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ROMERO, Cynara Cassandri Teixeira. Avaliagbes Microscopicas e Moleculares
da Interacdo Incompativel entre Plantas de Soja e o Fungo Uromyces
appendiculatus. 2011. 93 p. Dissertacdo (Mestrado em Genética e Biologia
Molecular) — Universidade Estadual de Londrina, 2011.

RESUMO

As plantas estdo naturalmente expostas a uma ampla variedade de micro-
organismos potencialmente patogénicos, mas, gracas ao fenbmeno conhecido como
resisténcia ndo-hospedeira, apenas uma infima parcela destes lhes causa danos. A
resisténcia ndo-hospedeira é sabidamente a forma mais comum e duradoura de
resisténcia, porém, devido a sua natureza complexa, tem sido menos estudada ao
longo dos anos do que a resisténcia especifica. Acredita-se que o entendimento das
bases moleculares da resisténcia ndo-hospedeira, com o auxilio das técnicas
modernas de biologia molecular, possa trazer contribui¢cdes para o desenvolvimento
de variedades de plantas resistentes a doencas. A cultura da soja ocupa lugar de
destaque no agronegocio brasileiro, mas sofre anualmente prejuizos da ordem de
milhdes de reais devido ao ataque do fungo Phakopsora pachyrhizi, causador da
Ferrugem Asiatica da Soja (FAS). O presente trabalho se propds a investigar
fenotipica e molecularmente a interacdo de plantas de soja com o fungo heterélogo
Uromyces appendiculatus, causador da ferrugem do feijoeiro. As analises
fenotipicas, feitas por microscopia Optica e microscopia eletrbnica de varredura,
sugerem a tentativa mal sucedida de penetracdo fungica no tecido vegetal, e
classificam tal interagdo n&o-hospedeira como “tipo I”, uma vez que nao foi
observada qualquer reacdo de hipersensibilidade. Para os estudos moleculares
foram construidas bibliotecas subtrativas de cDNA, cujos transcritos foram
sequenciados utilizando a plataforma Solexa, e analisados quanto a sua participacao
em vias de defesa contra patdgenos. Além de genes-chave para essas vias, foi
detectada a expressdo de genes relacionados a resisténcia ndo-hospedeira.
Andlises de expressado por qRT-PCR mostraram a superexpressdo de PEN2 e PEN3
72 horas apos a inoculacdo; ambos os genes podem estar atuando em cooperagao
em um mecanismo de defesa pré-invasao, que envolve o transporte de substancias
toxicas até a membrana plasmatica em sitios de tentativa de penetracdo. Outro
gene, BI-1, que desempenha um papel importante na rota de resposta do reticulo
endoplasmatico ao estresse, teve sua superexpressdo detectada nas horas iniciais
de inoculacéo.

Palavras-chave: Resisténcia N&ao-hospedeira, Soja, Ferrugem Asiatica



ROMERO, Cynara Cassandri Teixeira. Microscopic and Molecular Analysis of the
Incompatible Interaction between Soybean Plants and the Fungus Uromyces
appendiculatus. 2011. 93p. Dissertacdo (Mestrado em Genética e Biologia
Molecular) — Universidade Estadual de Londrina, 2011.

ABSTRACT

Plants are naturally exposed to a vast range of potentially pathogenic
microorganisms, but due to the phenomenon known as non-host resistance, only a
small part of them are able to cause damages. Non-host resistance is the most
durable and common type of resistance, however, due to its complex nature, has
been less studied over the years than the specific resistance. Understanding the
molecular basis of non-host resistance, with the support of modern molecular biology
techniques, may provide contributions to the development of resistance in plants to a
variety of pathogens. Soybean crop is very important to Brazilian agribusiness, but
the presence of Phakopsora pachyrhizi fungus, causal agent of Asian Soybean Rust
(ASR), has resulted in losses of millions of dollars every year. The current study
aimed to investigate the phenotypical and molecular interaction between soybean
and the heterologous fungus Uromyces appendiculatus, causer of common bean
rust. Phenotypic analyses, by optical and scanning electron microscopy, suggests
the unsuccessful attempt to fungal penetration in soybean tissue, and classify this
incompatible interaction as “type |I” non-host resistance. For molecular studies, cCDNA
subtractive libraries were constructed, and the resulting transcripts were sequenced
using Solexa technology and analyzed for their role in pathways related to defense
against pathogens in plants. Additionally, the expression of non-host resistance
genes was also detected. gRT-PCR analysis showed the overexpression of PEN2
and PEN3 genes 72 hours after inoculation; both genes appears to work in co-
operation in a pre-invasion defense mechanism which involves traffic of toxic
compounds to the plasma membrane at sites of attempted invasion. The BI-1 gene
plays an important role in the conserved endoplasmic reticulum stress response
pathway to modulate cell death, and was overexpressed in the initial hours of
infection.

Key words: Nonhost Resistance. Soybean. Asian Rust.



CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

1. INTRODUCAO

Mundialmente, a soja [Glycine max (L.) Merril] € a leguminosa de maior
importancia econdmica. Em comparacdo com outras grandes culturas, é a que mais
tem crescido nos ultimos anos, com um aumento estimado em 700% nas ultimas
trés décadas. No Brasil, tornou-se uma commodity agricola de destaque: o pais é o
segundo maior produtor e exportador mundial. Existem perspectivas de que o Brasil
atinja o posto de principal produtor mundial, atualmente ocupado pelos Estados
Unidos, ja nos proximos anos, uma vez que possui ainda grande potencial de
expansao da area cultivada.

Apesar do significativo crescimento da producao, diversos fatores bidticos e
abidticos ocasionam perdas significativas de produtividade. Atualmente, uma das
principais doencas que afeta as lavouras de soja nos paises produtores da cultura é
a Ferrugem Asiatica da Soja (FAS), causada pelo fungo Phakopsora pachyrhizi Syd.
& P. Syd. Estratégias tradicionais de melhoramento, até agora, tém proporcionado
variedades com resisténcia a racas particulares do patdgeno. O fato de néo
existirem cultivares com resisténcia genética efetiva acaba exigindo a aplicacdo
massiva de fungicidas para o controle da doenca — medida que além de onerar a
producdo pode causar danos ambientais. Portanto, programas de melhoramento que
visem a obtencédo de cultivares com resisténcia efetiva e duradoura ao patégeno séao
de suma importancia.

