x10° lysis plates of
recombinant phages hybridized to the probe, which were named: A5309-47, A5309-71
and A5309-72. The estimated size of each one was of 2,0, 1.3, and 112 kb respectively.
These clones were sequenced and their nucleotide sequences were analyzed for
similarity to sequences in GenBank database, using the BLASTX software. The
alignment between the nucleotide sequences of the clones isolated with the A53-09
probe showed a nucleotide identity varying between 41 and 45%. The clone A5309-47
was partially sequenced, resulting in a 963-pb sequence with a putative ORF
corresponding to 78 amino acid residues, homologous to Glycine max lipoxigenase

enzyme (LOX), with 85% identity. The clone A5309-71 was totally sequenced; it



contains 1587 pb with ORF corresponding to 306 amino acid residues. The similarity
analysis revealed 75% identity of this clone with the protein estearoil-acyl desaturase of
Arabidopsis thaliana. The clone A5309-72 was also totally sequenced, giving 1263 pb,
with ORF corresponding to 124 amino acid residues with 43% identity to a Glycine max
peroxidase. All isolated clones showed high similarities with key enzymes for the
activation of several defense-response pathways, through mechanisms which modify the
whole plant metabolism. Therefore, all DNA obtained sequences correspond to proteins

potentially involved in plant defense.
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1. Introducao

Com a expansao das areas de cultivo de monoculturas, o nimero de doencas que
afetam estas lavouras tem aumentado muito. Isto também ocorre com a soja (Glycine
max L. Merrill) que ¢ hoje uma das mais importantes espécies cultivaveis do mundo.
Avaliacdes das perdas decorrentes de doengas tém mostrado que somente as doengas de
final de ciclo, causadas por Septoria glycines e Cercospora kikuchii, sao capazes de
reduzir o rendimento em mais de 20% na maioria das variedades (Arantes e Souza,
1993). A utilizacdo de pesticidas pode promover uma protecdo efetiva mas a sua
aplicacao pode ser comprometida pelos efeitos adversos sobre o meio ambiente e até
pela emergéncia de linhagens de patdgenos mais resistentes.

As plantas sdo capazes de resistir a ataques de patdgenos por meio de
mecanismos nos quais cada célula atacada percebe e responde ao ataque microbiano que
estd sofrendo. Esta defesa inicia-se com o reconhecimento do patogeno, ¢ seguido pela
ativacdo de mecanismos de defesa caracterizados pela resposta de hipersendibilidade
(HR), refor¢co da parede celular e produgcdo de compostos antimicrobianos no sitio de
infec¢do, e culmina na resposta sistémica adquirida (SAR).

A maioria das respostas de resisténcia sdo mediadas por genes especificos. Os
chamados genes de resisténcia (R) sdo ativados em resposta a invasao de um patdgeno,
a qual induz a ativagdo rapida e localizada de mecanismos que promovem a protecao da
planta contra o patdgeno. A interacdo entre os produtos dos genes R e seus 35
correspondentes genes de aviruléncia (4vr) caracteriza o modelo de interacdo planta-
patogeno proposto por Flor (Flor, 1971).

O sequenciamento de genes de resisténcia de plantas que ja foram identificados

mostra que a maioria deles apresenta motivos estruturais similares. Os produtos



codificados por estes genes geralmente possuem dominio com sitio de ligagdo a
nucleotideo (NBS), que ocorre em diversas proteinas com atividade dependente de
ATP/GTP, ou dominio com repeti¢ao rica em leucina (LRR), que medeia a interacdo
proteina-proteina (Sinapidou et al., 2004). Os genes R com dominios NBS ou LRR
podem ser divididos em subclasses: uma que inclui os genes que codificam proteinas
com o motivo coiled coil (CC) na regido N-terminal, e outra que inclui genes cujas
proteinas apresentam dominio TIR (receptor Toll de interleucina).

Outros genes também sdo requeridos para a resisténcia a doencas em plantas,
entre eles aqueles que codificam proteinas cinases (MAP cinases, cinases dependente
de Ca'™), proteinas com atividade antimicrobiana, proteinas com fun¢des constitutivas
ou regulatorias (supressores e indutores), proteinas envolvidas na geracdo de espécies
reativas de oxigé€nio (ROS) e na biossintese de moléculas sinalizadoras. Esses genes sdao
essenciais na defesa contra ampla gama de patdgenos, provavelmente por atuarem em
pontos basais das rotas de transducao de sinal (Buchanam et al., 2000).

Elucidar os mecanismos de resisténcia a doencas das plantas e da interacdo
planta-patogeno possibilita 0o desenvolvimento de cultivares resistentes a doengas. O
desenvolvimento destes cultivares ¢ importante porque ¢ um meio mais econdmico e
seguro de controlar as epidemias nas lavouras e garantir uma boa producao.

Visando a elucidagdo dos mecanismos de resposta ativados por meio destes
genes, varias técnicas de biologia molecular tém contribuido para a descoberta de novos
genes R, identificados e clonados em vérias espécies de plantas incluindo soja, batata,
alface, milho, feijao e Arabidopsis (Aarts et al., 1998).

Um método que apresenta grande potencial no isolamento de genes de
resisténcia, de defesa e da via de transdugdo de sinal ativada durante a resposta ao
ataque do patdgeno ¢ o screening de bibliotecas gendmicas e de cDNA com sondas de
DNA homologas a genes de resisténcia.

Durante a construgdo de um mapa genético de ligagdo de uma populagdo de soja
obtida do cruzamento entre os progenitores G. max X G. soja, Rasfalski e Tingey
(1993) utilizaram sondas de RFLP, obtidas de uma biblioteca gendmica do cultivar de
soja Bonus, que apresentavam baixo numero de copias. A andlise da populacao revelou
que 75% das bandas apresentadas eram monomorficas, enquanto que 0,5% das sondas
que revelavam polimorfismo mapeavam em regides altamente polimoérficas ou
hipervariaveis. Barros et al. (2000) sequenciaram cinco destas sondas. A andlise das

seqiiéncias revelou que duas sondas ndo apresentavam similaridade a nenhuma



sequéncia do GenBank, enquanto as outras trés seqiiéncias apresentavam similaridade a
genes de resisténcia a doencas de plantas.

Marcelino (2002) utilizou um fragmento de 295 pb contido na sonda de RFLP
A53-09 identificada por Barros et al. (2000) para selecionar clones positivos similares a
genes de resisténcia, a partir de uma biblioteca de cDNA construida de folhas no estadio
V3 de desenvolvimento, da variedade de soja FT-Cristalina. Obteve como resultado, o
isolamento e caracterizacdo de quatro clones similares a genes potencialmente
envolvidos na resposta de defesa a doencas em soja.

No presente trabalho, todo o fragmento de 1019 pb do clone A53-09 foi
utilizado como sonda para a realizagdo de um novo screening da biblioteca de cDNA de
soja, construida por Marcelino (2002), com o objetivo de isolar e caracterizar clones
com seqiiéncias expressas similares a genes de resisténcia ou que estejam envolvidos no

mecanismo de resposta de defesa contra fitopatdogenos em soja.



2. Revisao de Literatura

2.1. A Soja e sua importancia agroindustrial

A soja, [Glycine max (L.) Merrill], ¢ uma leguminosa herbacea pertencente ao
género Glycine, com 2rn=40, que apresenta uma grande variabilidade genética, e ¢
considerada a fonte de proteina e Oleo vegetal mais importante no mundo, para a
nutricdo humana e animal, devido a sua alta qualidade e seu baixo custo de produgdo
(Godoy e Canteri, 2004). Segundo Fehr (1987), citado por Godoy e Canteri (2004), uma
tipica semente de soja acumula 40% de proteina e 20% de 6leo, o que a torna uma das
mais importantes dentre as leguminosas sob o ponto de vista economico.

O genoma da soja ¢ grande e compreende aproximadamente 1.115 Mb/valor C
(Arumuganathan e Earle, 1991), sendo maior que o genoma da Arabidopsis (145 Mb) e
do arroz (420 Mb). Singh ¢ Hymowitz (1988) propuseram que 35% do genoma da soja
seria constituido por heterocromatina, e Goldberg (1978), em estudos de renaturacao do
DNA, propds que de 40-60% do genoma ¢ de DNA repetitivo. Andlises de BACs
sugerem que embora algumas regides sejam predominantemente ricas em genes ou ricas
em repetigdes, muitos locos contém uma mistura de seqliéncias génicas e seqiiéncias
repetitivas (Marek et al., 2001).

A variabilidade genética da soja pode ser observada em diversas caracteristicas
como: tamanho, forma e cor das sementes (Stacey et al., 2004), tipos de folhas e
padroes de ramificagdo, sensibilidade ao fotoperiodo (Palmer et al., 2004). Além disso,
ha diferencas em varios genes que, além de caracteres morfologicos e reprodutivos,

afetam a nodulacdo, a compatibilidade especifica a diferentes géneros de rizobios, e



condi¢des de resisténcia/suscetibilidade a virus, nematdides, fungos e bactérias (Stacey
et al., 2004).

A soja foi domesticada e cultivada inicialmente na China por centenas de anos
(Xu et al., 1986), mas hoje ¢ cultivada em todo o mundo. No Brasil, foi introduzida em
1908 por imigrantes japoneses nos estados da Regido Sul (Parand, Santa Catarina e Rio
Grande do Sul), entretanto, apenas a partir da década de 70 observou-se o crescimento
da sua produgdo no pais. Desde 1970 a sojicultura tem se expandido da regido onde se
iniciou seu cultivo para outras areas do pais devido a fatores como: condi¢des climaticas
favoraveis, boa infra-estrutura (sistema viario, portuario, comunicagdes), o
estabelecimento de uma articulada rede de pesquisa de soja e o surgimento de um
cooperativismo dindmico e eficiente (EMBRAPA, 2003).

A partir da década de 80, os estados de Goids, Minas Gerais, Bahia, Mato
Grosso ¢ Mato Grosso do Sul foram alcangados pelo cultivo da soja, dentro do
movimento agropecudario em direcdo ao oeste brasileiro (Igreja et al., 1998).
Atualmente, areas da Amazonia Legal (regido Norte, Mato Grosso e oeste do
Maranhdo) também estdo sendo alvos do avangco do cultivo de soja (Mueller e
Bustamante, 2002).

Os maiores produtores de soja (80% da produ¢do mundial) sdo: Estados Unidos,
Brasil, Argentina e China. Os trés primeiros sdo responsaveis por 90% da
comercializacdo mundial da oleaginosa, sendo o Brasil o segundo maior exportador,
enquanto que a China consome sua producao internamente (Arantes e Souza, 1993).

A transformagdo industrial dos graos de soja possibilita a obtencdo do 6leo, da
torta (residuo da trituracdo dos graos) e de farinha, e a partir destes, produtos como:
lectina de soja, 6leo alimenticio, margarina, gordura emulsionada, leite de soja, queijo
de soja (tofu), molho de soja e as proteinas vegetais texturadas (PVT) que sdo bastante
utilizadas em substitui¢do a carne (Bertrand et al., 1987). Ultimamente, outros usos da
soja tém sido revelados no campo da medicina (combate ao alcoolismo, tratamento de
cancer de mama e prostata), e na producdo de tintas, colas e protetores solares (Pinho,
2004).

Devido a grande importancia que a soja representa para a agricultura mundial,
avangos vém ocorrendo nas técnicas voltadas para o desenvolvimento genético,
molecular e gendmico da soja (Stacey et al., 2004) a fim de assegurar producdo
suficiente para a comercializacdo do grdo e de seus derivados. A aplicacdo de

marcadores moleculares na deteccdo de variabilidade genética, tanto em estudos



genéticos como na pratica do melhoramento vegetal ¢ uma das pesquisas mais
realizadas atualmente.

O mapa genético da soja estd quase totalmente saturado por diferentes
marcadores moleculares, incluindo SSRs (sequéncias repetidas unicas) e RFLP
(polimorfismo de fragmentos de restricdo) que intercalam randomicamente todo o
genoma da soja (Stacey et al., 2004). A utilizagdo destes marcadores auxilia na
determinagdo do genoma da soja favorecendo a caracterizacdo das colecdes dos
germoplasmas, ajudando a eliminar redundancias e a identificar e preservar
caracteristicas importantes. Uma vez identificadas as caracteristicas de maior
importancia para os programas de melhoramento, ¢ possivel o desenvolvimento de
novas variedades que apresentem alta producdo, com niveis desejados de Oleo e
proteina, com custos baixos.

O desenvolvimento de novas variedades adaptadas aos tropicos e a geracdo de
novas tecnologias contribuiu para que o Brasil aumentasse sua produ¢dao, com valor
estimado na safra 2003/2004 de 49.770 mil toneladas de grdos em 21.275 mil hectares
plantados, apresentando uma produtividade de 2.339 kg/ha, embora o potencial do
Brasil tenha sido estimado em 3.600 kg/ha (Conab, 2005). Dentre os varios fatores que
contribuem para que o potencial produtivo da cultura ndo seja atingido estdao as doengas.
Aproximadamente 40 doencas causadas por fungos, bactérias, nematoides e virus, que
atacam a cultura da soja, j& foram identificadas no Brasil.

A importancia econdmica de cada doenga varia de ano para ano e de regido para
regido, dependendo das condi¢des climaticas de cada safra (EMBRAPA, 2002). Para o
Brasil, perdas com doencas representa um prejuizo anual de cerca de 20 milhdes de
dolares. Entre os anos de 1988 e 1990 houve uma perda de 9% na produ¢do mundial de
soja devido ao ataque de patdgenos, o que equivale a uma cifra de 3,2 bilhdes de dolares
(http: //www.conabe.gov.br).

As principais perdas no cultivo da soja sdo decorrentes do cancro da haste
(Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis), da antracnose (Colletotrichum dematium
var. truncata), da mancha parda (Septoria glycines), do crestamento foliar (Cercospora
kikuchii), da mancha “olho-de-ra” (C. sojina), da seca da haste e da vagem (Phomopsis
sojae e outras espécies), da podridao branca da haste (Sclerotinia sclerotiorum), dos
nematoides de galhas (Meloidogyne incognita e M. javanica) e do nematdide do cisto
(Heterodera glycines). Avaliagdes das perdas tém mostrado que somente as doengas de

final de ciclo, causadas por Septoria glycines ¢ Cercospora kikuchii, sdo capazes de



reduzir o rendimento em mais de 20% na maioria das variedades (Arantes e Souza,
1993).

Dentre as diversas doencas que afetam as lavouras de soja, a cercosporiose,
também conhecida como mancha “olho-de-ra”, causada pelo fungo Cercospora sojina
Hara ¢, provavelmente, a que tem causado maiores prejuizos a cultivares suscetiveis,
reduzindo o rendimento e a qualidade das sementes (Cordeiro, 1992). Segundo Athow
(1983), a doenga foi relatada pela primeira vez nos Estados Unidos. No Brasil, foi
descrita pela primeira vez por Yorinori (1971) no Parand, e por Reis e Kimat (1973) no
Rio Grande do Sul (Cordeiro, 1992).

Segundo Cordeiro (1992), as lesdes nas folhas se apresentam como pequenas
manchas angulares ou circulares, de coloragdo castanho-avermelhada, presentes
somente na parte superior. Com o desenvolvimento da infec¢do, o centro torna-se cinza
com uma estreita faixa castanho-escuro circundando a lesdo. As plantas ficam
inteiramente desfolhadas com os caules e vagens manchados de cinza a castanho.

O controle quimico com fungicida, além de caro, ndo ¢ o meio mais eficiente
para controlar a mancha “olho-de-rd”. O uso de cultivares resistentes a partir da
incorporacdo de alelos de resisténcia em cultivares comerciais suscetiveis ¢ o meio mais
econdmico e eficiente de controle, mas para isso, faz-se necessario conhecer o

mecanismo de resisténcia das plantas (Gravina et al., 2004).

2.2. A planta e os mecanismos de resisténcia a doengas

As plantas sdo continuamente atacadas por bactérias, virus, fungos, nematoides,
mas elas geralmente dispdem de mecanismos para escapar desses patdgenos e evitar que
a doenca se instale. Os mecanismos utilizados pelas plantas diferem do sistema de
defesa dos animais que empregam células especializadas que sdo mobilizadas para o
sitio de infec¢do onde imobilizam o microrganismo invasor ¢ impedem que a infec¢do
se espalhe. Nas plantas, as células ndo podem se mover, a resposta de defesa ¢
auténoma, ou seja, cada célula pode perceber e responder a um ataque microbiano
independentemente (Bonas e Lahaye, 2002).

As plantas, durante a sua evolug¢do junto com os patogenos, desenvolveram
mecanismos de resisténcia que podem ser constitutivos ou induzidos, assim, apesar da
vasta gama de fitopatdgenos, a resisténcia ¢ regra e a suscetibilidade, exce¢ao (Agrios,

1997).



Uma vez dentro das plantas estes patdgenos utilizam trés tipos de estratégias de
colonizagdo: necrotrofica, na qual as células das plantas morrem; biotrofica, a planta
permanece viva; € hemibiotrofica, o patdogeno mantém a célula viva inicialmente, mas
em estadios avancados de infec¢do, mata as células (Buchanam et al., 2000).

A presenga de barreira fisica (parede celular e cuticula); a produgdo de
compostos fenolicos e alcaloides; a presenga de metabolitos secundarios (saponinas e
glucosinolatos); o fato da planta ndo ser hospedeira (ndo apresentar os requerimentos
basicos para sobrevivéncia do patdogeno); ou apresentar sistema de reconhecimento do
patogeno que induza uma ampla resposta de defesa sdo as principais razdes para que um
patégeno nao tenha sucesso na sua infeccao (Buchanan et al., 2000).

A doenca s6 ocorre se uma infec¢do ¢ bem sucedida, ou seja, quando a planta
ndo ¢ capaz de evitar que o patdgeno a colonize, e ¢ dito, neste caso, que a interacdo
entre a planta e o patdogeno ¢ uma interagdo compativel, sendo a planta suscetivel e o
patogeno virulento. Mas se a planta nao fica doente apos a infecgdo por apresentar um
eficiente mecanismo de reconhecimento capaz de deter o crescimento do patdgeno,
impedindo que a doencga ocorra, esta planta ¢ dita resistente, o patdogeno € avirulento, ¢ a
interagdo planta-patégeno ¢ dita incompativel (Nimchuk et al., 2003).

A resposta de resisténcia a patogenos ¢ um sofisticado sistema de vigilancia que
¢ capaz de distinguir entre sinais proprios da planta e aqueles emitidos por patogenos,
resultando na ativagcdo de répidas respostas de defesas conhecidas como resposta de
hipersensibilidade (HR), que geralmente est4 associada a morte celular (Buchanan et al.,
2000). Uma vez reconhecidos os sinais originados dos patdogenos, o sistema de defesa
das plantas ativa uma série de respostas de defesa, em processos coordenados tempo e
espacialmente que levam a HR, que cria um ambiente desfavoravel ao desenvolvimento
do patdgeno.

Analises genéticas revelam que esta protecdo induzida ¢ frequentemente
determinada pela complementaridade dos pares de genes de resisténcia (R) da planta e
genes de aviruléncia (4vr) dos microrganismos invasores (Bonas e Lahaye, 2002). A
interagdo R-Avr baseia-se no modelo de interagdo gene-a-gene proposto pelo
pesquisador de patologias de plantas Harold Flor (Loegering, 1987).

Esta interacdo tem sido confirmada na relacdo entre o tomate e o patdogeno
Cladosporium fulvum, na qual dois genes de aviruléncia, Avrg e Avry codificam
elicitores que induzem resposta de hipersensibilidade (HR) em plantas de tomate que
apresentam os genes de resisténcia CFy e CF, correspondentes (Joosten et al., 1997).

Quando o patogeno ndo tem o gene Avr correspondente ele ndo ¢ reconhecido pelo



hospedeiro e, portanto, ndo ocorre indugdo dos mecanismos de defesa, ou esta ocorre de
um modo bastante lento, o que possibilita o crescimento do patdégeno e o
desenvolvimento da doenca.

