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Introdugao

O consumo mundial de soja e seus derivados tém crescido a um ritmo
medio anual de cinco milhdes de toneladas. A produgéo mundial de soja na
safra 2004/2005 chegou a 213,2 milhdes de toneladas (Embrapa, 2006).
Neste cenario os EUA disparam em volume e continuam no topo do ranking
com 85,02 milhdes de toneladas. O Brasil ostenta a privilegiada posigéo de
segundo maior produtor de soja, com 51,09 milhGes de toneladas, cerca
de 28% do total mundial.

Estima-se que, aproximadamente 10 milhées de toneladas da safra bra-
sileira de 2004 tenham sido perdidas devido a fatores abiéticos e biéticos
{Conab, 2005) e dentre estes estio as doencas causadas por nematdides
fitoparasitos. A obtencdo de maiores rendimentos com menores riscos na
produgédo da soja, devido a perdas ocasionadas por nematéides, demons-
tram a urgéncia da necessidade de se tentar amenizar esse problema
através de tecnologias mais aprimoradas (Ferraz, 2001).

Em resultados preliminares de analise de microarranjos de DNA, utilizando
uma biblioteca de ¢cDNA com materiais inoculados com o nematside de
galhas, Meloidogyne javanica, o gene que codifica a enzima xiloglucana
endotransglicosilase (XET) (n° de acesso no GenBank Al495154) foi dife-
rencialmente expresso no parental resistente inoculado. Esta enzima esta
envolvida no processo de espessamento da parede celular que ocorre
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em determinadas plantas submetidas a estresses tais como o ataque de
nematoides e tem sido relatada na literatura como sendo um mecanismo
de defesa, sendo por esta razdo escolhida para o estude de PCR em
tempo real.

Assim, ¢ objetivo deste trabalho foi analisar a expresséo do gene que
codifica a enzima xiloglucana endotransglicosilase (XET) em diferentes
linhagens de soja resistentes e suscetiveis utilizando a técnica de PCR
em tempo real (RT-PCR).

Material e Métodos

Sementes de linhagens parentais de soja resistentes (genatipo PI595099)
e suscetiveis (cultivar BRS133) ao nematoide Meloidogyne javanica e se-
mentes de individuos resistentes (JF7002 JF7027 e JF7056) e suscetiveis
(256-5, 259-S e 266-8) resultantes do cruzamento entre estes parentais
foram colocadas para germinar em camara de germinacgdo. Apos 7 dias
as plantulas foram transferidas para tubetes contendo areia na casa de
vegetacdo e em sequida, foram inoculadas com uma suspensao contendo
1200 juvenis (J2) do nematdide por planta. Raizes de todos os materiais
foram coletadas nos tratamentos de um, trés e seis dias ap6s a inoculagio
e armazenadas a —80°C. Para confirmagio da presenga do nematéide,
amostras de raizes foram coradas com fucsina acida, observadas em lupa
e fotografadas.

O RNA total foi extraido utilizando o reagente Trizol conforme instrugdes
do fabricante. Em seguida, foi feita a sintese de cDNA, utilizando primers
oligodT.

Uma curva de eficiéncia foi feita com diferentes concentragdes de cDNA,
para se determinar a concentra¢éo ideal a ser utilizada nas analises. As
reagfes de PCR foram preparadas em triplicatas, e um controle endo-
geno, o gene rRNA 185 (n° de acesso no Genbank X02623.1) também
foi incluido. A quantificacao relativa foi realizada primeiramente com' os
parentais utilizando bulks de cDNA das trés datas de coleta nos tratamen-
to inoculados e ndo inoculados com © nematdide resultando em quatro
bulks. Posteriormente, a quantificagéo relativa foi feita em individuos da



Il Jornada Académica da Embrapa Soja 198

populagio, resultando em seis amostras resistentes: JF7002 inoculado e
nao inoculado, JF7027 inoculado e nacinoculado, JF7056 inoculado e ndo
inoculado, e seis amostras suscetiveis: 256-S inoculado e n&o inoculado,
259-S inoculado e ndc inoculado 266-S inoculado e n&o inoculado. Todas
as andlises de expressao génica foram feitas utilizando-se o software SDS
(Applied Biosystems, Foster, CA, USA).

Resultados e Conclusdes

A coloragdo das raizes com fuscina acida comprovou que a inoculagdo
com o J2 do nematdide Meloidogyne favanica foi eficiente, pois em todos
os materiais inoculados a presenga do nematéide foi observada, tanto nos
parentais como nos individuos da populag&o.

A quantificagao relativa da expresséo do gene XET nos parentais indicou
gue ele se expressava em todos os materiais, porém em diferentes niveis
(Grafico 1).
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Grifico 1. Grafico mostrando ¢ parental resistente PI535099 ndo inoculado, utiliza-
do como calibrador (valor 1) e a expresséo do gene da XET, no parental
resistente P1595099 inoculado, parental suscetivel BRS133 inoculado
e nfo inoculado. O cDNA utilizado nas reagfes consistia em bulks das
trés datas de coletas apds a inoculagae com juvenis do nematéide.
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Como os niveis de expressdo no material resistente inoculado foram su-
periores aos outros materiais, uma quantificagéo relativa deste gene nos
individuos da populagéo também foi realizada (Grafico 2).
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Grafico 2. Grafico mostrando a quantificag&o relativa da expressé&o do gene XET
nos individuos da populagéo. A amostra resistente JF7027 n&o inoculada
foi utilizada como calibrador (valor 1). O ¢DNA utilizado nas reagbes
consistia em bulks das trés datas de coleta apds a inoculagdo com
juvenis do nematodide.

Os resultados mostraram que comparando-se as amostras resistentes
com as suscetiveis, os individuos resistentes inoculados apresentaram
maior expresséo do gene da XET, confirmando os resultados obtidos com
as amostras dos parentais.

A enzima xiloglucana endotransglicosilase € responséavel por processos
relacionados com a resposta da planta a infecgio por patégenos como o
espessamento de parede celular. Esta envolvida principalmente em pro-
cessos de modificagio da parede celular, incluindo sintese e degradagéo
de compostos. Aenzima XET catalisa a quebra intramolecular de polimeros
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de xyloglucanas, principal composto de proteinas estruturais da parede
celular como hemicelulose, celulose, pectinas e outras (Campbell e Braam,
1999). Este espessamento da parede dificulta a penetragdo do nematdide
nas células vegetais, evitando a infecgao.

Estes resultados mostraram que a inoculagdo com juvenis do nematéide
pode promover uma resposta da planta a infecgédo, uma vez que o espes-
samento da parede & um mecanismo primario de defesa contra patogenos.
Qutros estudos também serdo realizados comparando-se os tratamentos
em separado, ou seja, a expressdo dos genes sera quantificada nos dias
um, trés e seis apds a inoculagio, a fim de se verificar a existéncia de
diferengas temporais de expressfo génica e se houver, qual 6 momento
exato da indugéo que resulta em aumento da expresséoc da XET.
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