A resisténcia ndo-hospedeira € um fendbmeno que garante as plantas protecao
contra a grande maioria dos micro-organismos fitopatogénicos; € a forma mais
comum de resisténcia a doencas em plantas. Apesar de ter sido, ao longo dos anos,
menos estudada e compreendida do que a resisténcia especifica (mediada por
genes R) apresenta-se como uma oportunidade promissora para a manipulacdo e

transferéncia de determinantes de resisténcia tanto entre espécies cultivadas como



entre espécies selvagens. Técnicas moleculares que permitam a identificacdo de
genes responsaveis pela resisténcia nao-hospedeira em plantas, como a
prospeccdo de genes e a selecdo assistida por marcadores moleculares poderdo
auxiliar os programas de melhoramento, sendo também valiosas para elucidar os

mecanismos moleculares da interagédo planta-patégeno.



2.REVISAO DE LITERATURA

2.1. A Cultura da Soja no Brasil

A soja é uma leguminosa de grande importancia econémica. Seu centro de
origem € o continente asiatico, mais especificamente a regido leste da China
(HYMOWITZ & NEWELL,1981), onde tem sido cultivada hd mais de 3.000 anos
(MORSE, 1950 apud LI et al., 2008). Sua introducéo no Brasil ocorreu no ano de
1882, no estado da Bahia e desde 2004 o pais figura como o segundo maior
produtor mundial, com producéo recorde de 69,58 milhdes de toneladas de grdos na
safra 2009/10. E a cultura que recebe maior investimento em &rea plantada no pais
e um dos principais produtos nacionais de exportacédo (CONAB, 2010).

A soja tem sido utilizada ha muito tempo como alimento, devido ao seu
elevado teor proteico — é uma das maiores fontes de proteina vegetal — e seu 6leo &€,
atualmente, o mais consumido no mundo (COSTA, 1996). Além disso, possui em
sua composi¢cdo quimica compostos polifenélicos como os isoflavonoides, que
apresentam atividade antioxidante (ESAKI et al.,, 1998; SAHIDI et al., 1992),
antifangica (NAIM et al., 1974), anticancerigena (DENIS et al., 1999 apud PARK et
al., 2001), e propriedades estrogénicas (MURPHY, 1982).

A soja é um componente importante da dieta de grande parte da populagcéo
mundial; além da alimentacdo humana, é também utilizada para o preparo de racéao
animal e como produto industrial. Seus grdos podem ser processados, gerando
inicialmente o 6leo, o farelo e a farinha. O farelo é utilizado na composicdo das
racbes animais; a farinha € usada para a fabricacdo de paes, doces e na
composicdo de algumas massas e produtos, como a carne de soja e salsichas.
Outro subproduto da soja € o leite, que se apresenta como uma boa alternativa em
substituicdo ao leite convencional para pessoas com sensibilidade a lactose. O 6leo
de soja, principal produto, € dividido em trés tipos basicos: o Oleo refinado
comestivel utilizado em margarinas, 6leos de cozinha, maionese, temperos,
gorduras vegetais e produtos farmacéuticos; o O6leo refinado para fins nao
alimentares, empregado na fabricacdo de velas, sabdes, tintas, plasticos,
lubrificantes, desinfetantes, inseticidas e na producdo de bicombustiveis; e a lecitina
de soja, usada na fabricacdo de produtos quimicos, cosméticos e téxteis, alguns
alimentos e sorvetes (GOES-FAVONI et al., 2004).



2.2. Ferrugem Asiéatica da Soja: Perdas Econémicas e Métodos de
Controle

Embora o Brasil tenha incrementado a producédo e a produtividade da cultura
da soja nos ultimos anos, diversos fatores bidticos e abibdticos vém acarretando
prejuizos econdmicos decorrentes da perda de grédos. Aproximadamente cinquenta
doencas ja foram identificadas no Brasil, sendo causadas por fungos, bactérias,
nematoides e virus (YORINORI, 2002), sendo que atualmente, a doenca que vem
causando maiores perdas de producéo é a ferrugem asiatica da soja (FAS) causada
pelo fungo biotrofico Phakopsora pachyrhizi Sydow & Sydow. A FAS foi relatada pela
primeira vez no Brasil no final da safra de 2000/2001, no estado do Parana
(YORINORI et al., 2004), e desde entdo ocupa o topo na posicdo das doencas de
maior importancia para a cultura da soja. Hoje, praticamente todas as é&reas
produtoras de soja no pais possuem focos da doenca, que €é responsavel por perdas
de rendimento de até 70% (SOARES et al., 2004). Os prejuizos dispararam a partir
de 2002, indicando que o custo da doenca, em valor acumulado até a safra de
2008/2009, ja ultrapassa US$ 13 bilhdes (DEL PONTE et al., 2009). De acordo com
levantamento da Embrapa, o prejuizo causado pela ferrugem na safra brasileira de
2008/2009 foi de US$ 571,8 milhdes (CONSORCIO ANTIFERRUGEM, 2010).

A aplicacdo de fungicidas € um método necessario para o controle da
ferrugem, mas aumenta substancialmente os custos de producdo e constitui uma
continua fonte de contaminacdo ambiental. Uma estratégia no manejo da ferrugem
asiatica, objetivando reduzir a quantidade de ureddésporos no ambiente na
entressafra, € o “vazio sanitario”, periodo de proibigdo de soja no campo (SEIXAS &
GODOQY, 2007). O uso de cultivares resistentes parece ser o método mais promissor
para o controle da doenca. Até o momento, cinco genes de resisténcia foram
relatados e varios outros foram identificados, e estdo sendo incorporados em
cultivares elites em varios programas de melhoramento no Brasil (BROMFIELD &
HARTWIG, 1980; MCLEAN & BYTH, 1980; HARTWIG & BROMFIELD, 1983;
HARTWIG, 1986; GARCIA et al., 2008, LAPERUTA et al., 2008). No entanto, ndo se
espera que a durabilidade da resisténcia em tais cultivares seja alta, haja vista a

grande variabilidade do fungo e o fato de que todos esses genes de resisténcia ja



tiveram sua resisténcia “quebrada’ por pelo menos um isolado no mundo
(YAMAOKA et al., 2002).