O modelo genético de interagdo gene-a-gene proposto por Flor tem inspirado a
proposicao de varias interpretagdes e diversos modelos bioquimicos alternativos para
explicar a interacdo planta-patdgeno. Bonas e Lahaye (2002) apresentam alguns
modelos alternativos que tentam elucidar a maneira que ocorre a interacdo entre as
plantas e os organismos que as atacam. Dentre estes modelos temos: 1) o modelo
receptor-ligante no qual o ligante Avr, codificado pelo patdgeno, se liga diretamente a
uma proteina codificada pelo correspondente gene R da célula vegetal, iniciando o
processo de defesa; 2) o modelo co-receptor no qual a proteina Avr se liga primeiro a
um sitio de alta afinidade de um co-receptor que interage com a proteina R para induzir
a resposta de defesa; 3) o modelo guarda, que segundo Lahaye (2004), ¢ caracterizado
pela formagao de um complexo, no qual a proteina R serve de antena capaz de
reconhecer a interacdo de fatores de aviruléncia ligados a alvos especificos da planta
que conferem resisténcia; na auséncia desta proteina antena a regulacdo da defesa fica
comprometida e a infec¢do ¢ bem sucedida; 4) e, por fim, o modelo que propde que a
elicitacdo da defesa seja dependente de proteases; ele sugere que varias proteinas Avr
sdo potencialmente proteases que processam proteoliticamente as proteinas da planta
iniciando a defesa.

Apesar de todos estes modelos terem sido propostos para explicar o mecanismo
de interacdo planta-patdgeno, Bonas e Lahaye (2004) afirmam que evidéncias
moleculares em favor destes modelos ainda sdo escassas, sendo mais aceito o modelo de
interagdo direta entre a proteina R e a proteina Avr, também conhecido como interagdo
gene-a-gene.

Apbs o reconhecimento dos elicitores pela interagdo especifica dos produtos dos
genes Avr e R, a rapida inducdo da HR promove acumulagdo de compostos fenolicos,
como fitoalexinas, e refor¢o da parede celular, o que evita ataques futuros por outros
tipos de patdgenos (Maarten et al., 2001). Estes compostos acumulados estdo presentes
em suas formas ativas ou armazenados como precursores inativos que sdo ativados por
enzimas que respondem ao ataque do patdgeno. Saponinas (compostos glicosilados) e
glicosinolatos (compostos glicosilados que contém enxofre) sdo os principais
metabolitos que atuam como enzimas destoxificantes ou compostos toxicos para o
patogeno (Buchanan et al., 2000). O refor¢o da parede celular ¢ feito pela deposigdo de

calose, lignina, glicoproteinas ricas em hidroxiprolina e acumulo de proteinas



relacionadas com a patogénese (PR), como as quitinases e glucanases sintetizadas pelas
células que circundam a lesao (De Wit, 1992).

Além disso, apds o reconhecimento do elicitor e da ativagdo da HR, ocorre
ativacdo de uma cascata de transducdo de sinais que leva a formacdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), sintese de oOxido nitrico, alteracdo do potencial de
membrana e do estado de fosforilagdo das proteinas e ativagdo de genes envolvidos na
resposta de resisténcia.

Vérios papéis na resposta de defesa tem sido proposto para as ROS (Buchanan et
al., 2000), entre eles promover a toxicidade do meio, pelo acumulo de peroxido de
hidrogénio (H,0,), que impossibilita o crescimento do patogeno, e formacao de radicais
hidroxilas (OH") e superdxidos (O,’) que sdo altamente prejudiciais para lipideos, acidos
nucléicos, proteinas e membranas celulares.

Em mamiferos, a formacao de ROS est4 associada aos processos apoptdticos, o
que pode indicar seu papel na morte celular durante a HR. Esta analogia tem sido
reforcada pela identificacdo de sistemas similares ao sistema NADPH oxidase de
neutrofilos de mamiferos, o gp91°" e Rac. O homologo ao gp91°™, identificado em
Arabidopsis e arroz (Keller et al., 1998; Torres et al., 1998), possui um motivo de
ligagcdo ao calcio que funciona como conexao reguladora do influxo de ions induzida
pelo patogeno. O influxo de Ca”" ativa a proteina analoga a proteina NADPH oxidase,
que, por sua vez, ¢ capaz de promover a reducdo de uma molécula de oxigénio gerando
O, que ¢ rapidamente convertido a H,O, por agdo de catalases ou da ascorbato
dismutase (McDowell e Dangl, 2000). Segundo McDowell ¢ Dangl (2000), pouco se
sabe sobre o complexo Rac, mas fenotipos de plantas transgénicas que expressam
constitutivamente uma variante qualquer do Rac indicam que ele ¢ um regulador da
morte celular em plantas.

Em condigdes apropriadas, H,O, ¢ O, podem converter os acidos linoléico,
linolénico e araquidonico em peroxidos lipidicos que atuam como moléculas
sinalizadoras. Os perdxidos de hidrogénio poderiam atuar ainda como substrato para a
peroxidagdo lipidica, envolvendo lipoxigenases, levando a formagdo de precursores do
acido jasmonico que também ¢ uma molécula sinalizadora (Marcelino, 2002).

Durante a resposta de defesa, o H,O, ndo ¢ removido e ele pode apresentar
funcdes importantes, tais como: atuar diretamente como composto toxico contra o
patdgeno; promover o aumento de radicais OH' livres; quando na presenga de ions ferro,
promover sintese de ligagdes cruzadas entre hidroxiprolinas e glicoproteinas ricas em

prolina a matriz polissacaridica, reforcando a parede celular; induzir sintese do acido
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benzodico que atua como sinalizador; ativar genes dos mecanismos de prote¢ao; alterar o
balanco Redox, promovendo a transcri¢ao de genes (Buchanan et al., 2000).

Algumas investigagcdes tém sido feitas para identificar a intera¢do entre acido
salicilico (AS), 6xido nitrico (NO) e ROS (McDowell e Dangl, 2000). NO ¢ requerido
para a HR, como foi demonstrado em experimentos com a enzima 6xido nitrico sintase
(NOS) que apresenta atividade aumentada de quatro a cinco vezes em plantas de tabaco
infectadas com o virus do mosaico do tabaco (TMV) (Durner et al., 1998). O AS esta
diretamente relacionado com a ativagdo de genes que codificam as proteinas de
resisténcia (PR) e aumentam a resisténcia a varios tipos de patdgenos.

Estudos com plantas de tabaco indicam que o NO ex6geno promove a expressao
de genes de resposta a patdgenos e que esta inducdo génica ¢ dependente do acimulo de
AS. A conclusdo destes estudos diz que tanto o AS quanto o NO atuam de forma
sinérgica para potencializar a acdo das ROS, agindo cooperativamente para o
mecanismo de amplificagdo de sinais (McDowell e Dangl, 2000). Enfim, ROS ¢ NO
estimulam a sintese de AS que, por sua vez, potencializa respostas dependentes de ROS
e NO.

A ac¢do conjunta das ROS, NO e AS leva a ativagdo de uma resposta em toda a
planta por meio da ativagdo da resisténcia sist€émica adquirida (SAR). Esta resposta ¢
mais duradoura e efetiva contra os patdogenos. Para ocorrer ¢ necessario que a infec¢ao
inicial resulte na formacao de lesdes de necrose como parte da HR ou como sintoma da
doenca. Na ativagdo da SAR, um lipidio sinalizador, derivado de células infectadas,
interage com a proteina DIR1 (proteina de transferéncia de lipideos) e promove o
acumulo de AS e o recrutamento da proteina NPR1 (proteina que possui uma repeti¢ao
de anquirina e ¢ responsavel pela regulacdo da transcri¢do de genes que codificam
proteinas relacionadas a patogenicidade). Experimentos com adi¢do de AS em brotos de
Arabidopsis demonstraram que o AS promove o deslocamento de NPR1 do citoplasma
para o nucleo onde ela se liga a varios fatores de transcrigdo com motivos TGA
(TGACQ) ou fatores de transcricdo WRKY, resultando na expressdo de varios genes Pr
(relacionados a patogenicidade) (Hammond-Kosak e Parker, 2003).

Outro tipo de resisténcia tem sido verificado em plantas que apresentam resposta
a cepas nao patogénicas da bactéria colonizadora de raizes Pseudomonas fluorescens.
Esta resposta ¢ conhecida por SIR (resposta sistémica induzida) e caracteriza-se por ser
independente da acumulag¢dao de AS e ndo estar associada com a ativagdo da expressao
de proteinas PR. No entanto, ¢ uma resposta que requer a ativagdo de rotas de

sinaliza¢ao mediadas por acido jasmdnico (AJ) e etileno e da proteina NPR1. A resposta
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de defesa dependente de AJ-etileno ¢ ativada por patdégenos que matam as células da
planta para obterem nutrientes (patdogenos necrotroficos). AJ e etileno sdo reguladores
do crescimento das plantas sugerindo que existe uma sobreposicdo dos componentes
regulatorios da defesa e do desenvolvimento (McDowell e Dangl, 2000). O papel dessas
duas moléculas sinais na resposta de defesa a patdogenos em plantas ainda ndo estd bem
eluciado.

McDowell e Dangl (2000) descrevem um terceiro tipo de resposta sistémica que
¢ denominada de resisténcia independente de SAR (ISR) caracterizada por ndo envolver
expressdo de proteinas PR, mas promover o acumulo de AS. Um supressor de NPR1,
denominado SON, ¢ capaz de inibir a proteina NPR1 e ativar rotas dependentes de AS,
o que leva a crer que as rotas dependentes de AS podem ser desacopladas do gene NPR1
e que existem pontos de convergéncias das vias de sinalizagdo das respostas de defesa.
O cruzamento entre as vias de sinalizacdo permite a planta uma fina sintonia entre o
programa de defesa e a resposta a cada tipo de patégeno conferindo maior eficiéncia que
a resposta individual de cada rota (Nimchuk et al., 2003).

Entender as intera¢des entre planta e patdgenos e seus mecanismos de resisténcia
¢ importante para possibilitar o controle de grandes epidemias em culturas agricolas,
bem como elucidar mecanismos de sinalizagao ativados em resposta a uma situacao de
estresse ou a um patdgeno, ¢ também esclarecer como os diversos organismos de
espécies diferentes se relacionam promovendo evolucdo das respostas a patdgenos.

O desenvolvimento de cultivares de soja resistente e com alta produtividade
pode ser conseguido se os mecanismos moleculares de resisténcia a doengas e da
interacao planta-patdogeno estiverem melhores esclarecidos. Com metas na obten¢do de
cultivares mais produtivos, a identificacdo e utilizacdo de fontes de resisténcia aos
principais patogenos constituem uma das estratégias para a obten¢do de variedades
comerciais mais produtivas. Segundo Stacey et al. (2004), o melhor entendimento da
fisiologia da soja e a habilidade em manipular a resisténcia a varias doengas desta
cultura podem resultar na reducdo da utilizacdo de pesticidas além de proporcionar

outros beneficios para o meio ambiente.

2.3. Genes de resisténcia e proteinas R

Variagdo na interagao planta-patdégeno pode ser atribuida a presenga ou auséncia
de genes de resisténcia (R), cujos produtos sdo capazes de responder ao produto do gene

Avr condizente (Flor, 1971). Estes genes sdo ativados em resposta a invasao de um
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patogeno, que induz ativacdo rapida e localizada de mecanismos que promovem a
protecao da planta contra aquele patogeno. Estes genes condicionam resisténcia a uma
gama de patégenos ndo relacionados, e os seus produtos, junto com seus
correspondentes genes de aviruléncia (4vr), sdo componentes criticos de resisténcia de
espécies ou ragas especificas (Staskawicz et al., 1995; Dangl e Jones, 2001).

Os genes R, uma vez ativados, desencadeiam cascatas de transducao de sinal que
culminam com o fendtipo de resisténcia e apresentam duas fungdes bésicas:

- reconhecimento molecular do ligante derivado do gene Avr;

- ativagdo da resposta de defesa por cascata de transdugdo de sinais levando a

répida inducao de genes de resposta.

Dezenas de genes R, contra muitos diferentes patogenos, tém sido clonados de
um grande niimero de espécies de plantas. O ritmo das descobertas de genes R em
plantas de culturas de interesse agrondmico, como arroz, cevada, milho e tomate, teve
um forte aumento nos ultimos cinco anos, devido a avangos nas tecnologias de
isolamento e mapeamento desses genes (Hammond-Kosak e Parker, 2003). As proteinas
codificadas por eles podem ser agrupadas em vdrias superfamilias, com base em
dominios protéicos.

A classe predominante de genes R codifica proteinas com uma repeticdo rica em
leucina com sitio de ligagdao a nucleotideo (NBS-LRR) ¢ dominio N-terminal variavel.
Menos comum, ¢ a classe das proteinas cinases serina/treonina e as LRR extracelulares
(eLRR) que possuem um dominio transmembrana ¢ um curto dominio C-terminal ou
uma cinase ligada (Hammond-Kosak e Parker, 2003).

As proteinas NBS-LRR apresentam repeticdoes de leucina alternadas com
aminodcidos com radicais hidrofobicos (LxxLxLxxN/CxL). Sete grupos destas
repeti¢cdes formam uma folha-B com um /oop adjacente. Possuem de 20 a 29 residuos de
aminoacidos, arranjados em tandem de 20 a 30 vezes, em diferentes proteinas que
conferem resisténcia espécie-especifica. Estas repetigdes criam uma superficie que
detecta variagdes nos ligantes dos patdgenos por meio de interacdo proteina-proteina e
receptor-ligante. O tamanho dos dominios LRR em muitas proteinas R permite o
reconhecimento de diferentes ligantes e a participacdo na sinalizacdo por meio de
interacao com proteinas (Buchanan et al., 2000).

Estas proteinas podem ser divididas em subclasses dependendo do dominio
ligado ao seu N-terminal. Um putativo coiled coil (CC) pode ser encontrado em
produtos dos genes RPP-8 (McDowell et al., 1998) e RPP-13 (Bittner-Eddy et al., 2001)

que reconhecem o patogeno Peronospora parasitica. Um outro dominio, semelhante ao
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dominio citoplasmatico codificado pelo gene de desenvolvimento TOLL de Drosofila
ou ao receptor IL-1 (TIR) codificado pelo gene de interleucina de mamiferos, pode ser
encontrado em proteinas codificadas pelos genes RPP-5 (Parker et al., 1997) ou RPP-1
(Botella et al., 1998).

O sitio de ligacao a nucleotideo (NBS) estd frequentemente associado a motivos
conservados ARC, que sdo similares a proteinas CED-4 de nematdides e ao dominio
NBS de proteinas apoptoticas animais APAF-1. Estudos verificaram que a dimerizacdo
das proteinas APAF-1 leva a ligacdo e a hidrolise do ATP ativando a resposta de defesa
e regulando a morte celular (Sinapidou et al., 2004). Genes com dominios NBS ndo
apresentam um mecanismo claro de transducdao de sinais, no entanto, devido a sua
similaridade com as proteinas APAF-1, um modelo analogo a cascata de sinalizagcdo que
envolve APAF-1 e CED-4, foi proposto para os genes R com dominios NBS. Anélise de
mutagdes no sitio NBS, que alteram residuos especificos, verificaram que a atividade da
proteina fica interrompida nao cumprindo seu papel na defesa da planta (Nimchuk et al.,
2003). Alguns autores sugerem ainda que o NBS seja a regido adaptadora capaz de ligar
o C-terminal LRR ao dominio de reconhecimento de varios efetores.

O gene RRSI de Arabidopsis, que confere resisténcia a bactéria Ralstonia
solanacearum, codifica uma proteina NBS-LRR que apresenta um dominio WRKY
adicionado ao seu C-terminal. As proteinas codificadas que comtém estes motivos sao
fatores de transcri¢do, induzidos na resposta de defesa, que se ligam a cis-elementos de
varios promotores de genes ativados por patogenos. A proteina RRS1 pode se ligar ao
DNA e ativar outros genes que conferem o fenotipo de resisténcia (Hammond-Kosack e
Parker, 2003).

O gene Cf-9, isolado por Jones et al. (1994), que responde ao Cladosporium
fulvum, codifica uma proteina que apresenta um dominio LRR extracitoplasmatico
ancorado a membrana, evidenciando seu envolvimento na sinalizagdo da defesa. O
produto do gene Xa2l (Wang et al., 1998) esta localizado no citoplasma e contém uma
serina/treonina cinase, o que sugere que a proteina codificada por ele apresenta
importante papel na resisténcia espécie-especifica, mas requer outras proteinas que
possuam dominios NBS-LRR para atuar na defesa da planta (Buchanan et al., 2000).

O gene Pto do tomate (Martin et al., 1993), que confere resisténcia a bactéria
Pseudomonas syringae, representa uma excecdo entre as proteinas codificadas por
genes R, pois codifica uma serina/treonina cinase citoplasmatica que requer interag@o
com a proteina Prf, codificada pelo gene Prf. A Prf possui um dominio NBS-LRR e

monitora a interagao do alvo de viruléncia 4Avr-Pto ao produto génico Pto. Quando a
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interagdo AvrPto-Pto ¢ estabelecida a proteina Prf liga-se ao complexo e desencadeia a
resposta de resisténcia (Lahaye, 2004). Este tipo de interacdo ¢ conhecido como modelo
guarda, descrito anteriormente, e tem sido comprovado com outras evidéncias
experimentais que envolvem a proteina RIN4 que interage com o complexo formado
pela proteina RPM1 de Arabidopsis e o Avr Rpml ou AvrB derivado da bactéria
Pseudomonas syringae.

O gene Hm1 do milho, que confere resisténcia ao fungo Cochiobolus carbonum,
¢ o Unico gene de resisténcia que foge do modelo de interagdo gene-a-gene, pois nao
apresenta nenhum gene Avr envolvido na resposta de resisténcia. Este gene codifica a
enzima HC-toxina redutase (HCTR) que destoxifica a HC-toxina produzida pelo fungo.
HC-toxina ¢ uma enzima que inibe a atividade da acetil deacetilase, enzima responsavel
pela deacetilagdo das histonas H; e Hy durante os processos de transcri¢ao.

Enfim, vérios genes de resisténcia estdo sendo isolados, caracterizados e
classificados de acordo com o motivo estrutural da proteina que os mesmos codificam.
Alguns dos principais genes de resisténcia que ja foram isolados e caracterizados estdo
sumarizados na Tabela 1.

A soja € uma espécie que possui um mapa genético saturado (Cregan et al. 1999)
e um sistema de transformagao bem desenvolvido (Zhang et al., 1999) que facilita os
trabalhos de clonagem de genes de resisténcia nesta planta. Um mapa genético de genes
de defesa e anadlogos a resisténcia esta sendo construido por Ai-Guo Tian et al. (2004).
Outros autores também estdo isolando e caracterizando varios genes de resisténcia da
soja (Zhang et al., 1997; Liu et al., 2000; Wu et al., 2001; He et al., 2001, 2002 e 2003,
citados por Ai-Guo Tian et al., 2004) com a finalidade de estabelecer avangos genéticos
que permitam o entendimento do funcionamento do “sistema imune” das plantas que
levem ao desenvolvimento de cultivares resistentes, impulsionando a produ¢do de soja

em todo o mundo.

2.4. As vias de sinalizacio da resposta de defesa

A ativagdo da resposta de defesa requer um sofisticado mecanismo que envolve
a ativacdo de vias de sinalizagdo especificas que promovem uma reprogramacao da
transcricdo e do aparato de sintese de proteinas da planta. Dissecacdo genética da
sinalizagdo em Arabidopsis tem mostrado a existéncia de vias alternativas de

sinalizacdo que convergem a elementos downstream comuns. Duas dessas vias foram
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Tabela 1 — Classe de genes de resisténcia isolados.

Caracteristica
Classe Gene R Planta Patégeno Referéncia
da proteina R*
1 Hml Milho Cochiobolus Toxina Johal e Briggs,
carbonum 1992
2 Pto Tomate Pseudomonas Cinase serina/treonina Martin et al., 1993
syringae
3 PSBI Arabidopsis Pseudomonas Cinase serina/treonina Swiderski e Innes,
syringae 2001
4A RPS2 Arabidopsis Pseudomonas CC-NBS-LRR ou LZ- Bent et al., 1994
syringae NBS-LLR
Milal/Mla6  Cevada Blumeria CC-NBS-LRR ou LZ- Zou et al., 2001
graminis f.sp. NBS-LLR
RI Batata Phytophora CC-NBS-LRR ou LZ- Ballvora et al.,
infestans NBS-LRR 2002
RPPS Arabidopsis Peronospora CC-NBS-LRR ou LZ- McDowell et al.,
parasitica NBS-LRR 1998
4B N Tabaco Virus do TIR-NBS-LRR Witham et al.,
mosaico 1994
RPP4 Arabidopsis Peronospora TIR-NBS-LRR Van der Biezen et
parasitica al., 2002
4C Dm3 Alface Bremia lactucae  NBS-LRR Meyers et al.,
1998
4D RRS1 Arabidopsis Rasltoria NBS-LRR-WRKY Deslandes et al.,
solanacearum 2002
SA cr9 Tomate Cladosporium eLRR Jones et al., 1994
Sfulvum
6 Xa-21 Arroz Xanthomonas eLRR-cinase Song et al., 1995
oryzae
7 RPWS.1 Arabidopsis Erysiphe CC-ancorado a Xiao et al., 1998
cruciferum membrana
8 Rpgl Cevada Puccinia Receptor de cinase Freialdenhoven et
graminis acoplado a proteina G al., 1996

*Coiled coil (CC), Sitio de ligacao a nucleotideos (NBS), Repeticdes ricas em leucina (LRR),
ziper de leucina (LZ), homdlogo ao dominio receptor de interleucina 1 (TIR), fator de
transcrigio WRKY (WRKY), repeticdo rica em leucina extracitoplasmatica (¢eLRR).
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definidas por meio de mutagdes nos genes EDS/ (aumento da suscebilidade a doenga 1)
e PAD4 (fitoalexina-deficiente 4) ou nos genes NDRI (resisténcia a doenca raga nao
especifica).