2.3. Os Fungos de Ferrugem

Os fungos que causam ferrugem (Filo Basidiomycota, Classe
Pucciniomycetes, Ordem Pucciniales) tém um ciclo de vida complexo, no qual
podem estar presentes até cinco estagios de esporos, alguns dos quais,
dependendo da espécie, precisam obrigatoriamente de duas espécies hospedeiras
diferentes (ferrugens heteroécias); outros podem passar todo o seu ciclo de vida em
uma Uunica espécie (ferrugens autoécias) (LITTLEFIELD & HEATH, 1979). Séo
parasitas obrigatorios, capazes de infectar um grande nimero de plantas vasculares,
cultivadas ou silvestres. Determinadas familias botanicas, como Polypodiacea,
Malpighiacea, Euphorbiaceae, Leguminosae, Pinaceae, Gramineae e Asteraceae
sdo, particularmente, ricas em hospedeiros para humerosos géneros e espécies de
ferrugens (CUMMINGS, 1959; CUMMINGS, 1978).

Vérias espécies consideradas como de distribuicdo mundial infectam plantas
cultivadas, causando prejuizos significativos a agricultura. A literatura cita mais de
150 espécies de ferrugens como importantes ou potencialmente importantes para a
agricultura na América do Sul. Como exemplos podem ser citadas as espécies que
causam ferrugem: na soja (Phakopsora pachyrhizi), no café (Hemileia vastarix Berk.
& Broome), feijdo (Uromyces appendiculatus F. Strauss), cana-de-acucar (Puccinia
melanocephala Syd. & P. Syd.), pimenta e pimentdo (Puccinia pampeana Speg.),
trigo (Puccinia graminis f.sp. tritici Erikss. & Henning), plantas florestais e fruteiras
mirtaceas (Puccinia psidii G. Winter), etc.

O fungo Uromyces appendiculatus (sin. U. phaseoli G. Winter), agente
etiologico da ferrugem do feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.), estd mundialmente
distribuido. Contudo, a doenca é favorecida nas regides com temperaturas entre 17
e 27°C e umidade relativa do ar em torno de 95%, 0 que acarreta maiores perdas
em regides tropicais e subtropicais umidas (McMILLAN et al., 2003). Este € o0 caso
do Brasil, onde U. appendiculatus representa um dos patégenos mais importantes

do feijoeiro pelos sérios prejuizos que tem ocasionado (SOUZA et al., 2007)



2.4. O Processo de Penetragdo Fungica no Tecido Vegetal

O inicio da penetracédo dos fungos de ferrugem no tecido vegetal envolve um
processo sensorial notavel: depois da germinacao dos ureddsporos na superficie da
planta, os tubos germinativos encontram os estdmatos, sobre os quais formam
apressorios. Uma vez ancorados, 0s apressorios lancam uma hifa de infeccéo, que
penetra na abertura estomatal. A maioria dos fungos causadores de ferrugem néo é
capaz de penetrar diretamente nas células epidermais, de maneira que seu sucesso
depende da capacidade de formar apressorios especificamente sobre os estdmatos,
um evento que nao é aleatorio (WYNN, 1976). Um dos poucos fungos de ferrugem
gue tém como caracteristica a penetracao direta de ureddsporos através da cuticula
€ o P. pachyrhizi (BONDE et al. 1976).

Wynn (1976) comprovou que o0s tubos germinativos de U. appendiculatus
formam apressorio em resposta a uma topografia fisica especifica, e que os
estbmatos propiciam essa topografia na superficie da folha. Por sua vez,
uredésporos de P. pachyrhizi germinam e formam apressério mesmo em substratos
artificiais como membranas de dialise, confirmando que sinais derivados da planta
nao Sao necessarios para esses passos do desenvolvimento. No entanto, o tamanho
dos poros da membrana determina a frequéncia de formacdo de apressorio,
sugerindo um envolvimento maior de tigmodiferenciacdio do que de
quimiodiferenciacdo (KOCH & HOPPE 1988).

Uma ferramenta muito valiosa no estudo de caracteres morfolégicos em
fungos de diferentes espécies é a microscopia eletrénica de varredura (MEV). A
morfometria das estruturas € extremamente facilitada utilizando-se esta técnica, que
permite maior seguranca e precisdo dos resultados. A MEV também tem sido
utilizada para demonstracéao de estruturas fungicas modificadas em decorréncia dos
diversos eventos que ocorrem durante a interacdo fungo-planta, além de ser uma
ferramenta chave na classificacdo de fungos da ordem Pucciniales. As imagens de
paréafises, uredinidésporos, telibsporos e outras estruturas geradas sdo de grande
importancia para a correta taxonomia destes fungos, assim como para a
investigacdo da interacdo entre os causadores de ferrugem com plantas (MAY-DE
MIO, 2006).



2.5. Bases Genéticas da Resisténcia

Uma das maneiras de classificar a resisténcia genética de plantas a
fitopatdgenos é considerar o nimero de genes envolvidos; existem exemplos onde a
presenca de um Unico gene € suficiente para conferir resisténcia (resisténcia
monogénica), e exemplos onde Sd0 necessarios varios genes (resisténcia
poligénica). Tal classificacdo ndo sugere, no entanto, que monogenes e poligenes se
enquadrem em duas categorias diferentes, com caracteristicas fisiologicas distintas
(CAMARGO, 1995). Fala-se em resisténcia monogénica, quando o efeito de um
gene pode ser isolado de outras fontes de variacdo: o termo “gene maior” (gene de
efeito principal) € empregado na literatura com relacdo a esse fendmeno. Ja o0s
“genes menores” (genes de efeito secundario - mdltiplos “loci” polimorficos) sdo
genes cujos efeitos ndo sdo grandes o suficiente para que possam ser isolados.
Assim, quando a resisténcia for resultado do efeito de um conjunto de genes de
efeito secundario, fala-se em resisténcia poligénica, ou quantitativa (FALCONER,
1989). De modo geral, sdo observados esses dois tipos de resisténcia, que
aparecem na literatura com algumas expressfes sinbnimas: a resisténcia
monogénica, controlada por genes R, também € chamada de especifica, vertical ou
qualitativa. A resisténcia poligénica recebe as denominacdes nao especifica, parcial,
horizontal ou quantitativa (AGRIOS, 2005).

A resisténcia a doencas em plantas é frequentemente controlada por genes
gue conferem altos niveis de resisténcia, mas somente a gendtipos especificos do
patbgeno (HULBERT et al., 2001). Algumas variedades de planta sé&o
completamente resistentes a algumas racas do patdégeno, ao mesmo tempo em que
sao suscetiveis a outras racas do mesmo. A resisténcia vertical € dita, portanto,
raca-especifica e € governada pelos genes R (AGRIOS, 2005). Estudos de andlise
genética da resisténcia em diversas espécies hospedeiras e da viruléncia especifica
nos patégenos correspondentes levaram a aceitacdo da hipotese gene-a-gene,
proposta por Flor (1971): para cada gene que condiciona uma reacdo de resisténcia
no hospedeiro existe um gene complementar no patégeno que condiciona a
viruléncia. Dessa forma, proteinas R especificas interagem com proteinas
especificas de aviruléncia (Avr) do patdgeno para causar resisténcia. Nos modelos
mais simples, produtos de genes R de alguma forma reconhecem o produto génico
Avr do patdgeno, seja pela interacdo direta com seu produto protéico, ou com algo
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produzido pelo produto do gene Avr, no caso deste desempenhar um papel catalitico
(STASKAWICZ et al., 1995). Os genes Avr sdo assim chamados, portanto, porque
causam aviruléncia na presenca de genes R (BENT & MACKEY, 2007).

A maioria das proteinas Avr € considerada fatores de viruléncia requeridos
para a colonizacdo de plantas hospedeiras que, quando reconhecidos por cultivares
resistentes, atuam como elicitores especificos da defesa da planta (ABRAMOVITCH
& MARTIN, 2004). Elicitores s&o, portanto, moléculas codificadas direta ou
indiretamente pelos genes Avr que, uma vez reconhecidas, desencadeiam respostas
de defesa caracterizadas normalmente por uma Resposta de Hipersensibilidade
(HR), que envolve a morte das primeiras células infectadas e o acumulo local de
compostos antimicrobianos (HULBERT et al., 2001). As proteinas codificadas pelos
genes de resisténcia melhor caracterizados carregam dominios encontrados
também em outras proteinas receptoras e de transducao de sinal. O maior grupo de
genes R contém repeticbes ricas em leucina (“Leucine Rich Repeats” — LRRs) e
dominios de ligacdo a nucleotideos (“Nucleotide Binding Sites” — NBS). A classe
NBS-LRR pode ser subdividida com base em deducdes acerca de caracteristicas de
sua estrutura N-terminal: muitas possuem um dominio que apresenta homologia
com receptores de sinalizagao intracelular “Toll”, de Drosophila, e Interleukin-1 de
mamiferos (TIR-NBS-LRR), enquanto outros contém provaveis dominios “coiled coil”
(CC-NBS-LRR). A classe CC-NBS-LRR provavelmente compreende mudltiplas
subfamilias que variam em tamanho e localiza¢cdo do dominio CC.

Entre as principais respostas de defesa desencadeadas por genes R estéo:
liberacdo de radicais livres, resposta de hipersensibilidade, reforco da parede celular
por lignificacdo e producdo de calose, producdo de compostos antimicrobianos
(fitoalexinas e enzimas hidroliticas) e indugdo de proteinas relacionadas a
patogénese (“Pathogenesis Related” ou PR) (STASKAWICZ et al., 1995; KNOGGE,
1996).

Estudos de diversos patossistemas envolvendo patdgenos intracelulares
obrigatérios (virus e micoplasmas) e intercelulares obrigatérios ou facultativos
(bactérias, fungos e nematoides) forneceram evidéncias de que existem
mecanismos comuns (ou muito similares) de reconhecimento e transducao de sinais
em diferentes vias de sinalizacdo gene-a-gene quando ocorre HR (KEEN, 1990;
GABRIEL & ROLFE, 1990). As caracteristicas fisiologicas comuns de HR

compreendem: rapida explosdo oxidativa, fluxo iénico caracterizado por trocas K* e
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H*, descompartimentalizacdo celular, reforco da parede celular, producdo de
compostos antimicrobianos (fitoalexinas) e indugéo de proteinas PR (“Pathogenesis
Related”) (STASKAWICZ et al., 1995). Existe a hipétese de que a HR desencadeia
uma resposta subsequente, referida como resisténcia sistémica adquirida (SAR, do
inglés “Sistemic Acquired Resistance”), que reduz a severidade de doencgas
causadas por todas as classes de patdogenos (RYALS et al., 1994 apud
STASKAWICZ et al., 1995)

Heath, em 1980, prop6s que a HR desempenha um papel na resisténcia a
doencas. Em interacbes com patdgenos biotréficos, a morte celular abstém o
patbgeno de acesso a nutrientes. Em interacbes com patégenos necrotroéficos,
capazes de obter nutrientes de células mortas de plantas, acredita-se que o papel da
HR é importante porque a consequente descompartimentalizacdo celular leva a
liberacdo de substancias antimicrobianas armazenadas nos vacuolos (OSBOURN,
1996). Dois processos principais parecem resultar na morte celular na HR: a
producao de espécies reativas de oxigénio (“Reactive Oxigen Species” — ROS) e a
ativacdo de um processo de morte celular programada (HAMMOND-KOSACK &
JONES, 1996).

2.6. Tipos de Resisténcia a Patégenos em Plantas

A coevolucdo ocorre quando uma interacdo entre dois ou mais organismos
produz uma resposta evolutiva em cada um deles. De acordo com esta hipétese,
proposta por Ehrlich & Raven (1964), parasitas e hospedeiros encontram-se em uma
guerra evolutiva constante: qualguer modificacdo genética que represente um
mecanismo de defesa inédito em determinada linhagem do hospedeiro é seguida
pela evolucdo de um mecanismo complementar de ataqgue em uma linhagem do
parasita, ou vice-versa. Esta guerra evolutiva tem um papel muito importante para a
agricultura, uma vez que o homem estara sempre buscando variedades de plantas
resistentes devido a plasticidade do patégeno (CAMARGO, 1995).

De um modo geral, os genes R tém sido empregados em larga escala na
agricultura, mas perdem sua efetividade em pouco tempo, nédo conferindo dessa
forma uma resisténcia duradoura, devido a mudangas na populacdo do patdgeno,
gue acaba tornando-se virulenta para as cultivares que carregam o gene (HULBERT
et al. 2001). Presumindo que microrganismos patogénicos tenham sofrido co-
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evolucdo com espécies de plantas, € esperado que algumas delas ainda estejam
passando pelo processo de perda/aquisicdo da posicdo de hospedeiras de certa
espécie de microrganismo (NIKS & MARCEL, 2009), posicionando-se
intermediariamente entre hospedeira e ndo-hospedeira, como demonstraram Atienza
et al. (2004) em um estudo da interacdo de cevada com o fungo de ferrugem,
Puccinia hordei.