Os genes EDSI e PAD4 afetam o mesmo espectro de genes de resisténcia e
apresentam homologia com lipases cataliticas, embora nenhuma atividade enzimatica
tenha sido demonstrada para suas proteinas (Nimchuk et al., 2003). O gene NDR, um
provavel glicosilfosfatidilinositol (GPI), codifica uma proteina ancoradora de
membrana. Em animais, proteinas GPI s3o encontradas em transportadores de lipideos
associados com chaperones como as HSP 70 e a HSP 90.

Aarts (1998), estudando os genes EDSI e NDRI, erificou que mutagdes no
NDRI causam a perda da resisténcia conferida pelos genes RPS2 e RPS5 ao patdgeno
Pseudomonas syringae, que expressa genes avrRpt2 e avrRpt5, respectivamente; e a
incapacidade de resposta do gene RPM1, que confere resisténcia contra os genes avrB e
avrRpm1 de bactéria. As mutagdes em EDSI abolem a resisténcia conferida por genes
de resisténcia RPP.

O uso de mutantes eds/ e ndrl indica que as proteinas codificadas pelos genes R
que apresentam dominios CC-NBS-LRR sinalizam sua resposta por meio da via NDRI;
enquanto proteinas com dominios TIR-NBS-LRR ativam o mecanismo de defesa por
meio da proteina like-lipase EDSI (Nimchuk et al., 2003). A fun¢do exata dessas
proteinas ainda ndo ¢ conhecida, mas sabe-se que as mutagdes eds/ operam upstream a
resposta de defesa mediada por AS e que os mutantes npr/ sdo capazes de acumular AS,
mas falham em manter o mecanismo da SAR implicando em uma resposta downstream
a percepcao do AS (Petersen et al., 2000). Alguns genes que dependem de EDSI
também requerem PAD4 para a resisténcia completa deixando evidente que estes dois
componentes operam em uma mesma via de defesa.

Estudos realizados em cevada definiram os genes Rarl/ e Rar2 como
componentes de resisténcia a fungo mediada por Mlal2. Rarl codifica uma proteina de
ligagdo a zinco, muito conservada em plantas, droso6fila e no homem. Esta proteina
possui uma seqiiéncia similar ao SGT1 (supressor do alelo G2 do SKP1) que ¢ uma
proteina que se liga ao complexo SCF (box-F-cullin-Skpl) e age como ubiquitina ligase
que coordena a degradagdao de muitas proteinas regulatorias envolvidas na transdugao de
sinais. Com base nesta similaridade, acredita-se que a via de defesa especifica
Rarl/SGTI emprega degradag¢do de proteina mediada por ubiquitiniza¢do para ativar a

maquinaria da resposta de defesa da planta (Bonas e Lahaye, 2002).
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Outro regulador importante da defesa emerge dos componentes da cascata das
proteinas cinase ativadas por mitogénio (MAPKs). A cascata de MAPKSs tem papel na
regulacdo de genes que protegem a planta contra diferentes condi¢des de estresse, e
principalmente no estresse oxidativo.

MAPKSs eucaridticas atuam em uma cascata de fosforilagdo irreversivel que
amplificam sinais especificos em respostas celulares. Em plantas, foi encontrada uma
MAP cinase de tabaco (SIPK) que ¢ ativada por AS, elicitores fingicos e infecg¢des
virais (Liu et al., 2000). Os fatores de transcri¢do que controlam a expressao de varios
genes sdo importantes substratos para as MAPKs, mas o papel preciso na percepgao de
estimulos externos e na resposta a patdogenos em plantas ainda ¢ pouco conhecido.
Petersen et al (2000), trabalhando com mutantes mpk4, verificaram que estes mutantes
exibem constitutiva SAR. A perda de fungdo de MAPK4 promove o aumento dos niveis
de AS, e similar a outros mutantes que acumulam AS, mutantes mpk4 expressam
constitutivamente marcadores de SAR que aumentam a resisténcia a patdogenos.

O reconhecimento do patdgeno por meio da interacdo Gene R-elicitor ¢ seguido
por uma amplificagdo desse sinal que leva a uma efetiva ativagdo de respostas de
defesa. Em adigao as espécies reativas de oxigénio (ROS), ao 6xido nitrico e ao acido
salicilico, outros componentes, como EDSI, NDRI e PAD4, sao recrutados para
caracterizarem diferentes vias de sinalizagdo do sistema de defesa das plantas. Por meio
da ativagdo dessas vias € que a planta desencadeia todo o mecanismo que leva a sua
prote¢do contra ataques de patogenos.

A Figura 1 mostra uma visdo global do mecanismo de sinalizagdo envolvido na
ativacdo da resposta de defesa. As principais cascatas de sinalizagdo estdo evidenciadas
na figura, resaltando os controles regulatorios positivos e negativos, criando uma

sinalizacdo altamente interligada.

2.5. Estratégias para o desenvolvimento da gendomica da resisténcia

Nas ultimas duas décadas a identificagdo de genes tém utilizado o
sequenciamento do cDNA de muitos genes em muitos organismos (Adams et al., 1991 ¢
Okubo et al., 1991). Para clonar os genes de resisténcia dois dos principais métodos
utilizados tém sido “transposon tagging” e a clonagem baseada em mapa.

A estratégia de “transposon tagging” permite a identificacdo de fendtipos
suscetiveis devido a inativagdo dos genes R na planta hospedeira pela inser¢ao de um

elemento genético movel. Os genes Cf-9 de tomate, que confere resisténcia ao fungo
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Figura 1. Visao global das vias de sinalizacdo das respostas de defesa das plantas. Fonte:
Currente Opinion in Biotecnology, 2003, 14: 177-193.

Cladosporium fulvum, e N de tabaco, que confere resisténcia ao virus do mosaico do
tabaco, foram clonados utilizando esta estratégia combinada a uma estratégia de sele¢ao
(Jones et al., 1994).

A clonagem baseada em mapa ¢ feita com o auxilio de marcadores que
segregam com o fenotipo de resisténcia. O gene Pro de tomate foi clonado utilizando
um mapa de alta resolucdo da regido que continha o gene e marcadores RFLPs
intimamente ligados a esta regido, o que permitiu identificar um YAC (cromossomo
artificial de levedura) contendo o loco. O gene RPS2, que confere resisténcia a
Pseudomonas syringae pv tomato e a P. syringae pv. maculicola em Arabidopsis,
também foi clonado por uma técnica semelhante.

Descobertas feitas utlizando EST/cDNA tem conseguido estudar a expressao de
genes R em Arabidopsis (Delseny et al., 1997), arroz (Ewing et al., 1999), milho
(Fernandes et al., 2002) e soja (Shoemaker et al., 2002).

A utilizagdo do sistema de duplo hibrido (Chien et al., 1991) para identificar
proteinas que interagem diretamente com as proteinas de resisténcia também apresenta
outro mecanismo de clonagem dos genes R. Tang et al. (1996) tiveram sucesso em
identificar proteinas que interagiam com o produto génico de Pfo por meio desta
estratégia. Mais recentemente, a mesma metodologia foi utilizada em Arabidopsis tendo

como “isca” o gene RPP5 da classe TIR-NBS-LRR.
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Um outro método que apresenta grande potencial no isolamento de genes de
resisténcia, defesa e da via de transducdo de sinal, ¢ o screeming de bibliotecas
genomicas € de cDNA com sondas de DNA homologas a genes de resisténcia. Martins
(2000) caracterizou uma seqiiéncia homodloga a genes de resisténcia, a partir de um
screening realizado em uma biblioteca gendmica da variedade de soja FT-Cristalina,
utilizando um fragmento de RFLP, homodlogo a genes de resisténcia, como sonda. A
compara¢do da sequéncia de aminoacidos predita, em todas as possiveis ORFs, com
outras existentes no GenBank, revelou similaridade da seqiiéncia isolada com as
proteinas “Cf-2.1like” de Arabidopsis thaliana, proteina de resisténcia a doengas similar

a Cf-2/Cf-5 de Hordeum vulgare e outras proteinas de resisténcia de Lycopersicon.

2.6. Caracterizacao da sonda A53-09

A sonda A53-09 esta contida em um clone de RFLP A53-09 e pode ser obtida
por sua liberagdo do sitio Pst I do vetor pBlueScript, por digestio com a enzima Pst .
Esta sonda corresponde a um fragmento de 1019 pb que contém uma seqiiéncia de
leitura aberta (ORF) que potencialmente codifica uma cadeia polipeptidica com 159
residuos de aminodcidos, com trés regides conservadas que incluem: um dominio
transmembrana compreendido entre as posi¢cdes 4 ¢ 24 da ORF, e dois dominios LRR
nas posi¢des 108 a 132 (LRR1) e 133 a 156 (LLR2). Na Figura 2 A sdo mostrados a
sequéncia nucleotidica da sonda A53-09 e os dominios existentes nela. O trecho
sublinhado corresponde a ORF que codifica uma proteina putativa, similar a proteinas
codificadas por genes de resisténcia a doencas. A seqliéncia de aminodcidos dos
potenciais dominios protéicos presentes na seqiiéncia da sonda podem ser observados na
Figura 2 B.

Muitas proteinas codificadas por genes de resisténcia (R) contém repeti¢des ricas
em leucina (LRR) que consistem de estruturas moldadas em folhas B-pregueadas, que
atuam como provaveis determinantes da especificidade no reconhecimento de
patdgenos. Estes dominios sdo normalmente acompanhados de um dominio de ligagdo a
nucleotideo (NBS) (Young, 2000), e apresentam repeti¢do de leucina alternada com
aminoacidos hidrofobicos. Possuem, aproximadamente, 24 aminoacidos que conferem
resisténcia espécie-especifica. Estas repeticdes criam uma superficie que detecta
variagdes nos ligantes dos patdogenos por meio de interagdo proteina-proteina e receptor-
ligante. O tamanho dos dominios LRR em muitas proteinas R permite o reconhecimento

de diferentes ligantes e participa da sinalizagdo por meio da interagao com proteinas.
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A)

A G S K G V A G R K S MR P M Q L Vv * S
1 gcagggagtaaaggggttgcaggaagaaaaagcatgagacccatgcagcectggtataatcg 60

* R K I s s ¢C ¥ L E D M * V V E * G N M
61 tgaaggaagatatcatcgtgctttctagaagatatgtaggtagtggaataagggaatatg 120

v v R I F H F I F s v L L v G P C S L H

121 gttgttaggatattccattttatcttttctgttttgecttgtggggecttgttccctgecat 180
N s Yy I ¢ R * I K R F * Y O K I * O Q V

181 aacagctatatatgtagatgaattaagcgcttttgatatcagaaaatataacagcaagtt 240
L p *SsS L §S S S §$S S M E V P S P R N * V

241 ctcccttagtctctcectecttectettecttectatggaggttecctagecctecgaaactaggtg 300
vV H v L K L G S * H V V R H F * S * M S

301 gttcacgttctcaagcttggttcctaacatgtggttagacacttttaatcctgaatgtct 360
P ¢C R H I vy L vy I ¢C VvV H F A T T T I S G

36l ccttgtagacatatatacctctacatatgtgtgcattttgcaaccaccaccattagtgga 420
I K ¥ *M Q T L L W Y I S Y I G I V S S

421 ataaaattttaaatgcaaacccttctatggtatatatcctatataggcattgttagtagt 480
K vy o Pp * T R K L W I Q P F S F S F F F

481 aaataccaaccgtgaaccagaaaattgtggattcaacctttttecgttttecttcttctte 540
M A VvV L Y A T H V L L L I L S T A T T L

541 atggcagtgctatatgcaactcatgttcttctcttgatattgtccactgcaacaactcte 600
H F S A S K A AR L NM T C S E K E R N

601 cacttcagtgcaagcaaggcagcaaggctcaatatgacttgcagcgagaaggaaaggaat 660
A L L S F K HGL A D P S N R L S S W S

661 gcactcctcagcttcaagcatggactagcagacccttcaaacaggctttcatecgtggtet 720
D K S b ¢c C T w P GV HC NN T G K V M

721 gacaaatcggattgctgtacatggccaggggttcactgcaacaacacaggtaaagtcatg 780
E I N L D T P A G 8§ P Y R E L S G E I s

781 gaaatcaatcttgacacacctgcgggctctcecctatagggagttgagtggagagattagt 840

P 8§ L L E L K Y L N R L D L S S N Y F V
841 ccttctttgcttgaactaaaatatttgaatcgtttggacttgagttcaaattattttgtt 900

L T P I P S F L G 8 L E S L R Y L D L S

901 cttactccaataccaagcttcctaggctcattggagagtctgagatacttggaccttage 960

L 8§ G F M G L I P H Q L G N L S N L Q A

961 ttaagtgggttcatgggattaatccctcatcaactaggaaacctctcaaacctgcag 1017

B)
MAVLYATHVLLLILSTATTLHFSASKAARLNMTCSEKERNALLSFKHGLADPSNRLSSWSDK
SDCCTWPGVHCNNTGKVMEINLDTPAGSPYRELSGEISPSLLELKYLNRLDLSSNYFVLTPIP
SFLGSLESLRYLDSLSGFMGLIPHQLGNLSNLQ

Figura 2 — A) Seqiiéncia de nucleotideos da sonda A53-09 e a correspondente seqiiéncia de
aminoacidos predita. As letras mintisculas representam a seqiiéncia de nucleotideos enquanto as
letras maiusculas representam a seqiiéncia de aminoacidos predita. Os trechos em negrito e
itdlico sublinhados correspondem a uma potencial ORF contida no primeiro quadro de leitura
aberta; seu inicio esta marcado pela letra M ¢ o fim por um A. Asteriscos no meio da seqiiéncia
representam possiveis codons de parada. B) Potenciais dominios presentes na seqiiéncia de
aminodcidos predita para a sonda A53-09. Em vermelho estd representado o dominio
transmembrana, em azul o dominio LRR1 e em verde, os dominio LLR2.
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Algumas proteinas com dominio NBS-LRR apresentam atividade de cinases e
podem se ligar a ATP ou GTP para ativar a resposta de defesa. Mutagdes no sitio NBS,
que alteram residuos especificos dentro do NBS impedem a atividade da proteina.

Dados de cristalografia de estruturas de LRR sugerem que uma selecdo
diversificada ocorre dentro da seqii€éncia de aminoacidos das LRRs que estdo expostas a
solventes no lado extracelular da membrana, que aumenta a gama de proteinas
reconhecidas por estas estruturas (Jones e Jones, 1996). Mackey (2002) cita que estudos
de proteinas R quiméricas reforgam a idéia de que os dominios LRRs contribuem para a
especificidade da proteina e podem mediar as interagdes com outras proteinas da planta
como ocorre com a proteina Pi-ta do arroz, que interage com a AvrPita sintetizada pelo
fungo Magnaporthe grisea, que ataca o arroz.

A elucidacdo de mecanismos envolvidos na resposta de defesa em plantas, bem
como a clonagem de diferentes genes, direta ou indiretamente envolvidos, desde a
indugdo até a resposta final ao ataque de patdgenos, ird permitir que programas de
melhoramento genético futuros possam desenvolver cultivares resistentes € mais

produtivos capazes de atender as necessidades crescentes do comércio mundial.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Material vegetal

Foram utilizadas nestes experimentos plantas de:

a) Soja FT-Cristalina: cultivar comercial da soja (Glycine max (L.)

Merrill) fornecido pelo Banco de Germoplasma do Programa de
Melhoramento da Soja do BIOAGRO/UFV, resistente ao crestamento
foliar (Cercospora kikuchii) e a mancha olho de ra (C. sojina)
(Yorinori, 1991).

b) Soja Bossier: cultivar comercial que é suscetivel ao crestamento
foliar, também cedido pelo Programa de Melhoramento da Soja do
BIOAGRO/UFV.

O plantio das sementes de soja FT-Cristalina e Bossier foi feito em solo adubado
com NPK (4-14-8). As plantas foram cultivadas em casa de vegetacdo do BIOAGRO
sob fotoperiodo de 12 horas e temperatura ambiente entre 22 a 25 °C.

A variedade FT-Cristalina foi também utilizada para a construgdo da biblioteca

de cDNA usada neste trabalho (Marcelino, 2002).

3.2. Patogeno

Esporos do fungo Cercospora sojina, pertencente a raga 4, isolado 1, obtidos
junto a Micoteca do Programa de Melhoramento de Soja do Departamento de Fitotecnia
da UFV foram utilizados para inocular as plantas de soja das variedades FT-Cristalina e

Bossier.
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3.3. Inoculagio do patogeno e coleta das folhas para extracio do RNA

No estadio V3 de desenvolvimento, aproximadamente 5,0 x 10" uredosporos/mL
de C. sojina foram utilizados para a inoculagdo da soja. A suspensao foi aspergida com
uma bomba de spray sobre as folhas primarias das variedades resistente e suscetivel,
sendo preservados da inoculagdo os vasos determinados como controles de cada
variedade. Foram inoculadas 10 plantas de cada variedade. As 10 plantas controle foram

aspergidas apenas com agua.

Apds inoculagdo, as plantas foram mantidas em camara umida, sendo irrigadas
em intervalos regulares para manter as folhas sempre umidas e permitir o ataque do
fungo. A temperatura na estufa era mantida em torno de 20°C e a umidade relativa do ar

superior a 95%.

Folhas primarias de soja resistente inoculada e ndo inoculada, soja suscetivel
inoculada e ndo inoculada foram coletadas, congeladas em nitrogénio liquido e
armazenadas a -80°C até a extragdo do RNA. A coleta do material foi feita a intervalos
de tempo de 0, 96, 192 ¢ 288 horas ap6s a inoculacao, sendo coletadas folhas de cada

um dos quatro materiais.

As folhas coletadas no tempo zero e o material ndo inoculado constituem os
controles do experimento. A amplitude do intervalo foi determinado de forma que se
pudesse observar os sintomas tipicos da doenga, que geralmente aparecem por volta dos

10 dias ap6s a inoculagao do patdgeno.

3.4. Screening da biblioteca de cDNA

A anadlise da biblioteca de cDNA foi realizada conforme descrito por Benton e
Davis (1977). Esta biblioteca foi construida por Marcelino (2002) utilizando o vetor
Uni-Zap XRII do “cDNA Synthesis Kit”. Os insertos foram ligados a adaptadores com
sitios para as enzimas Eco Rl e Xho I e clonados, em sentido sense, no vetor. Este vetor
permiti uma simples e eficiente excisdo e recircularizagdo do inserto clonado pois sua
inser¢ao ocorre dentro do vetor lambda. Durante a exicisdo deste vetor ocorre a
liberagdo de um fagomideo que contém o inserto de interesse.

Inicialmente, células hospedeiras E. coli XL1-Blue MRF’ foram crescidas em 50

mL de meio LB suplementado com 0,2% de maltose ¢ MgSO4 10 M, por 4 a 6 h sob
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agitacao de 180 RPM, até atingir ODgpo = 1,0. Em seguida, a cultura foi centrifugada a
5000 g por 10 min, a 4°C, o sobrenadante foi descartado e o pellet diluido para ODgyy =
0,5 em MgSO4 10 M, para se obter cerca de 2,5 x 10® células/mL. Estas células foram
armazenadas por até dois dias para assegurar maxima eficiéncia na infecgao.