Bent & Mackey, (2007) descrevem um importante modelo evolucionario de
quatro partes para a resisténcia a doencas em plantas: primeiramente, as plantas
apresentam, além de barreiras quimicas e fisicas pré-formadas, um sistema imune
capaz de detectar componentes genéricos conservados da maioria dos
microrganismos. Na segunda parte do modelo, certos microrganismos se tornam
patdogenos adaptados a certas espécies de plantas pela evolucdo de fatores de
viruléncia que suprimem partes das respostas gerais de defesa nesses hospedeiros.
A terceira parte diz respeito a evolucdo nos hospedeiros, dos genes R, cujos
produtos detectam direta ou indiretamente os fatores de viruléncia, visualizando
seus efeitos em proteinas especificas do hospedeiro. Finalmente, o patdgeno evolui
ainda mais e consegue escapar da deteccdo pelos produtos dos genes R: para isso
ele elimina os fatores de viruléncia detectaveis ou suprime as defesas induzidas no
hospedeiro.

Ao contrario dos mamiferos, as plantas carecem de células defensoras
dotadas de mobilidade e também de um sistema imune soméatico adaptativo. Ao
invés disso, seu sistema imune é baseado na imunidade inata de cada célula e nos
sinais provenientes dos sitios de infec¢cdo. A imunidade inata especifica R-mediada
esta em sobreposicdo com uma ou mais vias de defesa basal. Defesas basais
impedem a disseminacdo do patdgeno no caso de uma infeccdo bem-sucedida e
inicio da doenca (DANGL & JONES, 2001). A sobreposicéo genética das respostas
de defesa basal e especifica sugere que a funcéo da sinalizacdo R-mediada é ativar
de maneira mais rapida e eficiente os mecanismos de defesa que sé&o
compartilhados por ambas as vias (GLAZEBROOK et al., 1997; YANG & KLESSIG,
1997; MCDOWELL & DANGL, 2000 apud DANGL & JONES, 2001).

Existe o reconhecimento, por parte do sistema imune basal, de uma série de
moléculas conservadas em uma ampla gama de patdégenos. O termo PAMP
(“pathogen-associated molecular pattern”) para padrées moleculares associados ao

patogeno foi cunhado por pesquisadores do sistema imunoldgico de mamiferos para
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descrever esse tipo de componente de ativacdo da defesa. No entanto, o termo
MAMP (“microbe-associated molecular pattern”), referente a padrées moleculares
associados a micro-organismos parece ser mais adequado, uma vez que
microrganismos ndo patogénicos também possuem PAMPs. Caracteristicas comuns
incluem a familia de receptores extracelulares com dominios ricos em repeticdes de
leucina que reconhece componentes conservados da superficie de micro-
organismos. Exemplos de MAMPs detectados por plantas incluem flagelinas
bacterianas, lipopolissacarideos, quitinas fungicas e heptaglicosideos de oomicetos
(JONES & TAKEMOTO, 2004; BENT & MACKEY, 2007).

As respostas imunes das plantas tém inicio com o reconhecimento de
estruturas “non-self’. A atual compreensao do sistema imune das plantas é baseada
em duas formas de imunidade inata, que envolvem classes diferentes de receptores;
esses receptores permitem o reconhecimento de moléculas que podem ser
conservadas entre membros de uma espécie de micro-organismos ou especificas de
racas individuais de uma espécie microbiana.

Sob a dtica fisiolégica, a resisténcia do hospedeiro ao ataque de um micro-
organismo patogénico pode ser entendida como a capacidade da planta de atrasar
ou até mesmo evitar a entrada ou subsequente atividade do micro-organismo em
seus tecidos (GOODMAN et al, 1986). O sistema de defesa vegetal é
multicomponente e compreende mecanismos estruturais e bioquimicos, constitutivos
(pré-formados) ou induzidos pela penetracdo do patdgeno, que atuam de maneira
dindmica e coordenada (ISAAC, 1992; PASCHOLATI & LEITE, 1995). Essa atuacéo
inicia-se com o reconhecimento, pelo hospedeiro, de sinais exdgenos provenientes
do patégeno, continua com a transducdo desses sinais e resulta em extensa
reprogramacgao do metabolismo celular vegetal, envolvendo mudangas na atividade
génica (SOMSSICH & HAHLBROCK, 1998).

A evolucédo da resposta imune de plantas deu origem a um sistema altamente
complexo, capaz de resistir ao ataque de patdégenos. Quando um microrganismo
consegue suplantar as barreiras fisicas e quimicas da planta, depara-se com
respostas induzidas do sistema imune. O sistema basal de defesa é o primeiro a ser
ativado na interacdo micro-organismo-planta e se constitui de respostas de defesas
gerais e localizadas. Existe ainda a outra linha de defesa, especifica para cada tipo

de patégeno, que gera respostas sistémicas e duradouras mediadas por genes R.
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2.6.1. Defesas pré-formadas

As barreiras pré-formadas sdo o primeiro obstaculo que um patdgeno
encontra ao tentar invadir a planta. O citoesqueleto fornece uma barreira fisica
contra a maioria dos micro-organismos invasores, e 0s microfilamentos de actina
desempenham um papel importante na defesa contra penetracao fungica (MYSORE
& RYU, 2004). Yun et al. (2003) trataram diversas plantas nao-hospedeiras (cevada,
trigo, pepino e tabaco) com citocalasinas (inibidores especificos da polimerizacdo da
actina), e observaram que fungos ndo-hospedeiros foram capazes de penetrar nas
células dessas plantas, comprovando o importante papel do citoesqueleto na
resisténcia nao-hospedeira.

A resisténcia imposta pela defesa pré-formada constitui a resisténcia bésica
passiva e € baseada nos aspectos morfolégicos e também na producado constitutiva
de compostos genericamente chamados antecipinas; as fitoantecipinas (VAN
ETTEN et al., 1994; OSBOURN, 1996) se contrapdem a formacao de fitoalexinas —
produzidas somente ap0ds o ataque pelo fungo. Fitoanticipinas podem ser produzidas
na forma de compostos biologicamente ativos ou inativos, estes Ultimos sendo
produzidos quando a integridade dos tecidos da planta hospedeira € comprometida
(LEITE & STANGARLIN, 2008).

As saponinas sao o exemplo mais comum de compostos ativos; elas existem
em concentragdes altas nos tecidos e foram apontadas como fundamentais para a
defesa durante o ataque por fungos (OSBOURN, 1996). Saponinas s&o
triterpenoides glicosilados, esteroides e alcaloides derivados de esteroides; as
triterpenoides sdo mais frequentes em dicotileddneas, enquanto as esteroides sao
mais frequentes em monocotiledoneas, e seu efeito fungitoxico esta no fato de se
ligarem a esterdides de membranas e causar malformacdes (PRICE et al., 1987).
Nas plantas, as saponinas ficam armazenadas em vacuolos.

A cuticula, estrutura que recobre a superficie dos vegetais, também se
apresenta como um componente de defesa pré-formada. Outras barreiras estruturais
importantes sdo os tricomas e os estdmatos. Existem evidéncias consideraveis de
gue sejam as barreiras pré-formadas o principal componente da resisténcia nao-
hospedeira (HEATH, 1997).
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2.6.2. Mecanismos de defesa induziveis e componentes de sinalizacao

A infeccdo de plantas por fitopatdgenos frequentemente conduz a uma
resposta de defesa da planta por meio de mecanismos de eficiéncia variavel
(PASCHOLATI & LEITE, 1995); os mecanismos de defesa induziveis sdo o segundo
obstaculo enfrentado por microrganismos invasores. Um dos mecanismos mais
eficientes € a HR, em que h& a inducéo de fitoalexinas e varias proteinas.

As fitoalexinas constituem um grupo de metabdlitos secundéarios de natureza
quimica diversa e baixa massa molecular, produzidos pelas plantas em resposta a
estresses fisicos, quimicos ou bioldgicos; acumulam-se em concentracdes toxicas
aos patogenos, em torno do local de infeccdo, apresentando atividade
antimicrobiana. O modo de acédo das fitoalexinas sobre fungos inclui granulacéo
citoplasmatica, desorganizacdo dos conteudos celulares, ruptura da membrana
plasmatica e inibicdo de enzimas fungicas — efeitos que refletem na inibicdo da
germinacao e elongacao do tubo germinativo e reducado ou inibicdo do crescimento
micelial (LO et al., 1996). Diversos mutantes deficientes para a producdo de
fitoalexina (pad — “phytoalexin-deficient”) foram identificados em Arabidopsis
(GLAZEBROOK et al, 1997), e um deles, o pad3-1 tem sua resisténcia nao-
hospedeira a Alternaria brassicicola comprometida (THOMMA et al., 1999). O gene
pad3 codifica para uma provavel citocromo P450 mono-oxigenase, requerida para a
biossintese de camalexina (uma fitoalexina indol) (ZHOU et al, 1999).

As proteinas induzidas por HR incluem: proteinas estruturais, incorporadas a
matriz extracelular na tentativa de confinamento do patdégeno — glicoproteinas ricas
em hidroxiprolina e glicina, e enzimas peroxidase envolvidas na lignificagcdo; enzimas
do metabolismo secundéario, como as envolvidas na sintese de antibioticos; e
proteinas relacionadas a patogénese (PR).

No caso de um patdégeno conseguir superar os mecanismos de defesa
induzidos, ele deve ainda vencer diversos componentes de sinalizagdo para causar
doencas nas plantas. Como exemplos existem o horménio etileno (ET), o acido
salicilico (AS) e o acido jasmoénico (JA), que desencadeiam rotas de sinalizac&o
especificas e coordenam as respostas de defesa ao ataque patogénico (MYSORE &
RYU, 2004).
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2.7. Resisténcia Nao-Hospedeira

Cada espécie de planta é hospedeira para um pequeno e diferente conjunto
de microrganismos patogénicos, que constituem uma propor¢do minima do niumero
total de patdgenos de planta conhecidos (AGRIOS, 2005), o que demonstra que na
natureza resisténcia € regra, ao passo que suscetibilidade é excecdo (PASCHOLATI
& LEITE, 1995). A forma mais comum e duravel de resisténcia é a Resisténcia Nao-
Hospedeira (Resisténcia NH), que é apresentada por todos os individuos de uma
espécie de planta a todas as variantes genéticas de determinado patégeno (HEATH,
2000).

A resisténcia ndo-hospedeira a patégenos ndo adaptados € resultado de
inUmeras estratégias de defesa — respostas gerais e altamente especializadas, que
funcionam para prevenir as doencas causadas pela maioria dos patdgenos
microbianos que elas encontram (HEATH, 1997). Tais defesas incluem
componentes antimicrobianos constitutivos e induziveis que impedem a
diferenciacdo do patdgeno no tecido vegetal, reforcos na parede celular, para
prevenir sua entrada e morte celular programada, para limitar seu estabelecimento e
disseminacdo (ABRAMOVITCH & MARTIN, 2004). Muitas respostas de defesa
induziveis estdo envolvidas em ambas, resisténcia hospedeira e nao-hospedeira,
sugerindo que elas podem ser elicitadas por sinais parasita-especificos ou nédo
especificos (HEATH, 2000).

As barreiras pré-formadas parecem contribuir mais para a resisténcia a
patdgenos de outras familias de plantas do que para patdogenos de espécies
relacionadas. Os componentes induziveis da resisténcia ndo-hospedeira parecem
ser o fendbmeno mais comum quando o nao-hospedeiro é relacionado com a espécie
hospedeira para o microrganismo (NIKS & MARCEL, 2009). Quando um patdégeno
heterélogo (patbgeno de planta ndo-hospedeira) consegue superar as barreiras
constitutivas, ele pode estar sujeito ao reconhecimento na membrana plasmatica das
células da planta. Diversos MAMPSs, sdo capazes de mediar respostas de defesa em
plantas ndo-hospedeiras (NURNBERGER & LIPKA, 2005). Uma variedade de
produtos fuangicos podem ser elicitores de respostas de defesa da planta em ambas,
resisténcia hospedeira e ndo-hospedeira. Tais respostas também podem ser
desencadeadas por produtos liberados durante a degradacdo da parede celular
(HEATH, 2000).
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2.7.1. Tipos de resisténcia ndo-hospedeira

Diversas cascatas de sinalizacao de defesa séo ativadas quando ocorre uma
interacdo incompativel entre uma planta ndo-hospedeira e um patdgeno, tais como
geracdo de ROS, morte celular programada ou HR em células infectadas e indugéo
de genes relacionados a patogenicidade (PR). As respostas de hipersensibilidade
(HR) sdo usadas como marcadores visuais dessas interacbes incompativeis, mas
nem sempre sdo induzidas durante respostas de defesa nao-hospedeira. Sendo
assim, MYSORE & RYU (2004) propuseram a classificacdo da resisténcia nao-
hospedeira contra bactérias, fungos e oomicetos em dois tipos: | e Il. A resisténcia
nao-hospedeira do tipo | ndo produz nenhum sintoma visivel (necrose), e a tipo Il
esta sempre associada a rapida formacdo de necrose localizada (HR). O tipo de
resisténcia ndo-hospedeira exibida vai depender tanto da espécie da planta quanto
do patégeno, de modo que uma planta pode apresentar resisténcia do tipo | contra
uma determinada espécie de patdgeno e resisténcia tipo Il contra outra espécie. Da
mesma forma, um mesmo patdgeno pode desencadear resisténcia do tipo | ou Il

dependendo da espécie de planta.