Uma vez preparadas, as células hospedeiras foram infectadas com fagos
recombinantes. Esta infeccdo se deu pela incubagdo de 200 pL de suspensdo de células
hospedeiras com aliquotas contendo 10° fagos recombinantes (quantidade equivalente a
necessaria para formacao de 200 pfu — unidades formadoras de placas de lise) durante
15 min, a 37°C. Apos o periodo de incubagado, foram adicionados as células, 3,0 mL de
meio NZY Top agar (1% de caseina hidrolisada (p/v), 0,5% de extrato de levedura
(p/v), 0,5% de NaCl (p/v), 0,2% de MgSOs (p/v) e 0,7% (p/v) de agarose) com posterior
plaqueamento sobre placas de Petri (150 mm de didmetro), contendo meio NZY agar
(meio NZY Top agar sem agarose e acrescido de 1,5% (p/v) de agar). As placas foram
incubadas a 37°C por 6 a 8 h para a formagao de placas de lise. Antes da transferéncia
de placas de lise para a membrana de néilon, as placas de Petri foram resfriadas a 4°C
por 2 h.

As placas de lise formadas foram transferidas para membranas de nailon
Hybond-N" (AMERSHAM PHARMACIA). A membrana foi deixada sobre a placa por
3 min & temperatura ambiente para transferéncia dos fagos. As placas de petri foram
marcadas para posterior localiza¢do de eventuais clones positivos. As membranas foram
entdo submetidas a desnatura¢ao em solu¢ao de NaCl 1,5 M e NaOH 0,5 M por 2 min;
em solucao NaCl 1,5 M e Tris-HCI 0,5 M pH 8,0 por 5 min, e depois em solucao de
neutralizagdo Tris-HC1 0,2 M, pH 7,5 e SSC 2X por 30 s. O DNA das placas de lise foi
imobilizado nas membranas utilizando-se radiacdo ultravioleta a uma poténcia de
120.000 microjoules/cm” por 30 s no “Stratalinker UV Crosslinker” (STRATAGENE).
Estas membranas foram armazenadas a temperatura ambiente até sua utilizagcdo. As

placas foram guardadas a 4°C para coleta das placas de lise positivas.
3.5. Obtencio e marcacido da sonda

A sonda A53-09 utilizada neste trabalho foi obtida pela amplifica¢do do clone de
RFLP A53-09 cedido pelo Dr. Rafalski (DuPont, EUA) e pertencente a uma biblioteca

gendmica da variedade de soja Bonus clonada no sitio Pst I do vetor pBlueScript

(STRATAGENE) (Rafalski e Tingey, 1993).
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A sonda A53-09 consiste de fragmento de 1019 pb e é homdloga a genes de
resisténcia a doencas em soja (Barros et al., 2000). Ap6s sua liberagao do sitio Pst I do
vetor pBlueScript, o DNA plamidial foi digerido em reacdo de restricdo com a enzima
Pst 1. Sua quantificacdo, assim como a analise da integridade do DNA, foram realizadas
em gel de agarose 0,8%, utilizando-se padrdoes de concentragdes conhecidas. O
fragmento da sonda foi excisado do gel e purificado usando o “QIAquick Gel Extration
Kit” (QIAGEN INC).

A marcagdo foi feita com fosfatase alcalina termotolerante utilizando o kit
Genelmages AlkPhos (AMERSHAM), conforme recomendagdes do fabricante.
Aproximadamente 10 ng/ul. de sonda foram desnaturados a 100°C por 5 min,
incubados no gelo por mais 5 min e adicionados ao tampao de reacdo, ao reagente
marcador e a solucdo de “crosslinker” e entdo, incubados a 37°C por 30 min. A sonda

foi deixada no gelo por no maximo 2 h, até o seu uso.

3.6. Hibridizacao

Para as hibridizagdes, foi utilizado o Kit Gene Images AlkPhos (AMERSHAM
PHARMACIA) seguindo protocolo do fabricante. As coldnias ja transferidas para as
membranas foram novamente hidratadas em &4gua destilada e pré-hibridizadas em
solugdo de hibridizagdo (NaCl 0,5 moles/L, reagente de bloqueio 4% e tampdo de
hibridizagdo) por 15 min, a 50°C. A sonda marcada foi misturada a solugdo de
hibridizacdo, e incubada durante a noite a 50°C sob agitacdo. Entdo, as membranas
foram tratadas com solucdes de lavagens. A primeira lavagem foi feita com solugdo de
uréia 2 M, SDS 01%, fosfato de sodio 0,5 mM pH 7, NaCl 150 mM, MgCl, 10 mM e
reagente de bloqueio 0,2%, a temperatura de 50°C, por 10 min. A segunda lavagem foi
feita com solucao de Tris-base 1 M, NaCl 2 M e MgCl, 2 mM, a temperatura ambiente,
por 5 min.

As membranas lavadas foram expostas ao reagente de deteccio CPD-Star, 30
ul/em* (AMERSHAM PHARMACIA) por 5 min. Apés 5 min, o excesso de reagente
foi removido e as membranas foram cobertas com filme PVC e expostas ao filme de
raio-X (Bio Max"MML, KODAK) por 2 h. Nesta etapa, a fosfatase alcalina do
complexo formado reage com o CPD-Star, formando um composto
quimioluminescente. O filme foi revelado com solugao reveladora por 2 min seguida de
solucao fixadora por mais 2 min, para a deteccao do sinal quimiluminescente, e entdo,

colocado para secar.
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Apbs a revelagdo, os clones hibridizados puderam ser visualizados como
manchas escuras formadas no filme de raio-X. Placas de lise positivas foram capturadas
e armazenadas em meio SM (NaCl 0,58%, MgSO4 7H,0 0,2%, Tris-HCI 1 M e gelatina
0,1%) contendo 0,2% de cloroféormio. Os clones foram armazenados a 4°C até sua
utilizagdo. As pfus positivas, resultantes do primeiro screening, foram utilizadas em um

segundo e terceiro screenings a fim de isolar clones comprovadamente positivos.

3.7. Excisdo do fagomideo pBluescript do vetor Uni-Zap XR

Ap6s o isolamento das placas de lise contendo os fagos foi realizada a excisdo in
vivo dos fagomideos que contém insertos homologos a sonda A53-09 do vetor Uni-Zap
XR, conforme instrugdes contidas no Kit “cDNA Synthesis Kit, ZAP-cDNA Synthesis
Kit” (STRATAGENE). Esta estratégia elimina a etapa de subclonagem, uma vez que a
excisdo permite que o inserto seja caracterizado como em um sistema plasmidial.

Para a excisdo, 200 pL de suspensdo da célula hospedeira XL1-Blue MRF’,
previamente preparada como descrito anteriormente, foram co-infectados com 1x10°
fagos recombinantes, oriundos de uma placa de lise positiva, e 1x10° particulas do fago
“helper ExAssist”. A mistura foi incubada por 15 min, a 37°C, seguida da adicao de 3
mL de meio LB, e novamente incubada a 37°C, sob forte agitagdo, por 2 h ¢ 30 min
para permitir a excisdo dos fagomideos.

Depois, estas células foram incubadas a 70°C por 20 min e centrifugadas a 1000
g por 15 min. Do sobrenadante foram retirados 100 puL contendo os fagomideos e
incubados com 200 uL de células hospedeiras de E. coli SOLR por 15 min a 37°C. As
células hospedeiras foram crescidas e preparadas conforme descrito anteriormente. A
célula hospedeira E. coli SOLR, durante a excisdo do fagomideo, garante que se
formem apenas colonias transfectadas, pois € resistente a infec¢do do fago lambda e ndo
permite a replica¢do do fago “helper”.

Decorrido o periodo de incubacdo, 200 pL da mistura foram plaqueados em
meio LB so6lido acrescido de 500 mg/mL de ampicilina e incubados a 37°C por 12 h
para isolar colonias contendo o fagomideo excisado, que foi submetido a extragdo de

seu DNA para posterior sequenciamento.

27



3.8. Extracao DNA plasmidial

A extracdo do DNA plasmidial foi utilizada para a obtencdo do DNA dos
fagomideos excisados do vetor Uni-Zap XR e para a obten¢do da sonda A53-09 (inserto
isolado) utilizada nas hibridiza¢des para a captura destes clones.

O isolamento do DNA plasmidial foi feito pelo método de purificagdo em
colunas, de acordo com o "Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System"
(PROMEGA). Células hospedeiras E. coli XL1-Blue MRF’foram submetidas a lise
alcalina apos crescimento em meio LB, contendo 100 pug/mL de ampicilina, por 12 a 16
h. Entdo, foram centrifugadas a 5.000 g, por 2 min, a 4°C. A ressuspensao foi feita em
solucao de ressuspensao de células (glicose 50 mM, Tris-HCI 25 mM pH 8, EDTA 20
mM e RNase A na concentracdo final de 100 mg/mL). Em seguida, a solu¢do de lise
(NaOH 0,2 M e SDS 1%) foi adicionada a mistura com incubagdo por 5 min a
temperatura ambiente. A esta mistura foi adicionada a solucdo de protease alcalina,
prolongando a incubacdo por mais 5 min. Posteriormente, a solu¢cdo de neutralizacao
(hidrocloreto de guanidina 4,09 M, acetato de potdssio 0,75 M e 4cido acético glacial
2,12 M) foi incorporada ao sistema.

Uma centrifugacdo a 13.000 g, por 10 min foi realizada para separar o DNA
dos residuos insoluveis € do DNA cromossdémico. As resinas pré-empacotadas foram
utilizadas para isolar o DNA plasmidial, que foi lavado com solu¢do de lavagens de
colunas (acetato de potéassio 162,8 mM, Tris-HCI 22,6 mM pH 7,5, EDTA 0,109 mM
pH 8,0 e etanol 95%) conforme as recomendagdes do fabricante. A eluigdo foi realizada
com agua livre de nucleases.

O DNA plasmidial foi digerido com enzimas de restricdo para confirmar os

clones positivos e estimar seus tamanhos.

3.9. Sequenciamento do DNA

O DNA extraido de cada clone foi seqiienciado utilizando o “ABI PRISM
BigDye III Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit” (APPLIED
BIOSYSTEMS). Este “kit” ¢ adequado para o sequenciamento de DNA usando o “ABI
PRISM 377 Genetic Analyzer” (APPLIED BIOSYSTEMS). As reagdes de
sequenciamento foram baseadas na técnica de sequenciamento por terminagdo de cadeia

por dideoxinucleotideos (ddNTPs), descrita por Sanger et al. (1977).
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Para o sequenciamento, foram realizadas amplifica¢des lineares por PCR,
utilizando o termociclador (APPLIED BIOSYSTEMS), modelo 9.600. O programa de
amplificagdo consta de um periodo de desnaturagdo a 96°C por 2 min, seguido de 30
ciclos de amplificacdo (96°C por 30 s, 50°C por 20 s e 60°C por 4 min), e periodo de
extensdo de 7 min a 72°C. Estas rea¢des foram realizadas com um volume final de 20
uL contendo 8 uL de “mix” fornecido no Kit de sequenciamento, 10 pmoles do primer
(T7 ou T3 (GIBCO) que pareiam em sitos do vetor pBluescript ou primers internos

especificos para cada clone isolado) e 300 ng do DNA a ser seqilienciado.

O produto de extensdo obtido pela reagdo de sequenciamento foi purificado
utilizando 2 pL de acetato de sdédio 3 M e 50 puL de etanol 96% (v/v) e incubado a
temperatura ambiente por 15 min. Os fragmentos foram coletados por centrifugacdo a
16.000 g por 20 min. O pellet foi lavado com 200 pL de etanol 70% (v/v), centrifugado
por 5 min e seco a temperatura ambiente, e, em seguida, ressupendido em 5 uL do
tampao de corrida (16,67% (v/v) volume de tampao de corrida - blue dextran 50 mM e
EDTA 25 mM — e 83,33% (v/v) volume de formamida 99,5%), desnaturado a 95°C por

5 min e mantido no gelo até a sua aplicagao.

Os produtos da extensdo foram separados por eletroforese em gel desnaturante
de poliacrilamida 4,5% e a fluorescéncia emitida foi coletada por uma camara CCD,
sendo a informagdo processada pelo equipamento. Os dados foram automaticamente

convertidos em sequéncias de desoxinucleotideos.

Apobs o sequenciamento dos clones com os primers T; ¢ T3, primers internos
foram desenhados com auxilio do Programa Primer3 Input Program,

(http://www.genome.wi.mit.edu//cgi-bin/primer/primer3.cgi), para obter a sequéncia

completa dos fragmentos clonados. Este programa permite a escolha do tamanho do
fragmento a ser amplificado, o nimero de nucleotideos dos primers, e avalia as
condigdes i6nicas da reacdo de PCR indicando qual primer deve ser escolhido para

trabalho. As sequéncias dos primers podem ser observadas na Tabela 2.

3.10. Analise das sequéncias

As andlises das sequéncias de nucleotideos dos clones isolados foram realizadas pelo

programa Seqman do pacote DNASTAR (DNASTAR Inc.) e a busca por similaridades
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Tabela 2. Primers especificos utilizados no sequenciamento e nas reagdoes de RT-PCR.

Clone Primer Sequéncia (5°— 3°)
Lox-F
A5309-47 TTG AAT GGG ATG ATG GGA GT
Lox-R AAC TGG TCC ACA ACG GTT TC
Dessat-F GAG GGT TGA CAT GGC TAA GG
A5309-71
Dessat-R TAA CGC CAT GAT GCT TCT TC
Perox-F CCT CCC AGA CCA CAATGA GT
AS5309-72
Perox-R TTC ATT GAA CCA GCCCATTT
Acting 3 Foward CCCCTCAACCCAAAGGTCAACAG
ctina
Reverse GGAATCTCTCTGCCCCAATTGTG
T3 ATT AAC CCT CAC TAA AGG GA
T7 TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG

com outras seqiiéncias depositadas no GenBank feita usando o programa BLAST
(Altschul et al., 1997). A predicao de possiveis ORFs (seqiiéncia de leitura aberta) foi
realizada com o programa ORF Finder, ambos do “National Center for Biotechnology
Information” — NCBI - (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e por meio do Programa
SixFrame. A predicdo dos possiveis dominios protéicos das ORFs foi feita usando o
programa Pfam do Sanger Center

(http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/search.shtml).

Para determinar a identidade entre os clones e a sonda, bem como predizer os
residuos de aminoacidos codificados por eles, foi utilizado o programa de alinhamento
de seqiiéncias ClustalW, disponivel no enderego eletronico

http:\\'www.workbench.sdsc.edu (Universidade de San Diego, CA, EUA).

3.11. Extracao de RNA total

Com a finalidade de verificar a expressao génica dos clones positivos capturados
foi realizada a extracdo do RNA total das folhas de soja inoculadas e ndo inoculadas
com o patdégeno. As amostras foram coletadas de plantas de FT-Cristalina e Bossier, no
estadio V3 de desenvolvimento.

Aproximadamente 2 g de folhas de soja foram triturados em nitrogénio liquido e
misturados a 18 mL de tampao NTES [0,1 M de NaCl; 0,01 M de Tris-HCI pH 7,5; 1,0
mM de EDTA (4cido etilenodiaminatetracético) e 1% de SDS (dodecil sulfato de sddio)
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e 12 mL de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (24:24:1) (Wadsworth et al., 1988)
mantidas sob forte agitacdo por 15 min. Para separar as fases orgénica e aquosa a
mistura foi centrifugada a 16.000 g por 10 min. O sobrenadante foi separado, a ele foi
adicionado 1/10 do volume de acetato de s6dio 2 mM e 2 volumes de etanol 96% (v/v) e
em seguida, a mistura foi incubada por 1 hora a -20°C.

Ap0s o periodo de incubagdo, a mistura foi centrifugada a 16.000 g por 15 min,
o pellet lavado com etanol 70% (v/v) e ressuspenso em agua. O mesmo volume de
cloreto de litio 4 moles/L foi adicionado para permitir a precipitagdo do RNA total a
4°C overnight. Uma centrifugacdo a 8.000g por 30 min precipitou o RNA que foi
ressuspenso em 1,8 mL de 4gua e reprecipitado pela adicdo de 0,2 mL de acetato de
sodio 2 M e 2 volumes de etanol 96% (v/v) gelado seguido de incubagdo a -20°C
overnight. Nova centrifugacdo a 8.000 g por 10 min e lavagem com etanol 70% foram
realizadas e o RNA foi ressuspenso em agua tratada com DEPC (dietilpirocarbonato).

O RNA foi quantificado por espectrofotometria a 260 nm e armazenado a -80°C
até seu uso. A concentragao do RNA foi estimada pela formula: [RNA] pg/uL = (Ageo T

40/1000), onde f ¢ o fator de diluicao e 40 ¢ o fator de conversao.

Eletroforese em gel de agarose desnaturante (contendo 0,6 M de formaldeido) a
1,8% (contendo 0,1 mg/mL de brometo de etidio) foi utilizada para verificar a
integridade do RNA isolado. O tampao de corrida MOPS (0,02 M de MOPS, pH 7,0; 5
mM de acetato de sédio; 1 mM de EDTA, pH 8,0) foi utilizado para separar as bandas.

3.12. RT-PCR

3.12.1. Tratamento das amostras de RNA total com DNase

Antes de serem amplificadas, as amostras foram tratadas com “RQ; RNase-free
DNase” (PROMEGA) conforme recomendagdes do fabricante. Um total de dez pg de
cada amostra foram incubados em tampao da “RQ; RNase-free DNase” 1X (Tris-HCI
40 mM pH 8,0; MgSO4 10 mM e CaCl, 1 mM) por 30 min, a 37°C, extraidas com igual
volume de fenol:cloroformio:alcool isoamilico (24:24:1), reextraidas com
cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) e precipitadas pela adicdo de acetato de sodio 3 M
e etanol. O RNA foi incubado a -20°C por no minimo 12 h e depois coletado por
centrifugagdo a 12.000 g por 30 min. O precipitado foi lavado em etanol 70%, seco a

temperatura ambiente e ressuspenso em agua tratada com DEPC.
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A quantificagdo foi feita em espectrofotometro ¢ a integridade do RNA foi

verificada em gel de agarose 1,8%, conforme descrito no item 3.11.

3.12.2. Sintese da primeira fita de cDNA

A primeira fita de cDNA foi sintetizada usando o “SuperScript Kit Pre-
amplification System for First Strand cDNA Synthesis” (INVITROGEN), de acordo
com as recomendagdes do fabricante. Um total de trés ng de cada amostra de RNA total
tratado com RQ1 DNase I foram incubados com 0,5 pg de oligo (dT);2.15 a 70°C por 10
min e, em seguida, as amostras foram incubadas no gelo. Logo apds, foi adicionado as
amostras, tampao PCR 1X (Tris-HCI 20 mM pH 8,4 ¢ KCl 50 mM), MgCl, 5 mM,
dNTPs 0,5 mM cada e DTT (ditiotreitol) 5 mM, e foram incubadas a 42°C por 5 min.
Em seguida, foram adicionadas 200 unidades da enzima “SuperScript II RNase H
Reverse Transcriptase” (INVITROGEN) e as amostras foram incubadas por mais 50
min a 42°C.

Apos a sintese da primeira fita de cDNA, o RNA do hibrido DNA/RNA foi
degradado por incubagdo com 2 unidades de RNase H (INVITROGEN) a 37°C, por 20
min. Para cada reagdo de sintese da primeira fita foi feito um controle negativo que

continha todos os reagentes exceto a enzima transcriptase reversa.

3.12.3. Reacoes de amplificacao por PCR

As reagles de sintese da segunda fita e amplificacdo foram conduzidas no
termociclador da APPLIED BIOSYSTEMS, modelo 9.600, com periodo inicial de
desnaturacao a 94°C por 1 min, seguido por 35 ciclos (94°C por 30 s; 56°C ou 59°C por 1
min; e 72°C por 2 min) e um periodo adicional de extensdo a 72°C, por 7 min.

As reacdes de amplificagdo foram realizadas em um volume final de 25 uL
contendo 2,5 mM de cada dNTP, 1 unidade de Tag DNA Polimerase, 0,4 pM de cada
primer, 1,0 uL da reacdo de sintese da primeira fita, tampao PCR 1X (Tris-HCI 20 mM
pH 8,4 e KCI 50 mM) e MgCl, 2,5 mM. Os primers utilizados no RT-PCR foram os
mesmos empregados nas reagdes de sequenciamento, descritos na Tabela 1. Para cada par
de primers foram otimizadas as condi¢des da reacdo de PCR.

Nesta etapa foi feita uma reacdo controle usando os primers de actina 3 de soja,

com a finalidade de verificar a contaminagdo com DNA gendmico e normalizar as
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concentragdes de cDNA molde. Quando na presenga de DNA genomico de soja, a reacao
de amplificagdo, com os primers da actina 3, produz um fragmento de 520 pb, ja na
presenca de cDNA observa-se um fragmento de 440 pb devido a remocao de um intron de

80 pb situado entre os sitios de ligacao dos primers.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Caracterizacao dos clones positivos

A fim de verificar a presenca de seqiiéncias similares a sonda A53-09 na
biblioteca de cDNA de soja FT-Cristalina, foi realizado um screening nesta biblioteca,
utilizando o fragmento de 1019 pb como sonda. As condi¢des de hibridizagdo foram
ajustadas previamente para estabelecer a temperatura ideal para a hibridizacdo e para as
lavagens. A hibridizacdo ocorre devido a justaposicdo de seqiiéncias nucleotidicas do
cDNA com a sonda sob condi¢des especificas de temperatura e concentragdes de sal.
Assim, a sonda foi aquecida a 95°C para sua desnaturacdo, e incubada a temperatura de
50°C com membranas de nailon contendo placas de lise. As lavagens, realizadas com
SSC 0,1X e SDS 0,1%, foram realizadas para retirar o excesso de sonda que ndo se ligou
ao cDNA imobilizados na membrana.

A partir da anélise de 5 x 10° placas de lise de fagos recombinantes, utilizados
para o screening do banco de cDNA, trés clones positivos foram obtidos e denominados
AS5309-47, A5309-71 e A5309-72.

A observacdao de nucleotideos conservados dentro dos genes de resisténcia
apresenta uma vantagem para o isolamento de seqiiéncias similares em espécies que nao
possuam nenhum gene de resisténcia identificado. Os genes andlogos a resisténcia
(RGAs) exibem “microclusteres” no genoma e seu mapeamento pode ser utilizado
como marcador para genes de resisténcia conhecidos (Kanazin et al., 1996).

Martins (2000), ao caracterizar molecularmente a sonda de RFLP A53-09,
comparou a seqiiéncia desta sonda a outras seqiiéncias de genes R depositadas no
GenBank. A comparagdo mostrou alta similaridade da sequéncia deste gene com a

sequéncia de genes que codificam a proteina Cf-9-like de Arabidopsis thaliana,
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proteina de resisténcia a doengas Cf-2/Cf-5 de Hordeum vulgare e outras proteinas de
resisténcia de Lycopersicon esculentum. Assim, a escolha desta sonda para a realizacao
do screening objetivou o isolamento de genes similares a resisténcia em soja.

RGAs tém sido identificadas em milho (Collins et al., 1998), Arabidopsis (Aarts
et al., 1998), trigo (Spielmeyer et al., 1998), cevada (Leister et al., 1998), feijao (Rivikin
et al., 1997) e melao (Garcia-Mas et al., 2001) e estdo sendo utilizadas nas pesquisas
que tentam elucidar os mecanismos de resisténcia a doencas em plantas (citados por
Marcelino, 2002).

Depois de identificados e isolados, os clones positivos que hibridizaram com a
sonda A53-09 foram capturados e armazenados em meio SM contendo cloroférmio e
entdo, submetidos a excisdo dos fagomideos que continham o com identidade a sonda.
O “cDNA Syntesis Kit”, utilizado durante a construcao da biblioteca de cDNA, possui o
vetor Uni-Zap XR que permite a clonagem de fragmentos de 0 a 10 Kb dentro dos sitios
de restricao das enzimas Eco Rl e Xho 1. Este vetor permite a excisao dos fagomideos
pBluescript, ndo necessitando das etapas de subclonagem, possibilitando trabalhar com
o inserto da mesma maneira que se trabalha em um sistema plasmidial.

O DNA palsmidial dos clones A5309-47, A5309-71 e A5309-72 foi extraido e a
liberacao dos fragmentos de cDNA clonados foi feita pela clivagem com as enzimas
Eco Rl e Xho 1, gerando fragmentos estimados de 2,0, 1,30 e 1,12 kb, respectivamente
(Figura 3).

Todos os fragmentos de DNA dos clones obtidos da reagcdo de restri¢dao, foram
seqiienciados em ambas as dire¢des com os primers T3 e T7 que possuem sitios de
ligacdo no vetor. Neste primeiro sequenciamento as seqiiéncias completas dos clones
ndo foram obtidas. Foram, entdo, desenhados primers internos, com auxilio do
Programa Primer3 Input Program, tendo como molde as seqiiéncias ja determinadas. A
seqiiéncia de cada primer pode ser vista na Tabela 2 de Materiais ¢ Métodos. Os
fragmentos amplificados com os primers internos foram alinhados as outras seqiiéncias
de cada clone pelo programa Segman do pacote DNASTAR (DNASTAR Inc.),
possibilitando a obtencdo das seqiiéncias completas dos clones isolados.

A sequéncia completa de nucleotideos de cada clone foi submetida a uma busca
por similaridades com outras seqiiéncias depositadas no GenBank por meio do
programa BLASTX. Apoés andlise de cada clone isolado, foi avaliada a relagdo de
seqiiéncias mais similares de genes presentes no GenBank, encontradas pelo programa,

utilizando o valor E (“expectation value”), que representa a probabilidade de que a
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sequéncia encontrada seja devida ao acaso, para indicar a significancia de similaridade
de seqiiéncias encontradas para cada gene.

Foi feita também uma anélise de possiveis dominios presentes nas proteinas
codificadas pelos genes isolados, por meio da busca no banco de dados para dominios
conservados, utilizando 0 programa Pfam do Sanger Center

(http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/search.shtml).

Figura 3 — Padrao de restricdo dos clones isolados do banco de cDNA. Os clones 1: A5309-47,
2: A5309-71 e 3: A5309-72 foram clivados com as enzimas Eco Rl e Xho 1 para liberagdo dos
fragmentos de DNA clonados. Os niimeros a esquerda indicam o tamanho das bandas em Kb. A
letra M representa o marcador de tamanho A Hind III (DNA de fago A digerido com Eco RI,
Bam HI e Hind III).

Clone A5309-47

O clone A5309-47 foi o unico que ndo foi totalmente seqiienciado. Uma
seqliéncia de 963 pb foi obtida utilizando o primer T3 e o primer interno, especifico
para o clone A5309-47 (Lox-F) e outra sequéncia de 961 pb foi obtida utilizando o
primer T7 e o interno Lox-R, faltando apenas a sequéncia de aproximadamente 200 pb
no meio da sequéncia do gene, para obtencao da sequéncia total do clone.

A sequéncia obtida do sequenciamento com os primers T3 e Lox-F foi utilizada
para predizer as possiveis ORFs. Foi encontrada uma sequéncia de aminoacidos que
codifica uma proteina putativa com 78 residuos de aminoacidos. A putativa ORF
presente no terceiro quadro de leitura da fita complementar pode ser observada na
Figura 4. A comparagdo desta seqiiéncia com as seqii€éncias existentes no banco de
dados revelou que este clone apresenta similaridade com as enzimas lipoxigenases
(LOX) de Glycine max com 75% de identidade. As principais similaridades das
seqiiéncias de aminoacidos preditas para cada clone com as seqiiéncias depositadas no
banco de dados estdo apresentadas na Tabela 3. A sequéncia obtida do sequenciamento
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com os primers T7 e Lox-R também apresentou similaridade com as lipoxigenases de
soja (dados nao mostrados).

Lipoxigenases (LOX, E.C.1.13.11.12) sdo isoenzimas, que catalisam a
hidroperoxidagdo de &cidos graxos poliinsaturados que contém a estrutura cis,cis-1,4-
pentadieno para formagdo dos respectivos derivados hidroperdxidos, originando
moléculas reativas com atividades fisiologicas pronunciadas (Oliveira et al., 2002). As
LOXs constituem uma grande familia génica de dioxigenases que contém ferro ndo-
hémico, sdo ubiquas em plantas superiores e podem estar envolvidas em diversos
aspectos fisioldgicos das plantas (Sanger et al., 2005). Em mamiferos, algumas LOXs
estao envolvidas no metabolismo de prostaglandinas e leucotrienos.

Em plantas, o aumento na expressao de lipoxigenases pode ser detectado durante
ou apds uma variedade de estresses, incluindo ataque por insetos (Hildebrand et al.,
1989), infec¢do por patogenos (Melan et al., 1993), ferimento mecanico (Vieira et al.,
2001) e em outros processos fisioldégicos como: crescimento e desenvolvimento,
senescéncia, armazenamento tempordrio de nitrogénio e biossintese de moléculas
regulatdrias.

Uma degradagao seqiiencial de lipideos pode ser iniciada pelas LOXs ap6s uma
injuria ou ataque de um patdgeno. Isto leva a formagao de produtos como: a traumatina,
conhecida como horménio do ferimento, envolvido na resposta a ferimentos; o acido
jasmoénico, que estd associado a ativacdo de genes que codificam para a sintese de
proteinas de reserva e inibidores de proteases (Melan et al., 1993); os aldeidos volateis e
oxiacidos, que causam efeito inibitoério sobre o crescimento de fungos patogé€nicos e
levam a induc¢ao da divisao celular e formacao de calos (Gobel et al., 2001).

A atuacdo das LOXs ocorre pela “Via das Lipoxigenases”. Esta via ¢
responsavel pela producdo de importantes hormonios e metabodlitos defensivos em
plantas, algas e animais (Feussner ¢ Wasternack, 2002) e envolve a acdo das enzimas
hidroperéxido liase (HPL), hidroperdxido ciclase, dehidrase e peroxidase sobre os
hidroperéxidos, produzindo produtos oxigenados de cadeias mais curtas que podem
atuar como inibidores do crescimento de fungos, insetos e protozoarios (Senger et al.,
2005).

Os metabdlitos originados desta via sdo coletivamente denominados de
oxilipinas, produtos oxidados ciclicos ou aciclicos derivados do catabolismo de 4cidos
graxos, capazes de regular muitas vias de defesa e de desenvolvimento em plantas
(Creelman e Mulpuri, 2002). Diversos estudos tém relatado o aumento dos niveis de

oxilipinas em folhas de Arabidopsis thaliana em resposta ao ataque de patdgenos
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w D A I Q9 DR G S Q E L R F S L S Y Q I
-3 tgggatgctatccaagaccgggggtcccaggaattacgtttttectttgtecctaccaaate -62

Q b A P P * R S P * T P K P A G K N C R
-63 caggatgcaccaccttagagaagtccctgaactcccaagectgctggaaagaactgtaga -122

G G s W K T R K M K P W W P K D C K L V
-123 ggtgggtcatggaagacaagaaaaatgaagccatggtggcctaaagattgcaaactcgtg -182

K s » L K L A L S S Y W T A S A L H A A
-183 aagagctagttgaagcttgcgctatcatcatattggactgcttcagcacttcatgcaget -242

v N F G Q ¥ P Y G G L I L N R P T L S R
-243 gttaattttggacagtatccctatggaggtttaatcttaaaccgtccaactcttagtagg -302

R F M P E K G S A E Y E E L R K N P Q K
-303 cgattcatgcctgagaaaggttctgctgagtatgaggagctgaggaagaatccccagaag -362

A Y L K T I T P K F Q T L I D L S V I E
-363 gcttacttgaagactattacaccaaagtttcagacccttattgacctttctgttatagaa -422

I L S R H A S D E V Y L G E R D N P N W
-423 atcttgtcaaggcatgcatctgatgaggtgtaccttggggagagggacaatccaaattgg -482

T S D T R A L E A F KR F G N K P G A N
-483 acatctgatacaagagcgttagaggcttttaaaaggtttggaaataaacctggcgcaaat =542

A E * T L R E K Q R * E T E K P L W T S
-543 tgagaataaactctcagagagaaacaacgatgagaaactgagaaaccgttgtggaccagt -602

S N A L Y S A F A F * * G R I N F Q R N
-603 tcaaatgccttatactctgcttttgecttctagtaaggaaggattaactttcagaggaat -662

s ¢ QY L ¥ L XK R F V V P * V L W L * I
-663 tcccaacagtatctctatctgaagaggtttgtggttccttaagttttgtggectttgaata =722

K DR REGTI * I S S S N L H M V I * C
-723 aaagatagaagagaaggaatctgaatttcttcatccaacctgcacatggtaatctagtgt =782

v *» v L. ¢C M F G F N K I K A V V L * N V
-783 gtttgagtgctttgcatgtttggctttaataaaataaaagcagttgttttgtaaaatgtt -842

Q N Q * K H L L L C F V R * K K S R R G
-843 cagaatcaataaaagcatttactgctttgctttgtgcgctaaaaaaaaagtcgacgcgge =902

R E F L Q0 P G G C H * L L ER Q P P R W
-903 cgcgaattcctgcagecccgggggatgccactagttgectagageggcagectecgeggtgg -962

-963 a -963

Figura 4 — Seqiiéncia de nucleotideos e de aminoacidos predita para o clone A5309-47. As
letras mintisculas representam a seqiiéncia de nucleotideos e as letras maiusculas representam a
seqiiéncia de aminoacidos predita. A potencial ORF esta sublinhada, sendo seu inicio destacado
com a letra M e o fim com um A. O dominio de lipoxigenase esta indicado em negrito e italico.
Asteriscos no meio da sequéncia representam possiveis codons de parada.
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(Schaller, 2001), ao ozdnio (Rao et al., 2000), a luz ultravioleta (Conconi et al., 1996) ¢
ao estresse osmotico (Kramel et al., 2000) (citados por Creelmam e Mulpuri, 2002).

A formagdo de hidroperdxidos derivados de acidos graxos poliinsaturados
representa o primeiro passo na sintese de oxilipinas. As LOXs de plantas atuam sobre
seus substratos lipidicos e produzem hidroperdxidos octadecadiendico (HPOD) e
octadecatriendico (HPOT) que sdo alvos da enzima aleno 6xido redutase (ASO),
formando o 4cido jasmonico, ou da enzima hidroperoxido liase, formando aldeidos.

Jasmonato e seu éster metil-jasmonato sdo os principais exemplos de oxilipinas.
Estes compostos sdo ubiquos nas plantas e constituem os principais compostos
sinalizadores em varios processos da planta. Os efeitos fisiologicos do 4cido jasmonico
sobre plantas de soja ja foram evidenciados e compreendem: regulacdo da expressdo de
genes que codificam proteinas de reserva vegetativa, transducdo de sinais relacionados a
estresses, indugdo génica de inibidores de proteases e o aumento dos niveis de
transcritos e da atividade de lipoxigenases em plantulas e folhas de soja (Oliveira et al.,
2002).

Alguns estudos sugerem que respostas mediadas por jasmonato sdo fortemente
influenciadas por interagdo com outras vias de sinaliza¢cdo como, por exemplo, do acido
salicilico e do etileno. Ha evidéncias na literatura de que, dependendo da espécie de
planta e do estimulo que ela recebe, as vias podem atuar sinergisticamente ou
antagonicamente (Xu et al., 1994). A relagdo antagonista entre as vias de sinaliza¢do por
JA e AS ¢ bem documentada em respostas a injurias em plantas, sendo que o AS inibe a
biossintese de jasmonato, enquanto JA e etileno sdo requeridos para impedir o efeito
inibitorio do AS em vias dependentes do jasmonato (Creelman e Mulpuri, 2002).

Estudos com plantas transgénicas tém demonstrado a importancia de LOXs e
dos produtos da Via das lipoxigenases na resposta da planta ao ataque de patdogenos.
Plantas de Arabidopsis transgénicas que apresentam decréscimo nos niveis desta enzima
nao apresentam acimulo de jasmonato e tornam-se mais suscetiveis ao ataque (Royo et
al., 1999).

Aldeidos volateis, produzidos pela “Via de Lipoxigenase”, sdo importantes no
processo de infec¢do por patdogenos porque inibem o crescimento destes, atuando como
compostos antimicrobianos. Segundo Croft et al. (1993), estes aldeidos sdo moléculas
de seis carbonos, com o trans-2-hexanal, que ¢ o componente caracteristico do sabor e
odor de frutos e folhas, além de outros compostos carbonilicos. Trabalhos realizados
por Silva et al. (2001) verificaram a presenca de niveis significativos de aldeidos totais

em soja FT-Cristalina, quando induzidas por patogenos. Parametros bioquimicos e
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cinéticos obtidos para as lipoxigenases da soja FT-Cristalina sugerem que uma resposta
ao fungo Diaphorte phaseolorum f.sp. meridionalis, que ¢ o agente causador do cancro-
da-haste, ¢ mediada pela via das lipoxigenases e promove a protecdo desta variedade
contra o ataque deste patdgeno (Silva et al., 2001).

Com o disposto acima, ¢ possivel propor que a agdo do clone A5309-47, similar
a lipoxigenases, pode estar envolvida na resposta de defesa a patdgenos atuando como
gerador de moléculas sinalizadoras como o 4cido jasmoénico, o metil jasmonato ou
outros perdxidos lipidicos, que agem de maneira coordenada para amplificar o sinal de
uma resposta especifica. A atuacdo da putativa proteina codificada por este clone pode
ocorrer tanto no sitio de infec¢do durante a morte celular, caracteristica da resposta de
hipersensibilidade, quanto nas outras partes da planta promovendo a sinalizagdo para a
resposta sistémica. A a¢do desta enzima pode causar prejuizos na membrana plasmatica
de células infectadas para liberar precursores de moléculas sinalizadoras que vao ativar

vias de sinalizagao mediadas por jasmonato conferindo resisténcia a planta.

Clone AS5309-71

O clone A5309-71 foi totalmente seqiienciado. Ele contém 1587 pb e uma ORF
que potencialmente codifica 306 residuos de aminodcidos. A andlise de similaridade
entre a seqiiéncia de aminoacidos predita para este clone com seqiiéncias do GenBank
revelou que hd 63% de identidade com a proteina estearoil-acil dessaturase de
Arabidopsis thaliana (Figura 5).

Lipideos s3o importantes componentes de membranas bioldgicas. Muitas
moléculas, denominadas “segundos mensageiros”, sdo derivadas de lipideos e
participam dos mecanismos de transducdo de sinais que influenciam o crescimento da
planta, seu desenvolvimento ¢ a resposta ao meio ambiente, inclusive a patdgenos
(Weber, 2002).