Resisténcia Tipo |

A resisténcia assintomatica (sem HR) € provavelmente o tipo mais comum de
resisténcia, e, no entanto, tem recebido pouca atencdo nos ultimos anos. Existem
poucos casos descritos de resisténcia gene-a-gene ndao mediada por HR, como, por
exemplo, o mutante dndl (“defense no death”) de Arabidopsis, que confere
resisténcia contra bactérias virulentas sem HR (YU et al., 1998). Com base no fato
de que nem sempre a HR é requerida para a resisténcia a doencas, MYSORE &
RYU (2004) propuseram um mecanismo de resisténcia nao-hospedeira do tipo |
(Figura 1a).

Logo que o patdégeno chega a superficie da planta e tenta penetrar no tecido
hospedeiro em busca de nutrientes, deve encarar as barreiras pré-formadas —
paredes celulares, componentes microbianos e outros metabolitos secundarios. O
segundo obstaculo sdo as respostas de defesa induziveis: conforme citado
anteriormente, a planta reconhece elicitores gerais do patégeno e MAMPs,
responsaveis pela ativacado de respostas de defesa e inducdo da imunidade inata,
respectivamente (NURNBERGER & BRUNNER, 2002). Algumas das respostas da
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planta a esse ataque sao: engrossamento da parede celular, lignificagdo da parede
celular, acimulo de compostos fendlicos, producdo de saponinas e fitoalexinas,
formacao de papilas e inducao de genes PR (HEATH, 1997; DIXON, 2001).

Ainda que ndo aparecam sintomas visiveis, diversas mudancas moleculares
podem estar ocorrendo. Por exemplo, num estudo de interagdo nao-hospedeira
entre A. thaliana e a bactéria Pseudomonas syringae pv. phaseolicola, verificou-se,
além da expressdo de genes PR, uma grande quantidade de genes de defesa
similares aqueles ativados durante a resisténcia gene-a-gene também foram
expressos (TAO et al., 2003).

Resisténcia Tipo Il

O fenbmeno mais discutido e estudado de resisténcia ndo-hospedeira é
aguele no qual existe uma resposta de hipersensibilidade. A chamada resisténcia
Tipo Il é fenotipicamente semelhante a uma interacdo gene-a-gene incompativel, e
acontece quando o patdbgeno consegue passar pelas primeiras camadas de defesa
da plantas produzindo enzimas desintoxicantes que superam 0s eventuais efeitos
toxicos dos metabolitos secundarios pré-formados. O obstaculo seguinte enfrentado
pelo patbgeno é o mecanismo de vigilancia celular: a planta reconhece elicitores do
patégeno e é capaz de desencadear mecanismos de defesa que conduzem a HR. O
reconhecimento dos elicitores pode ocorrer na membrana plasmatica ou no
citoplasma da planta. Em fungos e oomicetos, proteinas extracelulares das hifas ou
secretadas funcionam como elicitores, enquanto em bactérias existem as proteinas
de aviruléncia. Quando tanto os mecanismos de defesa pré-formados quanto os
induzidos por elicitores sdo superados, patdégenos fingicos e oomicetos conseguem
penetrar diretamente na célula da planta; patdgenos bacterianos injetam proteinas
de viruléncia e aviruléncia (Figura 1b) (HUTCHESON, 2001).
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Figura 1: Modelo para a resisténcia nao-hospedeira do tipo | e do tipo Il. @) Na resisténcia
tipo I, o patdgeno heterélogo ndo consegue superar as respostas de defesa pré-formadas
e induzidas. A expressao de genes PR como componente da SAR pode ser induzida por
elicitores gerais do patdgeno heter6logo. b) Durante a resisténcia tipo Il, o patégeno
heterélogo consegue superar barreiras pré-formadas induzidas. Elicitores especificos do
patbgeno sao entdo reconhecidos pelo sistema de vigilancia da planta, e isso
desencadeia respostas de defesa que culminam com HR. A inducdo de genes PR e a
SAR também sé&o obtidas durante a resisténcia tipo Il. Modificado de MYSORE & RYU,
2004.

célula vegetal

2.7.2. Genes de resisténcia ndo-hospedeira

A planta modelo A. thaliana tem se tornado, ao longo das ultimas décadas,
um organismo valioso para o estudo da resisténcia nao-hospedeira em plantas
(HOLUB & COOPER, 2004). Diversos estudos envolvendo principalmente mutantes
de A. thaliana conduziram a identificacdo de genes envolvidos em respostas de
defesa na resisténcia ndo-hospedeira; alguns desses genes, relacionados a
resisténcia contra o fungo Blumeria graminis f. sp. hordei (Bgh), causador do oidio
em cevada, levaram a hipétese da resisténcia ndo-hospedeira em multicamadas,
com a parede celular da planta sendo a primeira linha de defesa, e a morte celular a
segunda (ZELLERHOFF et al., 2010). Em plantas selvagens de A. thaliana,
patogenos heterdlogos sédo neutralizados no estagio pré-invasivo da penetracao,
resisténcia que € associada a formacdo de aposicOes da parede celular ricas em
calose (papilas), materiais como lignina e peroxido de hidrogénio. Quando essa
primeira camada de defesa € violada, o crescimento do patdgeno é freado por meio
de HR das células atacadas, que leva a morte celular (SCHWEIZER, 2007).

Progressos notaveis no entendimento da resisténcia NH surgiram do estudo

de mutantes de penetracéo (penl, pen2 e pen3d), também em A. thaliana. Para cada
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um desses mutantes, as taxas de penetracdo de fungos heterélogos de oidio em
células epidermais sdo muito mais elevadas. PEN1 codifica uma sintaxina que pode
desempenhar um papel no trafego de vesiculas para a membrana plasmatica
(COLLINS et al., 2003 apud MYSORE & RYU, 2004). PEN2 € uma glicosil-hidrolase,
enquanto PEN3 é um transportador ABC que parece atuar em cooperagdo com
PEN2 (LIPKA et al., 2005; STEIN et al., 2006).