Sintese de novo dos éacidos graxos em plantas superiores ocorre em plastideos e
requer a sintese de proteinas carreadoras de acilas (ACP) que carream os acidos
palmitico (16:0), estearico (18:0) e oléico (18:1). Os acidos graxos sao usados na sintese
de glicerolipideos, ou sdao exportados dos plastideos para o citoplasma como coenzimas
(CoA) e utilizados na sintese de fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE),
fosfatidilinositol (PI) e fosfatidilserina (PS), que sdo os fosfolipideos predominantes nas
membranas plasmaticas (Kachroo et al., 2004). A dessaturacdo de lipideos ACP-acido

estearico (18:0) e ACP-4cido oléico (18:1) ¢ catalisada por uma estearoil acil
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P A P L P Q R Y R * A * Y R I R G R V D

2 ccagcccectecttectcaacggtatcgataagecttgatatcgaattcgeggecgegtecgac 61
K A H H R HIL L P P L NAA AV S A A P F
62 aaagcccaccaccgccaccttctteccgecgttaaacgectgeggttteccgeggegeegtte 121

K A R K A H S M P P E K K E I F K S L E

122 aaagcccggaaggcccactcaatgecctccagaaaagaaagaaattttcaagteccttggag 181
G W A S E W V L P L L K P V E Q C W Q P

182 ggatgggcctcggagtgggtcctaccgectgctgaagecccgtggagcaatgectggcageca 241
Q N F L P D P S L P HE E F S H Q V K E

242 caaaacttcctccecctgacccctcececttecgecatgaagagttcagecatcaggtgaaggag 301
L R E R T K E L P D E Y F V V L V G D M

302 cttcgcgaacgcactaaagagttacctgatgagtactttgtggtgectggtgggtgatatg 361
Vv T E D A L P T Y Q T M I N N L D G V K

362 gtcaccgaggacgcgcttcccacttaccagaccatgatcaacaaccttgatggagtgaaa 421
D D S G T S P S P WA V W T R A W T A E

422 gatgacagcggcacgagcccgagcccgtgggecgtgtggacccgggectggaccgecgag 481
E N R H G D L L R T Y L Y L 8 G R V D M

482 gaaaacagacacggggatctgctcagaacttatttgtatctctctgggagggttgacatg 541
A KV E KT V HY L I S A G M D P G T D

542 gctaaggtcgaaaagaccgtacattacctcatttcagctggcatggaccctgggacagac 601
N N P I F W G F V Y T S F Q E R A T F V

602 aacaaccccatattttgggggtttgtgtacacgtcattccaagagcgagcaacatttgtg 661
A H G N T A R L A K E G G D P V L A R L

662 gcgcacgggaacacggctcggctcgecgaaggagggcggggatccagtgetggegegecta 721
C G T I A A D E KR HE N A Y S R I V E

722 tgcgggaccatcgcagcggacgagaagcggcacgagaacgcgtactcaagaatcegtggag 781
K L L E V D P T G A MV A I G NMME K

782 aagcttctggaagtggaccccaccggggcaatggtggccatagggaacatgatggagaag 841
K I T M P A HL MY D G D D P R L F E H

842 aagatcacgatgccggcgcaccttatgtacgatggggatgaccccaggctattcgagcac 901
Y S A VvV A Q R I GV Y T A N D Y A D I L

902 tactccgctgtggcgcagcgcataggcgtgtacaccgccaacgactacgcagacatcttg 961
E F L V E R W R L E K L E G L M A E G K

962 gagtttctcgttgaacggtggagattggagaagcttgaaggattgatggctgaggggaag 1021

R A Q D F R V W V G A E D A E V A R A R
1022 cgggcgcaggatttccgtgtgtgggttggcgeccgaggattaggaggttgcaagagecgege 1081

¥* * R AR KM K K H H G V K F S W I F N

1082 tgatgacgagcgcgtaagatgaagaagcatcatggcgttaagttcagttggattttcaat 1141
K ¢ L L L *» N F Q L R L K R * E I E V N

1142 aaagaattgcttttgtgaaatttccagttaagacttaagagataagagatagaggtcaac 1201
v s ¢ Q VF G F Vv TI L s L C¢C L * V A F

1202 gtgagtcaacaggtttttggctttgtgactattttgagtctttgtttgtaggtggcattt 1261
*Vv. R I M NN L T W I A C N G H C W I H

1262 tgagtacgaataatgaacaatttaacatggattgcgtgtaatggacattgttggatccat 1321
G ¢ ¢ s G G Y K T X R X F L L X R L A C

1322 ggttgttgttctggtggatacaaaaccmgtaggrcttttttgttgkaacgtttggecttge 1381
I L. A * L VvV $ VvV s L Y L K Y H I L * * N

1382 atattagcttagcttgttagtgtttctctttatttaaaatatcatattttgtaataaaat 1441
L ¢ I R * * Y D I L I A C F G F K K K K

1442 ctctgtattaggtaatgatatgatatactaatagcatgttttggttttaaaaaaaaaaaa 1501
K K K K K s T A A A N F L S V P G D A X

1502 aaaaaaaaaaaaaagtcgaccgcggccgcgaatttcctgtcagtcccgggggatgecwet 1561
S S R X X T S A

1562 agttctagagykgnaacctccgcggt 1587

Figura 5 — Seqiiéncia de nucleotideos e de aminoacidos predita para o clone A5309-71. As
letras minusculas representam a seqii€ncia de nucleotideos ¢ as letras maitsculas representam a
seqiiéncia de aminoacidos predita. A potencial ORF estd sublinhada, seu inicio marcado pela
letra M e o fim por A. O dominio de dessaturase estd indicado em negrito e italico. Asteriscos
no meio da seqiiéncia representam possiveis cédons de parada.

41



dessaturase especifica (S-ACP-DES) e representa um dos passos chave na biossintese
de lipideos porque promove a regulagao dos niveis de acidos graxos insaturados na
célula (Kachroo et al., 2004).

As estearoil acil dessaturases sdo enzimas que catalisam a dessaturagdo de
acidos graxos saturados inserindo uma dupla ligagdo na posicao delta. A atuacdo desta
enzima promove aumento dos niveis de dacidos graxos poliinsaturados que sao
direcionados para a peroxida¢do lipidica para a formacdo de moléculas sinalizadoras
que vao ativar a expressdo de genes relacionados a defesa. Em Arabidopsis, a
dessaturagdo de um acido 16:0 a um hexadecatriendico 16:3, ocorre em complexos
lipideos localizados em plastidios, mas o local da dessaturagao de um lipideo especifico
¢ determinado pela localizacdo da enzima que ¢ responsavel por esta reagdo. Oxilipinas
e 4cido salicilico sdo algumas das moléculas resultantes destes processos.

Como mencionado anteriormente, a sintese de oxilipinas, ocorre a partir de
acidos graxos poliinsaturados derivados de membranas lipidicas. O jasmonato (JA) e
seu éster metil (MeJA) sdo requeridos para o desenvolvimento do pdlen (Stinzi e
Browser, 2000) e para a expressao do gene PDF.2 da proteina defensina antifungica
(Penninckx et al., 1998). Ja foi verificado que alta expressdo do gene PDFI.2 esta
correlacionada com o aumento da resisténcia ao fungo necrotrofico Botrytis cinerea
(Berrocal-Lobo et al., 2002).

O 4cido salicilico (AS), importante molécula sinalizadora em plantas, influencia
o desenvolvimento e as respostas de defesa. O AS apresenta um importante papel na
resposta de defesa de plantas, pois favorece a “explosdo” oxidativa que leva a morte
celular durante a resposta de hipersensibilidade e ativa a resisténcia sistémica adquirida
(SAR), além de estar presente em diversas respostas da planta a condi¢des adversas do
ambiente. Na presenca de patdgenos ¢ possivel perceber niveis aumentados de AS nas
plantas; esse aumento esta relacionado com a ativagao da expressao de genes envolvidos
na patogénese (PR) e na resisténcia. Muitas PR possuem atividades antimicrobianas e
sua expressdo serve de marcador molecular para a ativacdo da resposta de defesa
(Hammond-Kosack e Jones, 2003).

A importancia das enzimas estearoil acil dessaturases na resposta de defesa esta
intimamente ligada a ativacdo de vias dependentes de JA e AS. A comprovagdo desta
proposta tem sido validada por trabalhos com muta¢des duplas desenvolvidas em
Arabidopsis. Uma mutacdo na proteina carreadora de acilas estearoil acil dessaturase (S-
ACP-DES) inserida em mutantes ssi (supressor de insensibilidade ao AS) resulta em

fendtipos caracterizados pelo acimulo de AS e maior resisténcia, pois, expressam genes
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de defesa mediados por AS, dependente e independente do gene NPRI, ¢ reprimem a
sinalizagdo mediada por jasmonato (Nandi et al., 2003).

Mutantes eds (mutacdo EDS - aumento da suscetibilidade a doencas) de
Arabidopsis apresentam sintese de AS bloqueada e diminui¢do na expressdo de PR e,
consequentemente, maior suscetibilidade a patéogenos. O mesmo ocorre na
superexpressao do gene nahG (salicilato hidroxilase, que degrada AS), que impede o
acimulo de AS, suprimindo a expressdo de PRs e aumentando a suscetibilidade das
plantas. A regulacdo dos genes PRs dependentes de AS em Arabidopsis ¢ feita pelo
gene NPRI, embora exista sinalizagdo mediada por AS independente deste gene e
mediada por JA (Nandi et al., 2004).

Kachroo et al. (2004), investigando a importancia dos niveis de acido oléico
(18:1) e de gliceraldeido-3-fosfato (G3P) na sinalizagdo da defesa perceberam que
mutagdes com perda de funcdo no gene que codifica a 18:1ACP dessaturase podem
restaurar o fenotipo dos mutantes ssi. A reversao desta mutagao promove alteracao dos
niveis de &cido oléico resultando em ativagdo constitutiva de vias dependentes de AS e
repressdo de vias dependentes de JA, confirmando que a biossintese de lipideos
poliinsaturados ¢ importante regulador das vias de sinalizagdo de defesa em plantas
(Kanchroo et al., 2004).

Assim, o gene referente ao clone A5309-71, que ¢ similar a uma estearoil acil
dessaturase (S-ACP-DES), poderia estar atuando na regulacao da biossintese de lipideos
e na geracdo de segundos mensageiros que vao sinalizar a resposta de resisténcia a
patogenos e promover a ativagdo de genes relacionados a esta resposta. A acdo desse
gene na defesa da planta pode estar relacionada também com a dessaturagdao de acidos
graxos favorecendo o aumento dos niveis de acidos poliinsaturados e conseqiiente
liberagdo de compostos sinalizadores que levem a ativacdo de genes que codifiquem

proteinas relacionadas a patogenicidade.

Clone A5309-72

O clone A5309-72 foi totalmente seqiienciado apresentando 1263 pb. Uma
potencial ORF, que codifica 124 residuos de aminoacidos, foi identificada no primeiro
quadro de leitura (Figura 6). Quando comparadas a seqiiéncia predita de aminodcidos e
as seqliéncias do GenBank, o clone A5309-72 revelou identidade de 43% com uma

peroxidase de Glycine max.
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R X G X R R P s s s D G I D K P C I S N
1 cgaangggtnttcgacgcccctcttectecrgacggtatcgataagecttgtatatcgaat 60
s R P R R Q I S G Y I X D H Q R S F G K

61 tcgcggccgegtcgacaaatttcaggntacattgnagaccatcaaagaagectttggtaaa 120
E N A L E L F H V L I S S F S L P E M A

121 gagaatgccctggagttgtttcatgtgctgatatcctegttcectectectgeccagagatggeca 180
L ¥ R * E V. P I S L L R L E E G M V E G

181 ttgtttcgctaggaggtccccatatccecctcttaagactggaagaagggatggtagaagga 240
A E L M W L S S S S Q T T M S P F X Q F

241 gcagagctgatgtggttgagcagttcctcccagaccacaatgagtccatttctbcagtte 300
L. T s L v P W E L T P L A S L H C L E H

301 ttgacaagtttggtgccatgggaattgacacccctggecgtecgttgcactgettggagcac 360
T v L VvV E p I VvV * S W C T v C T Q R L I

361 acagtgttggtcgaacccattgtgtgaagttggtgcaccgtttgtacccagagattgate 420

. * T L T T S L T F * R S A L M P F Q
421 cagctctgaaccctgaccacgtccctcacattctgaagaagtgecctgatgeccattccag 480

T L R R C s T C R N DR G T P M I L DN
481 accctaaggcggtgcagtacgtgtagaaacgaccgtggcactcccatgattctagacaac 540

N Y Y R NI L D S N G L L T V D H Q L A
541 aactactacagaaacatattagacagcargggtctcttgatwgtggatcaccaactagcec 600

N D K R T K P Y V K KL A K S Q D Y F F
601 aatgacaagaggaccaagccttatgtgaagaaaawggccaagagccaagactatttctte 660

K E F S R A I T L L S E NN P L T G T K
661 aaggagttctctagagccattaccttgctctcagagaacaaccctctcactggcacaaag 720

G EV R K QCNV A NKHNG S G P L N
721 ggtgaggtcagaaagcagtgcaatgttgccaacaagcaccmtggatcaggacccttgaat 780

F P P L VY DR G R KKV I Y Yy A P L N
781 tttcctceccectkgtctatgatcgaggaagaaaatmtgtaatatattatgecwrraawwaat 840

A 6 L F L * M G W F N E P R P Y A G S W
841 taaggkcttttcctttaaatgggstggttcaatgaaccragacccayngcaggttcwtgg 900
G X E X * X AMF F N L P M L L L F F F

901 ggakgggaggawtaaraggctatgttttttaatcttccgatgttactgttgttttttttt 960
*F Q * G Y Yy I ¢C S T M Q V A * S W V E

961 taatttcaataaggatattatatatgtagtactatgcaagtagcttagagttgggtagaa 1020
G H vV H G VvV N Y X X Y A C E C C Y D G S

1021 gggcatgttcatggtgttaattatsttakgtatgcgtgtgagtgctgttatgacggcagt 1080
D N A Y D I S X S * s * V V L S K * I N

1081 gacaatgcttatgatatttcatmctcataaagctaggttgttctttctaaataaataaat 1140
H G P W A L L H C * K K K K S R R G R E

1141 catggcccatgggcmttattacactgttaaaaaaaaaaaaaaagtcgacgcggccgcgaa 1200
¥F L A C P G D P L V L E X X P A A V E S

1201 ttcctggcatgcccgggrgatccactagttctagagyggcancccgecgeggtggaatee 1260
S

1261 agc 1263

Figura 6 — Seqiiéncia de nucleotideos e de aminoacidos predita para o clone A5309-72. As
letras mintisculas representam a seqiiéncia de nucleotideos e as letras maiusculas representam a
seqiiéncia de aminoacidos predita. A potencial ORF estd sublinhada, seu inicio marcado pela
letra M e o fim por A. O dominio de peroxidase estd indicado em negrito e italico. Asteriscos
no meio da sequéncia representam possiveis cddons de parada. O X na sequéncia de
aminoacidos representa o aminoacido que ndo pode ser determinado porque o nucleotideo
correspondente ndo esta definido no processo de sequencimento.
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Peroxidases sdo enzimas que catalisam a dismutacdo do perdxido de hidrogénio
a agua e oxigénio. Durante este processo, varios intermediarios reativos sdo formados,
os radicais hidroxila (OH") e os superoxidos (O) sdo alguns exemplos. Espécies
reativas de oxigénio (ROS) ¢ um termo comumente utilizado para classificar todos os
radicais livres derivados do oxigénio. Radical livre é qualquer molécula que contenha
um ou mais elétrons desemparelhados, ou seja, nimero impar de elétrons na sua ultima
camada eletronica (Nordberg e Arner, 2001).

A produgao de ROS ¢ a primeira resposta detectada apds contato com patéogeno
virulento ou avirulento. Uma fraca geragdo de ROS nos primeiros minutos apds a
infeccao ocorre devido a uma reacao nao especifica. Apds algumas horas, uma segunda
e mais expressiva produ¢do de ROS, chamada de “burst” ou “explosdo” oxidativa,
ocorre em células infectadas por patdogenos avirulentos. Esta cinética de duas fases ¢
tipica em interagdo incompativel planta-patégeno (De Gara et al., 2003).

Algumas dessas moléculas, como o radical hidroxila (OH"), sdo extremamente
reativas. O radical superdxido (O2), gerado a partir da adi¢do de um elétron ao oxigénio
molecular, ¢ um radical livre pouco reativo, apresenta pouca habilidade para penetrar
nas membranas celulares e, portanto fica preso no compartimento onde ¢ produzido. O
peroxido de hidrogénio (H,0O,) ¢ um metabolito, resultante do metabolismo do oxigénio,
extremamente deletério porque participa como intermediario na reacdo que produz o
OH'".

O o6xido nitrico (NO) ¢ uma molécula sinal que apresenta baixa reatividade com
a maioria das biomoléculas, mas reage facilmente com outros radicais livres (ex.
radicais peroxil e alquil), gerando moléculas reativas. Este composto nao ¢ capaz de
promover a morte do patdgeno, mas inibe seu crescimento e potencializa a indu¢do da
morte celular mediada por ROS, pois ¢ capaz de ligar-se a enzima catalase e inibir sua
atividade, promovendo aumento dos niveis de H,O, (Buchanan et al., 2000).

Vérias vias para a geracdo de ROS tém sido propostas, mas estudos
farmacolégicos, imunologicos e moleculares dao suporte a idéia de que o sistema de
geracdo de ROS em plantas ¢ andlogo a NADPH oxidase de membrana encontrada em
mamiferos (Bowell, 1999). Similarmente ao que ocorre nos mamiferos, a NADPH
oxidase das plantas transfere elétrons do NADPH citosolico para o oxigénio extra-
celular gerando superdxidos.

A presenga simultanea de H,O; e Oy, ou a reacdo de H,O, com metais induzem a
formag¢do de radicais hidroxila, altamente deletérios para moléculas bioldgicas.

Entretanto, H,O, também impede a penetragao de microrganismos nos tecidos da planta
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porque contribui para o fortalecimento da parede celular por facilitar as reagdes das
peroxidases na catalise de ligacdes cruzadas intra e inter estruturas moleculares da
parede com a lignina polimerizada. Alguns dados sugerem que peroxidases secretorias
sdo capazes de produzir uma “explosdo” oxidativa sob condi¢des geradas pelo ataque de
patogenos (Bowell, 1999).

O aumento na producao de ROS causa danos a todos os tipos de moléculas,
incluindo DNA, proteinas e lipideos (Storz e Imlay, 1999). Em relac¢do aos lipideos ¢
comum a ocorréncia da peroxidacao lipidica, caracterizada pela deteorizagdo de lipideos
poliinsaturados. A agdo de ROS sobre a membrana plasmatica, seguida de peroxidacao,
promove a perda da seletividade i0nica, liberacao de organelas e formacao de produtos
citotoxicos que culminam com a morte celular. Durante a resposta de defesa este
processo ¢ desencadeado a fim de criar um ambiente desfavoravel para o
desenvolvimento do patégeno e conter a colonizagdo da célula (Nordberg e Arnér,
2001).

Estudos de HPLC (cromatografia liquida de alto desempenho) indicam que os
acidos graxos sdo substratos utilizados pelas peroxidases para formar o H,O,, sugerindo
que os fosfolipidios sdo requeridos para a geracdo de ROS. Sabe-se que fosfolipases
estdo envolvidos na ativacdo de NADPH oxidases. A fosfolipase D ¢ importante nas
mudancgas de redox em células animais e um papel equivalente tem sido investigado
para a “explosdo” oxidativa nas plantas (Bowell, 1999).

A investigacdo da relagdo entre ROS e a inducdo de peroxidases tém mostrado
que o superoxido (O;y") produzido em resposta ao elicitor fungico induz a expressao de
enzimas relacionadas a defesa, e em particular das enzimas peroxidases (Higa et al.,
2001).

Embora uma das principais caracteristicas da resposta de hipersensibilidade
(HR) seja a formacao de ROS, as plantas exibem um mecanismo de defesa antioxidante
que evita que as outras células que ndo foram infectadas sejam preservadas dos danos
causados pelas espécies ativas de oxigénio. Nos sistemas bioldgicos ¢ importante
manter um equilibrio entre os niveis de O, e H,O, e as enzimas que os destoxificam. Ha
evidéncias de que uma fina regulacdo do sistema antioxidante é parte das vias de
sinalizagdo que ativam as respostas de defesa (De Gara et al., 2003).

O sistema de defesa antioxidante utiliza enzimas como superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GSP) e aspartato peroxidase (ASC) para
remover as espécies quimicas reativas e proteger as plantas (De Gara et al., 2003).

Atengao especial tem sido dada a glutationa (GSH). Foi comprovado que a diminui¢ao
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de GSH e aumento da sua forma oxidada, glutationa dissulfeto (GSSG), induz a
acumulagdo de fitoalexinas, que sdo isoflavondides com atividade antimicrobiana, e
atuam em sinergia com outros sinais de ativacdo das estratégias de defesa induzidas por
patdgenos (De Gara et al., 2003).

Com base nestas consideragdes, a putativa proteina codificada pelo clone
A5309-72, que apresenta similaridade a uma peroxidase, pode estar atuando no sentido
de acentuar a producdo de ROS durante a resposta de hipersensibilidade, fazendo parte
da via de transducdo de sinais que desencadeia a morte celular programada. Pode
também estar envolvida na resposta de defesa mediada por fitoalexinas e na sintese da

parede celular reforgando a barreira mecanica que impede a penetracao do patdogeno.

Tabela 3 — Similaridade entre seqiiéncias de aminoacidos preditas para os clones A5309-47,
A5309-71 e A5309-72 e as seqiiéncias depositadas no GenBank.

Clone Clone do GenBank Acesso no GenBank  Espécie Valor E  Similaridade (%)
Lipoxigenase CAA 97845.1 Vicia faba le* 83
A5309-47 Lipoxigenase AAB 67732.1 Glycine max 5¢7 75
Lipoxigenase CAA 53730.1 Pisum sativum 3¢ 72
Estearoil acil .
AAD 28287.1 Lupinus luteus le’ 65
dessaturase
Estearoil acil Arabidopsis -
A5309-71 AAF 631000.1 le 63
dessaturase putativa thaliana
Estearoil-acil Arabidopsis 7
NP_ 175048. le’ 63
dessaturase thaliana
Peroxidase AAA 99868.1 Cotton 3735 92
A5309-72 Peroxidase putativa BAC 84057.1 Oryza sativa 3720 62
Peroxidase AAD 37374.1 Glycine max 1e 43

4.2. Alinhamento dos clones isolados com a sonda A53-09

O alinhamento entre as seqiiéncias nucleotidicas dos clones A5309-47, A5309-

71 e A5309-72 com a sonda A53-09 pode ser observado nas Figuras 7, 8 ¢ 9. A

similaridade encontrada entre os clones € a sonda A53-09 variou de 41 a 45% de

identidade de nucleotideos.
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A seqiiéncia de aminoacidos predita para a sonda A53-09 contém uma ORF de
159 residuos de aminoacidos e apresenta um dominio transmembrana e dois dominios
LRR (repeticdo rica em leucina). LRRs sd@o motivos de curtas seqiiéncias presentes em
um grande numero de proteinas com diversas funcdes e localizagdo celular. Estas
repeti¢des estdo envolvidas com a interagdo proteina-proteina e sdo frequentemente
flanqueadas por dominios ricos em cisteina.

A morfologia dos dominios LRRs indica que eles podem ter um papel crucial na
formacgao do citoesqueleto da célula, fornecendo uma estrutura versatil para a interagao
entre proteinas. Estudos com estrutura 3D de complexos LRRs-ligantes identificaram
que a superficie concava desses dominios, que ¢ formado por uma folha 3 € uma volta, ¢
ideal para a interagdo das proteinas.

Nenhum dos clones isolados apresentou um dominio LRR em sua estrutura. A
maior ORF predita para cada clone, quando submetida a andlise de predi¢ao de
dominios protéicos pelos programas Pfam (Sanger Center) e TMA (WorkBench)
(Materiais e Métodos), também nao demonstrou a existéncia de dominio transmembrana
para nenhum dos clones. Quanto ao dominio contido na maior ORF, o clone A5309-47
apresentou similaridade a um dominio de lipoxigenase, o A5309-71 a um dominio de
dessaturase e o clone A5309-72 a um dominio de peroxidase.

Os dominios de lipoxigenase caracterizam as enzimas responsaveis em catalisar
a hidroperoxidag¢do de lipideos. Elas contém um atomo de ferro, ligado a quatro
residuos, trés dos quais sdo de histidina. As plantas expressam uma variedade de
lipoxigenases citoplasmaticas que atuam em diferentes situagdes fisiologicas da célula.

Os dominios de dessaturase caracterizam as enzimas acidos graxos dessaturases
catalisam a inserc¢do de duplas ligagdes na posi¢do delta de acidos graxos. Existem duas
familias distintas de 4cido graxo dessaturases: as estearoil-CoA dessaturase e as
proteinas carreadoras estearoil-acil dessaturase encontradas em plantas. A esta ltima
familia, pertencem as enzimas que catalisam a inser¢ao de uma dupla ligacao na posi¢ao
delta 9 da estearoil-ACP para produzir oleoil-ACP; estas enzimas sdo responsaveis pela
conversao de 4cidos graxos saturados em acidos graxos insaturados durante a sintese de
oleo vegetal.

Ja o dominio de peroxidase caracteriza as enzimas que promovem a remog¢ao dos
peroxidos de hidrogénio da célula, convertendo-os a oxigénio e dgua. As peroxidases
possuem duas familias, uma encontrada em mamiferos e outra encontrada em bactérias,
fungos e plantas. As peroxidases de plantas podem ser divididas em trés classes. Na

classe I estdo as peroxidases intracelulares, que inclui a peroxidase citocromo ¢ (CCP)

48



(enzima soluvel encontrada na cadeia de transporte de elétrons mitocondrial), a
ascorbato peroxidase (AP) (principal enzima de remocao de peroxidos do cloroplasto de
plantas superiores) e a peroxidase-catalase (exibe atividade de catalase e peroxidase
atuando no estresse oxidativo). Na classe Il estdo as peroxidases secretorias de fungos,
ligninases, lignina peroxidases e peroxidases dependentes de manganés que sdo
responsaveis pela degradacao de ligninas. Na classe III estdo as peroxidases secretorias
de plantas que sdo glicoproteinas que apresentam vdrias func¢des tecido-especifica como
remocdo de peroxido de hidrogénio do cloroplasto e citosol, oxidagdo de compostos
toxicos, resposta de defesa, biossintese de parede celular, catabolismo de acido acético e
biossintese de etileno.

Marcelino (2002), utilizando um fragmento de 295 pb derivado da sonda A53-09
utilizada neste trabalho, conseguiu isolar clones que apresentavam dominios de
meristoilagdo e sitios de fosforilagdo por cinases. As proteinas meristioladas possuem
radical meristato (acido graxo de 14 carbonos) que reage covalentemente ao N-terminal
da proteina e promove a interacdo da proteina com a membrana plasmatica ou outras
proteinas. A presenca de sitios e dominios similares nas seqiiéncias preditas de
aminoacidos dos clones positivos ¢ da sonda pode indicar a presenca de regides
homologas importantes entre as seqiiéncias de DNA, bem como similaridades estrutural
e funcional da proteina justifcando o isolamento dos clones.

As seqiliéncias preditas para os clones isolados neste trabalho ndo apresentam
nenhuma similaridade de dominios com o dominio encontrado na seqiiéncia predita para
a sonda A53-09 que permita afirmar que estes genes possuem dominios caracteristicos
de proteinas codificadas por genes de resisténcia, como por exemplo, os dominios
LRRs. O isolamento dos clones positivos ocorreu unicamente por pareamento de bases
especificas presentes nas duas seqiiéncias, devido as condigdes especificas de
hibridizagao.

Apesar de ndo encontrarmos dominios caracteristicos de genes de resisténcia
presentes nas putativas ORFs dos clones positivos todos os clones isolados
apresentaram ORFs que potencialmente codificam enzimas chave para a ativagdo de
varias respostas de defesa. A ativacdo do mecanismo de defesa altera todo o
metabolismo da planta, ¢ esta alteracdo ¢ necessaria para que ocorra uma eficaz
protecdo contra os patdogenos. Sendo assim, todos os clones positivos obtidos neste
trabalho, hibridizados a sonda A53-09 ndo correspondem a genes de resisténcia, mas

estdo, muito provavelmente, envolvidos na resposta de defesa da planta.
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A5309-47 —-==-= GACGGCTGGATTCCACCGCGGAGGT---TGCCGCTCTAGCAACTAGTGGCATCY

Sonda A53-09 GCAGGGAGTAAAGGGGTTGCAGGAAGAAAAAGCATGAGACCCATGCAGCTGGTATAATCG
* Kk kk kK *  K* * * *  Kx *kKk kk kK * Kk Kk
A5309-47 CCCGGGCTGCAGGAATT-CGCGGCCGCGTCGACTTTTTTTTTAGCGCACAAAGCAAAGCA
Sonda A53-09 TGAAGGAAGATATCATCGTGCTTTCTAGAAGATATGTAGGTAGTGGAATAAGGGAATATG
* % * * % * % * * * % *  * * * k kk Kk k%
A5309-47 GT-—--- AAATGCTTTTATTGATTCTGAACATTTTACAAA-ACAACTGCTTTTATTTTAT
Sonda A53-09 GTTGTTAGGATATTCCATTTTATCTTTTCTGTTTTGCTTGTGGGGCCTTGTTCCCTGCAT
* % * % * **k kK * *kkk Kk * * % * * %
A5309-47 TAAAGCCAAACATGCAAAGCACTCAAACACACTAGATTACC-——-ATGT--—--GCAGGTT
Sonda A53-09 AACAGCTATATATGTAGATGAATTAAGCGCTTTTGATATCAGAAAATATAACAGCAAGTT
* kkk Kk Kk Kkkk Kk *x * k kk Kk ok * Kk kk * * %k *kk kkk
A5309-47 GGATGAAGAAATTCAGATTCCTTCTCTTCTATCTTTTATTCAAAGCCACARAACTTAAGG
Sonda A53-09 CTCCCTTAGTCTCTCTCTTCCTCTTCTTCTATGGAGGTTCCTAGCCCTCGAAACTAGGTG
* * Kk Kk Kk k * Kk k ok kkkk * k% * Kk Kk kkkkk *
A5309-47 AACCACAAACCTC--TTCAGATAGAGATACTGTTGGGAATTCCTCTGAAAGTTAATCCTT
Sonda A53-09 GTTCACGTTCTCAAGCTTGGTTCCTAACA-TGTGGTTAGACACTTTTAATCCTGAATGTC
* k% * * *  * * k kkk Kk * **k Kk kk * ok *
A5309-47 CCTTACTAGAAGGCAAAAGCAGAGTATAAG---GCATTT-GAACTGGTCCACAACGGTTT
Sonda A53-09 TCCTTGTAGACATATATACCTCTACATATGTGTGCATTTTGCAACCACCACCATTAGTGG
* * % k% * k% *kk Kk *kkkkkk Kk Kk * * % * %
A5309-47 CTSASKYKCTCMWMGKTGYTYYTCYCWGRAGCAGTTTATTCTCAATTTGYGCCAGSTTTA
Sonda A53-09 AATAAAATTTTAAATGCAAACCCTTCTATGGTA-TATATCCTATATAGGCATTG-—-TTA
* * * * k Kk kkk Kk*k * % * * k%
A5309-47 TTTCCAAACCTTTTTAAAAGCCTCTAACGCTCTTGTATCAGA-TGTCYAATTTGGATTGT
Sonda A53-09 GTAGTAAATACCAACCGTGAACCAGAAAATTGTGGATTCAACCTTTTTCGTTTTCCTTCT
* * k% * * % * ok *x * k% *  * * k% **  *
A5309-47 CCCTCTCCCCAAGG-TACACCTCA-TCAGATGCATGCCTTGGACAAGATTTCTATAACAG
Sonda A53-09 TCTTCATGGCAGTGCTATATGCAACTCATGTTCTTCTCTTGATATTGTCCACTGCAACAA
* kK * * *x kK K * ok kkx R . * Kk Kk ok * * * * Kk kK
A5309-47 AA----AGGTCAATAAGGGTCTGAAACTTTGGTGTAATA-GYCTTCAAGTAAGCCTTCTG
Sonda A53-09 CTCTCCACTTCAGTGCAAGCAAGGCAGCAAGGCTCAATATGACTTGCAGCGAGAAGGARA
* *kk  Kk * * * * * *kkhkkk Kk Kkkk * * * *
A5309-47 GGGATTC-TTCCTCAGCTCCTCATAC---TCAGCAGAACCTTTCT-CAGGCATGAATCGC
Sonda A53-09 GGAATGCACTCCTCAGCTTCAAGCATGGACTAGCAGACCCTTCAAACAGGCTTTCATCGT
* Kk kk ok *kkhkkkkkkhkkk K * *kkhkkkkk kkkk *khkkkk Kk * Kk kK
A5309-47 CTACTAA-GAGTTGGACGGTT---TAAGATTAAACCTCCATAGGGATACTGTCCCAAAAT
Sonda A53-09 GGTCTGACAAATCGGATTGCTGTACATGGCCAGGGGTTCACTGCAACAACACAGGTAAAG
* kK *x ok kK %k *x  x *  x * * kK * *  x * K Kk
A5309-47 TAACAGCTGCCM----TGAAAGKGCTGTAAGCAGYCCACTTATGGATGGATAGCGCAAGC
Sonda A53-09 TCATGGAAATCAATCTTGACACACCTGCGGGC—-TCTCCCTATAGGGAGTTGAGTGGAGA
*  x * * * Kk Kk Kk * K x * % * *x kkk K *x  x * *
A5309-47 TTCAACTAGCTCTTTTCACGGAGTTTTGCMCTCTTTAAGGGCCACCATGGGSGTCCAATT
Sonda A53-09 GATTAGTCCTTCTTTGCTTGAA--CTAAAATATTTGAATCGTTTGGACTTGAGTTCAAAT
*  x *KkKkKK Kk *  x * * Kk kK * * * kk kkk Kk
A5309-47 TTTTCTTGKGCTCCATGGGACCCCACCTCCTACAGTAATCTTTCCAGCAGGCTTGGGAGT
Sonda A53-09 TATTTTGTTCTTACTCCAATACCAAGCTTCC- - - -TAGGCTCATTGGAGAGTCTGAGATA
*  kkx K *  x *k ok kk K * * * * * * * Kk kK
A5309-47 TCAGGRWCTTCTCTAAGGTGGTGCATCCTGGATTTGGTAGGACAAAGAAAAACGTAATTC
Sonda A53-09 CTTGGACCTTAGCTTAAGTGGG- - TTCATGGGATTAATCCCTCATC-AACTAGGAAACCT
* * * Kk Kk *Kk kK Kk kK * Kk kKk Kk * * * * * * * * kX k%
A5309-47 CTGGGACCCMYTGGTCTTGGATAGCATCCCATA
Sonda A53-09 CTCAAACCTGCAG----------------==-—
* * * Kk Kk *

Figura 7 — Alinhamento entre as seqiiéncias nucleotidicas do clone A5309-47 e a sonda A53-
09. As posicdes de identidade estdo destacadas em azul. Em negrito e sublinhados estdo os
dominios transmembrans ¢ LRR encontrados na sonda A53-09. (+) representa nucleotideos
conservados, (-) representa nucleotideos sem consenso, estes gaps sao utilizados para maximizar
o0 anelamento.
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Sonda A53-09  mmmmmmmmm oo GCAGGGAGTAAAGGGGTT

A5309-71 TGCTATTAGTATATCATATCATTACCTAATACMGAGATTTTATTACAAAATATGATATTT
* * kK * *
Sonda A53-09 GCAGGAAGAAARAGCATGAGACCCATGCAGCTGGTATAATCGTGAAGGAAGATATCATCG
A5309-71 TAAATAAAGAGAAACACTA-ACAAGCTAAGCTAATATGCAAGCCAAACGTTMCAACAA-A
* * % * kk k% * k% * Kk Kk Kk * k * * * % * k%
Sonda A53-09 TGCTTTCTAGAAGATATGTAGGTAGTGGAATAAGGGAATATGGTTGTTAGGATATTCCAT
A5309-71 AAAGYCCTACKGGTTTTGTATCCMCCAGAACAACA-ACCATGGATCCAACAATGT ~CCAT
* k * *  k kkkk *kk kK * *kkk Kk * *k k kkkk
Sonda A53-09 TTTATCTTTTCTGTTTTGC-TTGTGGGGCCTT-GTTCCCTGCATAACAGCTATATATGTA
A5309-71 TACACGCAATCCATGTTAAATTGTTCATTATTCGTACTCAAAATGCCACCTACAAACAAA
* * * ) * k% * Kk Kk *k kk Kk Kk * * *k kkk Kk Kk *
Sonda A53-09 GATGAATTAAGCGCTTTTGATATCAGAAAA-TATAACAGCAAGTTCTCCCTTAGTCTCTC
A5309-71 GACTCA--AAATAGTCACAAAGCCAAAAACCTGTTGACTCACGTTGACCTCTATCTCTTA
* ) * * Kk * * * Kk KKk Kk *  x * Kk Kk Kk * % * * *
Sonda A53-09 TCTTCCTCTTCTTCTATGGAGGTTCCTAGCCCTCGAAACTAGGTGGTTCACGTTCTCAAG
A5309-71 TCTCTYAAGTCTTAACTGRAAATTTCACAAAAGCAATTCTTTATTGAAAATCCAACTGAR
* Kk Kk * Kk Kk Kk * Kk Kk * Kk Kk *  K* * * *  Kx * *
Sonda A53-09 CTTGGTTCC-TAACATGTGGTTAG---ACACTTTTAATCCTGAATGTCTCCTTGTAGACA
A5309-71 CTTAACGCCATGATGCTTCTTCATCTTACGCGCTCRCTCATCAGCGCGCTCTTGCAACCC
* Kk Kk *k kK * *  x **k  Kx * * Kk kK * *kKkKk Kk *
Sonda A53-09 TA-TATACCTCTA--------- CATATGTGTGCATTTTGCAACCACC--------- ACCA
A5309-71 TCCTARATCCTCGGCGCCAACCCACACACGGAAATCCTGCGCCCGCTTCCCCTTCARCCA
* *k*k kK * Kk Kx * * * * Kk Kk **k  Kx * Kk Kk
Sonda A53-09 TTAGTGGAATAAAATTTTA--AATGCAAACCCTTCTATGGTATATATC-—————- CTATA
A5309-71 TCAATCCCTTCAAGCTTCTCCAATCTCCACCGTTCAACGAGAAACTCCAAGATGTCTGCG
*x kK% * kK * * * Kk Kk *kkhkk kkk Kk Kk *x  x * * *
Sonda A53-09 TAGGCATTGTTAGTAGTAAATACCAACCGTGAACCAGAAAATTGTGGATTCAACCTTTTT
A5309-71 TAGTCGTTGGCGGT-GTACACGCCTATGGCGCTGCGCCACAGCG-GAGTAGTGCTCGAAT
*khkk ok kkk * Kk kkk Kk * kK *x  x * *x  x *  x * * *
Sonda A53-09 CGTTTTCCTTCTTCTTCATGGCA-GTGCTATATGCAAC- -TCATGTTCTTCT-CTTGATA
A5309-71 AGCCTGGGGTCATCCCCATCGTACATAAGGTGCGCCGGCATCGTGATCTTCTTCTCCATC
* * *k kK * Kk Kk Kk Kk * * * % *Kk kk kkkkkk Kkk * %
Sonda A53-09 TTGTCCACTGCAACAACTCTCCACTTCAGTGCAAGCAAGG-CAGCAAGGCTCAATATGAC
A5309-71 ATGTTCCCTATGGCCACCATT-GCCCCGGTGGGGTCCACTTCCAGAAGCTTCTCCACGAT
*k Kk Kk  kk * k% * * * Kk kK *  * * * k * * % * k%
Sonda A53-09 TTGCAGCGAGAAGGAAAGGAATGCACTCCTCAGCTTCAAGCATGGACTAGCA--GACCCT
A5309-71 TCTTGAGTACGCGTTACTCGTGCCGCTTCTCGTCCGCTGCGATGGTCCCGCATAGGCGCG
* * * * * kk kk*k * * kKKK Kk * Kk Kk L
Sonda A53-09 TCAAACAGGCTTTCATCGTGGTC--TGACAAATCGGATTGCTGTACATGGCCAGGGGTTC
A5309-71 CCAGCACTGGATGCCCCGCCCTCCTTCGCGAGCCGAGCCG-TGTTCCCGGTGCGCCACAA
* % * *  x * % * ) * *  Kx * * * kkk Kk * * *
Sonda A53-09 AC-TGCAACAACACAGGTAAAGTCATGGAAATCAATCTTGACACAC----CTGCGGGCTC
A5309-71 ATGTTTGCTCGCTCTTGGAATGACGTGTACACAAACCCCAAAATATGGGGTTGTTGTCTG
* * *  x * kk ok k kk K*x X **k  Kx I * * * k%
Sonda A53-09 TCCCTATA----- GGGAGTTGAGTGGAGAGATTAGTCCTTCTTTGCTTGAACTAAAATAT
A5309-71 TCCCAGGGTCCATGCCAGCTGARATGARGTAATGTAYGGWMTTT -~ TCGACCTTAGCCAT
* Kk Kk Kk * * Kk kk Kk * % *  x * Kk Kk R I S O S * *
Sonda A53-09 TTGAATCGTTTGGACTTGAGTTCAAATTA-TTTTGTTCTTACTCCAATACCAAGCTTCCT
A5309-71 GTCAACCCTCCCCAGAGAGATACAAATAAGTTCTGAGCAGATCCCCGTGTCTGTTTTCCT
*x kk kK K * * kkkkk Kk kk kK * * * * * * * Kk ok ok ok
Sonda A53-09 AGGCTCATTGGAGAGTCTGAGATACTTGGACCTTAGCTTAAGTGGGTTCATGGGATTA - -
A5309-71 CGGC--GGTCCAGGCCCGGGTCCACACGGCCCACGGGCT -~ -CGGGCTCGTGCCGCTGTC
* Kk Kk * * * *x  x * * * Kk Kk x * * *khkk kk k) *
Sonda A53-09 ATCCCTCAT--CAACTAGGAAACCTCTCA-AACCTGCAG-———————=———————————-
A5309-71 ATCTTTCACTCCATCAAGGTTGTTGATCATGGTCTGGTAAGTGGGAAGCGCGTCCTCGGT
* k% * k * *k ok kkk * k * * k%

Figura 8 — Alinhamento entre as seqiiéncias nucleotidicas do clone A5309-71 e a sonda A53-
09. As posi¢oes de identidade estdo destacadas em azul. Em negrito e sublinhados estdo os
dominios transmembrans € LRR encontrados na sonda A53-09. (») representa nucleotideos
conservados, (-) representa nucleotideos sem consenso, estes gaps sdo utilizados para maximizar
o0 anelamento.
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A5309-72 GCTGGATTCCACCGCGGCGGGTTGCCRCTCTAGAACTAGTGGATCYCCCGGGCATGCCAG
Sonda A53-09 ---------m----—o— oo

A5309-72 GAATTCGCGGCCGCGTCGACTTTTTTTTTTTTTTTAACAGTGTAATAAKGCCCATGGGCC
Sonda A53-09 W —-—m-mmmmmmm oo GCAGGGAGTAAAGGGGTTGCAGGAAG
* * ok k ok ok * * *
A5309-72 ATGATTTATTTATTTAGAAAGAACAACCTAGCTT-TATGAGKATGAAATATCATAAGCAT
Sonda A53-09 AAAAAGCAT--—--—-—~ GAGACCCATGCAGCTGGTATAATCGTGAAGGA----AGATAT
* * * % *k*x Kk * * k kX * Kk Kk Kx * k Kk k * * * %
A5309-72 TGTCACTGCCGTCATAACAGCACTCACACGCATACMTAASATAAT-TAACACCATGAACA
Sonda A53-09 CATCG-TGCTTTCTAGAAGATATGTAGGTAGTGGAATAAGGGAATATGGTTGTTAGGATA
* * * k Kk * * * * * * k x * k x * * * *
A5309-72 TGCCCTTCTACCCAACTCTAAGCTACTTGCATAG---TACTACATATATAATATCCTTAT
Sonda A53-09 TTCCATTTTATCTT-TTCTGTTTTGCTTGTGGGGCCTTGTTCCCTGCATAACAGCTATAT
*x kk kk kk X * k% *x Kk k ok k * * *x k% *kk*k Kk  Kx * k%
A5309-72 TGAAATTAAAAAAAAAACAACAGTAACATCGGAAGATTAAAAAACATAGCCTY--TTAAT
Sonda A53-09 ATGTAG-ATGAATTAAGCGCTTTTGATATCAGAAAATATAACAGCAAGTTCTCCCTTAGT
* * * * * * * * * * k x * * * * * * * * * * * * * k x *
A5309-72 TCCTCCCMTCCCMATGAACCTGCAGKGGKCTCGGTTCATTGAACCMGCCCMTTTAAAGGA
Sonda A53-09 CTCTCTCTTCCTCTTCTTCTATGGAGGTTCCTAGCCCTCGAAACTAGGTGGTTCAC-—-~
*khkk Kk kk*k * * * * * * * K x * * kK
A5309-72 AAAGMCCTTAATTWWTTYYWGCATAATATA-TTACAKATTTTCTTCCTCGATTCATAGAC
Sonda A53-09 —-—-GTTCTCAAGCTTGGTTCCTAACATGTGGTTAGACACTTTTAATCCTGAAT-GTCTCC
* *k* Kk x * * % % **k*x Kk Kk Kkk*x * * % % * *
A5309-72 MAGGGGAGGAAAATTCCAAGGGTCCTGGATCCAKGGTGCTTGKTGGCAACATTGCACTGC
Sonda A53-09 TTGTAGACATATATACC—-——-——— TCTACATATGTG-TGCATTTTGCAACCAC--CACCA-
* * * * kK k% * * * * *x kkk ok * * *x kK * Kk
A5309-72 TTTCTGGACCTCACCCTTTGTTGCCCAG--TGAGGAGGGTTGTTCTCTGGAGAGCCAAGG
Sonda A53-09 TTAGTGGAATAAAATTTTAAATGCAAACCCTTCTATGGTATATATCCTATATAGGCATTG
* % * % % % * * % * % % * * * % *  * * % * Kk k kx* *
A5309-72 TAATGGGGCTCTTAGAAGAAAACTCCTTGGAAAGAAATAGTACCTTGGGCTCCTTTGGGC
Sonda A53-09 TTAGTAG--—--- TAAATACCAACCGTGAACCAGAAAATTGTGGATTCAAC-CTTTTTCGT
* * * * * * * kx x * * k k Kk * * * * * * * * * *
A5309-72 CATTTTCTTTTTTCACATTAAAAGGCTTTGGTCCTCTTGTCATTGGCTAGTTGGTGATCC
Sonda A53-09 TTTCCTTCTTCTTCATGGCAGTGCTATATGCAACTCATGTTCTTCTCTTGATATTG-TCC
* * *k Kk k kK * * ok k * Kk Kk kk*k * % ** kX% *k Kk k Kk
A5309-72 ACTAATCAAGGAGAACCCYTGCTGTTCTTAAAATATGTTTCTGTAGTAGTTGTTGTCTAG
Sonda A53-09 ACTG--CAACAAC--TCTCCACTTCAGTGCAAGCAAG--GCAGCAAGGCTCAATATGACT
* k x * *x x * * * % * * * * * * * * * * *
A5309-72 AATCATGGGAGTGCCACGGTCGTTTCTACACGTACTGCACCGCCTTAGGGTCTGGAATGG
Sonda A53-09 TGCAGCGAGAAGGAAAGGA-~-—=—————~ ATGCACTCCTCAGCTTCAAG-CATGGACTAG
*x x* k  x % * *x kkk *k K **k * * * *kk*k kx  Kx
A5309-72 CATCAGGGCACTTCTTTCAGAATGTGAGGGRACGTGGTCAGGGTTCAGAGCTGGATCAAT
Sonda A53-09 CA----GACCCTTCAAACAGGCTTTCA----TCGTGGTCTGA----CAAATCGGATTGCT
* % * kx kkkkx * % % * *x % *khkkkkkk k * * % % % *
A5309-72 CTCTGGGTACAAACGGTGCAC--CAACTTCACACAATGGGTTACGACCAACACTGTGTGC
Sonda A53-09 GTACATG-GCCAGGGGTTCACTGCAACAACACAGGTAAAGTCATGGAAATCAATCTTGAC
* * *x  x * Kk Kk  kkk * Kk kK * Kk kK *k Kk Kk *x kK kX *
A5309-72 TGCCAAGCAGTGCACACGACGCCAGGGGGTGTCAATTCCCATGGCACCAAACTTGTCAAG
Sonda A53-09 ACACCTGCGG-GCTCTCCCTATAGGGAGTTGAGTGGAGAGATTAGTCCTTCTTTG-CTTG
* ** * *x*k * % ** X k% * % * % * Kk *x  *x *
A5309-72 AACTGVAGAAATGGACTCATTGTGGTCTGGGGAGGAACTGCTCAACCACATCAGCTCTGC
Sonda A53-09 AACTAAAATATTTGAATCGTTTGGACTTGAGTTCAAATTATTT----—————-——— TGTTC
* Kk kK * *x k kK kk Kk * * kK * kK * R
A5309-72 TCCTTCTACCATCCCTTCTTCCAGTCTTAAGAGGGATATGGGGACCTCCTAGCGAAACAA
Sonda A53-09 TTACTCCAATACCAAGCTTCCTAGGCTCATTGGAGAGTCTGAGATACTT----GGACCTT
* * % % *  * * *x kkx K**k *x * k% * k% * *x %
A5309-72 TGCCATCTCTGGCAGAGAGAACGAGGATATCAGCACATGAAACAACTCCAGGGCATTCTC
Sonda A53-09 AGCTTAAGTGGGTTCATGGGATTAATCCCTCATCAACTAGGAAACCTCTCAAACCTGCAG
* * * * * * * * * *x * * % * * * * *x x * * *
A5309-72 TTTACCAAAGCTTCTTTGATGGTCTCAATGTACCTGAAATTTGTCGACGCGGCCGCGAAT
Sonda A53-09 W —-mmmmmm oo o
A5309-72 TCGATATACAAGGCTTATCGATACCGTCYGAGGAAGAGGGGCGTCGAAAACCCTTTICG

Sonda A53-09 W —-mmmmmmm oo

Figura 9 — Alinhamento entre as seqiiéncias nucleotidicas do clone A5309-72 e a sonda A53-
09. As posi¢oes de identidade estdo destacadas em azul. Em negrito e sublinhados estdo os
dominios transmembrans e LRR encontrados na sonda A53-09.(x) representa nucleotideos
conservados, (-) representa nucleotideos sem consenso, estes gaps sdo utilizados para maximizar
o0 anclamento.

52



4.3. Analise da expressdo do clone A5309-72

A técnica de RT-PCR foi utilizada a fim de verificar se o clone isolado A5309-
72 continha seqiliéncias expressas nas variedades de soja FT-Cristalina e Bossier
(resistente e suscetivel), e se essa expressdo era influenciada pela infecgdo com o
patogeno Cercospora sojina. O RT-PCR permite analise relativa da expressdo génica
durante a resposta de resisténcia.

O RNA total de folhas, caule e raiz da soja resistente e suscetivel, inoculadas e
ndo inoculadas, foram extraidos, tratados e submetidos ao RT-PCR conforme descrito
em “Materiais e Métodos”. Os trés foliolos da primeira folha trifoliolar foram coletados
em intervalos de tempos de quatro dias, com o tempo zero correspondendo ao momento
da inoculagdo com o fungo Cercospora sojina.

A escolha dos tempos teve a inten¢do de abranger um intervalo de tempo no qual
a expressao de genes pudesse ser acompanhada pelo desenvolvimento dos sintomas da
doenca. No caso da cercosporiose ou mancha-olho-de-rd, os primeiros sintomas
comecam a ser percebidos por volta do décimo dia apés a inoculagdo do patdgeno
(Cordeiro, 1992). Assim, as coletas foram feitas no dia zero, apds quatro, oito ¢ doze
dias da inoculagdo. O fungo patogénico C. sojina Hara é o agente causal da
cercosporiose, ou mancha-olho-de-ra, e promove grandes perdas no cultivo da soja no
Brasil, atacando principalmente as folhas, mas também podendo causar prejuizos ao
sistema vascular. H4 evidéncias da existéncia de 25 racas do patdgeno no Brasil e novas
racas podem ocorrer (Yorinori e Klingelfuss, 2000).

A Figura 10 mostra o aparecimento de sintomas nas plantas de soja, inoculadas
com o patdgeno. Nenhum sintoma da doenga foi percebido na variedade FT-Cristalina
(resistente). Ja a variedade suscetivel inoculada apresentou folhas repletas de manchas
caracteristicas da doeng¢a quando comparada a planta nao inoculada.

O RNA extraido de cada amostra foi quantificado por espectrofotometria a 260
nm e armazenado a -80°C até seu uso. Os valores da absorbancia a 260 nm devem estar
acima de 0,1, enquanto a relagdo Ase0/Azso ideal deve estar entre 1,8 e 2,0 indicando que
ndo ha contaminagdo significativa por proteinas ou residuos de fenol que possam inibir
a reagdo da transcriptase reversa. Todas as amostras extraidas e tratadas neste
experimento apresentaram valores para a relacdo Asqo/Azso dentro do limite ideal. A
integridade deste RNA foi verificada em gel de agarose 0,8%. A presenca de duas

bandas distintas indicativas da preservagdo dos RNAs ribossomicos 18S e 28S mostrou
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Cristalina No Inoculada Bossier Ndo Inoculada

Cristalina Inoculada Bossier Inoculada

Figura 10 — Sintomas da doenca cercosporiose manifestadas apds 12 dias de inocula¢do do
patégeno Cercospora sojina. Soja Cristalina, variedade resistente, Soja Bossier, variedade
suscetivel.

que as amostras extraidas apresentaram bom grau de integridade (dados ndo mostrados).

Uma vez confirmada a integridade do RNA, foram realizadas as reacdes de
sintese do cDNA com posterior reagdo de PCR. A amplificacdo de uma banda distinta
indica que a transcri¢do reversa iniciada com oligoyr) foi eficiente e que os primers
construidos amplificam seqiiéncias funcionais. A utilizagdo do oligoyr) apresenta uma
alta especificidade e produz fragmentos de RT-PCR mais consistentes do que quando se
utiliza primers aleatérios que requerem otimizagao das condi¢des da razdo primer/RNA
(Frohman et al, 1988). O uso deste oligonucleotideo também permite que uma mesma

populagdo de cDNA fita simples possa ser amplificado com diferentes pares de primers.

Em todos os experimentos realizados nao houve contaminagdo com DNA
gendmico, pois 0 RNA total foi previamente tratado com DNase para eliminar qualquer
tragco de DNA que pudesse contaminar as amostras. Isto foi confirmado pelos controles
negativos, nos quais nao ha transcriptase reversa. Estes controles ndo apresentaram
nenhuma banda amplificada (dados ndo mostrados). Um controle adicional foi feito com
amplificacdo de fragmento de actina 3 de soja a partir do DNA genomico das variedades

de soja FT-Cristalina e Bossier.
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Inicialmente foi feita a amplificacdo do fragmento correspondente ao clone
A5309-72 em diferentes orgaos da planta. A andlise de deteccdo dos transcritos
amplificados com os primers Perox-F e Perox-R, especificos para o clone A5309-72,
similar a peroxidase, revelou amplificagdo de uma Unica banda, com tamanho
aproximado de 700 pb (Figura 11). A temperatura de pareamento utilizada na reagao de
PCR para o clone A5309-72 e para o gene da actina foi de 59°C.

A amplificagdo do DNA gendmico produziu um fragmento maior,
aproximadamente 1200 pb indicando a provavel presenca de um intron (Figura 11).
Apenas a amostra de caule da variedade FT-Cristalina ndo apresentou amplificacdo do
fragmento, todas as outras amostras de RNA de caule, raiz e folha das variedades
resistentes e suscetiveis apresentaram amplificagdo de uma banda definida
comprovando a existéncia de expressdo desse gene em diferentes 6rgdos, ou seja, sua

expressao ndo ¢ orgao-especifica.

E
-
P—t
- E— —
- - E N
M 12 3 45 6 7 8 910 1112 M R S R §
Primer Perox Primer Actina Primer Primer

Perox Actina

Figura 11. RT-PCR de diferentes 6rgdos das variedades de soja FT-Cristalina e Bossier com os
primers especificos para o clone A5309-72 e para a ctina. Os nimeros na parte inferior
equivalem a diferentes amostras usadas: 1 ¢ 7: RNA de folhas de FT-Cristalina; 2 ¢ 8: RNA
caule de Cristalina; 3 € 9: RNA de raiz de Cristalina; 4 e 10: RNA de folhas de Bossier; 5e 11:
RNA de caule de Bossier; 6 e 12: RNA de raiz de Bossier. DNA gendémico amplificado com
primers especificos para o clone A5309-72 e para actina, a letra R representa amostra de DNA
de FT-Cristalina amplificada com primer especifico, R’ com primer para actina. A letra S
representa amostra de Bossier amplificada com primer especifico, S’ com primer para actina. M
representa o marcador de tamanho A Hind III (DNA de fago A digerido com Eco RI, Bam Hl e
Hind 1II).

Depois de verificada a expressdao nos diferentes 6rgaos da planta foram realizados
experimentos para verificar se a expressdo do gene correspondente ao clone A5309-72
era influenciada pela inoculagdo do patdogeno. Um RT-PCR, com amostras coletadas em
diferentes tempos apos a inoculagido do patdgeno, foi realizado para investigar o perfil

funcional deste gene ao longo da exposi¢do ao patdégeno C. sojina. Devido a problemas
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experimentais e escassez de tempo para padroniza¢ao das condigdes para as reagdes de
PCR os dados obtidos para este estudo diferencial sdo inconclusivos e inconsistentes
para suportar uma discussdo sobre a real expressdo desse gene durante a resposta de
defesa.

Contudo, estes experimentos deverdo ser repetidos para obtengdo de dados mais
informativos, pois estes resultados sdo extremamente importantes para estabelecer os
papéis funcionais dos genes identificados. Assim, as perspectivas para a continuidade
deste trabalho visam a determina¢do funcional dos clones isolados e caracterizagdes
moleculares complementares que deverdo ser realizadas a fim de determinar qual o real

papel destes clones no mecanismo de resisténcia a doengas nas plantas de soja.
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5. Resumo e Conclusoes

Dentre os fatores que causam prejuizos no cultivo de soja no Brasil as doencas
tém ganhado destaque. Muitas pesquisas que visam o controle de pragas e doengas que
atacam espécies economicamente importantes como a soja estdo sendo desenvolvidas
para encontrar uma maneira de proteger a lavoura e aumentar a sua produtividade.

A utilizagdo de cultivares resistentes tem sido uma alternativa empregada para o
controle de grandes epidemias em culturas agricolas. Conhecer os mecanismos de
resisténcia a patogenos € hoje uma ferramenta fundamental, pois o isolamento de genes
de resisténcia e de genes envolvidos na resposta de defesa pode facilitar o entendimento
da relagdo planta-patdogeno e possibilitar o desenvolvimento de novas estratégias de
controle de doengas.

O isolamento de seqiiéncias transcritas similares a genes associados a resposta
de resisténcia, realizado no presente trabalho, resultou na obtengdo de trés clones
positivos a partir do screening de uma biblioteca de cDNA da variedade de soja FT-
Cristalina com a sonda AS53-09, similar a genes de resisténcia. Estes clones
denominados A5309-47, A5309-71 e A5309-72, com tamanhos estimados de 2,0; 1,30 e
1,12 Kb, foram seqiienciados e suas seqiiéncias de nucleotideos foram analisadas quanto
a similaridade com seqiiéncias existentes no banco de dados do GenBank.

O clone A5309-47 possui uma ORF que potencialmente codifica uma proteina
que apresentou alta similaridade com lipoxigenases, que sdo enzimas que catalisam a
hidroperoxidag@o de 4cidos graxos poliinsaturados resultando na produ¢do de moléculas
sinalizadoras jasmonato, metil jasmonato ou outros perdxidos lipidicos, que agem de
maneira coordenada para amplificar o sinal de uma resposta especifica. O clone A5309-
71 possui uma ORF que potencialmente codifica uma proteina que apresentou

similaridade com as enzimas estearoil-acil dessaturases; estas enzimas atuam na
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produgdo de acidos graxos poliinsaturados inserindo uma dupla ligagdo na posicao
delta, que promove aumento nos niveis destes acidos e favorece a peroxidacao lipidica e
formacgao de moléculas sinais como as oxilipinas e o acido salicilico.

Dentro da resposta de defesa, ativada na planta apds o reconhecimento do
patogeno, os clones A5309-47 e A5309-71 podem atuar diretamente na peroxidacao de
lipideos para formagdo de metabolitos secundarios que vao ativar vias especificas de
sinalizacdo sendo os responsaveis diretos ou indiretos da ativagdo de genes relacionados
a patogenicidade.

O clone A5309-72 possui uma ORF que potencialmente codifica uma proteina
similar as enzimas peroxidases de Glycine max. Estas enzimas promovem a remo¢ao do
peroxido de hidrogénio das células liberando moléculas reativas de oxigénio (ROS) que
vado atuar como compostos tOxicos para os microrganismos impedindo o seu
crescimento. As ROS produzidas a partir da atividade das peroxidases causam grandes
prejuizos aos lipideos atuando também na formacdo de compostos secundarios de
sinalizagdo. O fortalecimento da parede celular também ¢ uma atividade atribuida a este
clone ja que o HO, resultante da atividade destas enzimas promove a sintese de
ligacdes cruzadas entre hidroxiprolinas e glicoproteinas ricas em prolina a matriz
polissacaridica refor¢cando a parede celular.

A amplificacdo de fragmentos correspondente ao gene de peroxidase de
amostras de caule, folha e raiz das variedades FT-Cristalina e Bossier, com primers
especificos para o clone A5309-72, foi observada em todos os 6rgdos analisados exceto
nas amostras de caule da variedade resistente onde nio foi detectada nenhuma banda,
indicando que a expressao deste gene nao € orgdo-especifica. A analise da expressao
diferencial do gene codificado por este clone foi realizada, por meio de RT-PCR para
verifica¢do do papel funcional deste gene na resposta de defesa em diferentes tempos de
exposi¢do ao patogeno C. sojina, porém os dados foram pouco conclusivos. E
necessario entdo, repetir estes experimentos a fim de determinar o perfil de expressao
destes genes, pois esta andlise de expressdo diferencial ¢ extremamente importante para
a determinacdo da atuagdo destes clones nos processos de defesas.

Os trés clones isolados e seqiienciados neste trabalho contém genes putativos
que apresentaram alta similaridade com genes que codificam enzimas importantes que
participam da resposta de defesa, mas a caracterizagdo mais precisa da expressdo do
gene contido nos clones isolados podera responder se, de fato, os genes correspondentes
a eles estdo envolvidos na defesa da soja contra patdgenos. A partir dessa defini¢do

estes clones poderao ser utilizados em trabalhos futuros do programa de melhoramento

58



genético, visando o desenvolvimento de variedades resistentes, ou o desenvolvimento

de novas estratégias para o controle de fitopatogenos.
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