A cevada (Hordeum vulgare subsp. vulgare) tem sido relatada como néo-
hospedeira para os fungos B. graminis f. sp. tritici, causador do oidio em trigo,
Puccinia triticina, causador da ferrugem do trigo e ao isolado CD180 do género
Magnaporthe, que ¢é associado com espécies hospedeiras de Pennisetum
(ZELLERHOFF et al., 2006). Nos trés patossistemas, a incompatibilidade parece ser

baseada principalmente na primeira camada de defesa.

2.8. Similaridades entre Resisténcias Gene-a-Gene e Nao-Hospedeira

Muitas das respostas de defesa induzidas durante a resisténcia nao-
hospedeira sdo similares as de resisténcia hospedeira gene-a-gene, tais como a
inducdo de HR, a producdo de ROS e o engrossamento da parede celular por
deposicdo de lignina. Mesmo que ambos os tipos de resisténcia compartilhem
repostas de defesa similares, ainda ndo € certo se estas envolvem as mesmas rotas
de transducéo de sinais (MYSORE & RYU, 2004). Uma evidéncia importante de que
as rotas de transducgéo de sinais na resisténcia nédo-hospedeira podem convergir
com rotas da resisténcia R é a demonstracdo de que a proteina SGT1 é necessaria
tanto para a resisténcia hospedeira quanto ndo-hospedeira, em plantas (PEART,
2002). O silenciamento do gene sgtl comprometeu diversos tipos de resisténcia em
Nicotiana benthamiana, embora nem todos os exemplos de resisténcia nao-
hospedeira tenham sido prejudicados nas plantas de N. benthamiana silenciadas.

Outras evidéncias surgiram dos mutantes de Arabidopsis nhol e edsl. A
mutacdo em nhol compromete ndo apenas a resisténcia nao-hospedeira a P.
syringae pv. phaseolicola e Botrytis cinerea, mas também a resisténcia gene-a-gene
mediada por rps2, rps4, rpsb e rpml (LU et al.,, 2001). Os mutantes edsl
apresentam a resisténcia mediada por genes R comprometida para diversos

patbgenos, e inclusive sua resisténcia ndo-hospedeira contra isolados de



21

Perenospora parasitica e Albugo candida (PARKER et al.,, 1996; AARTS et al.,
1998).

A resisténcia ndo-hospedeira induzida por MAMPs e a resisténcia cultivar-
especifica Avr-induzida deveriam ser consideradas coletivamente como elementos
complementares da imunidade inata da planta, moldados durante a coevolugdo com
patdégenos microbianos (ESPINOSA & ALFANO, 2004; NURNBERGER et al., 2004).

A resisténcia nao-hospedeira possui importancia pratica porque, com o
suporte dado pelas modernas técnicas de biotecnologia, os melhoristas sao
potencialmente capazes de transferi-la de uma cultura para a outra, ou até mesmo
de uma espécie selvagem para uma cultura. Esta possibilidade se torna
particularmente atraente quando considerada juntamente com plantas modelo, tais
como Arabidopsis — que exibe resisténcia ndo-hospedeira a grande maioria dos
fitopatdgenos de culturas de interesse econémico (HOLUB & COOPER, 2004).

2.9. Gendmica Funcional

A Genbdmica Funcional compreende a descricdo da funcéo especifica de
genes e proteinas, relacionando etapas de fluxo de informacdo biologica e
relacionando a regulacdo da expressdo génica com mecanismos bioquimicos e
fisiol6égicos. A transcriptdmica estuda o conjunto completo de RNA mensageiro
(RNAm) transcrito em determinado organismo, sob determinada condicdo (ambiental
ou temporal). O estudo do transcriptoma de uma célula ou tecido representa o
primeiro passo na caracteriza¢ao funcional de genes de interesse. Varias estratégias
metodoldgicas foram criadas para abordar a transcriptbmica, e elas ndo implicam,
necessariamente, no sequenciamento de transcritos em larga escala. As
metodologias utilizadas para estabelecer perfis transcricionais geralmente baseiam-
se na geracao de populacbes de DNA complementar (cDNA) a partir da populacao
de RNAmM expressa. O estudo de RNAmM tem se beneficiado muito com as
tecnologias baseadas em Reacao de Polimerase em Cadeia (PCR), com o intenso
sequenciamento de cDNA e sintese de novo de acidos nucleicos.

O primeiro grupo de técnicas de analise de transcriptomas baseia-se nas
varias formas de acessar a quantidade de um transcrito especifico em uma dada
amostra em um determinado momento, como a técnica de “Northern Blot” (ALWINE
et al., 1977). Um segundo grupo de técnicas se baseia na analise global de
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transcritos, como € possivel através da Analise Serial da Expressao Génica (“Serial
Analysis of Gene Expression” ou SAGE - VELCULESCU et al., 1995) e suas
variacbes, como SuperSage (MATSURA et al., 2005) e de técnicas de
sequenciamento massal de transcritos (WEBER et al., 2007). Um terceiro grupo de
técnicas, denominado genémica comparativa, tem como destaques técnicas como
“Differential Display” (LIANG & PARDEE, 1992), “RNA fingerprinting” (WELSH et al.,
1992), cDNA-AFLP (BACHEM et al., 1996), Hibridizacdo Subtrativa (DIATCHENKO
et al., 1996) e Microarranjos de DNA (SCHENA et al., 1995). Tais técnicas permitem
isolar transcritos que sejam expressos em um dado tecido, fase do desenvolvimento
ou condicdo, como, por exemplo, uma situacdo de doenca sistémica na planta,

utilizando uma amostra controle como referéncia para comparacao.

2.9.1. Hibridizac&o Subtrativa Supressiva

Muitos trabalhos tém sido desenvolvidos a fim de detalhar a expressao e
identificar genes expressos em plantas sob diversos tipos de estresse. Andlises de
transcriptoma com a técnica de Hibridizacdo Subtrativa Supressiva (SSH) tém sido
feitas com sucesso em varias espécies para isolar genes envolvidos em respostas a
estresses bidticos e abiodticos (ZHANG et al., 2005; VENKATACHALAM et al., 2007).
A hibridizacdo subtrativa consiste num método de analise de expressao génica
capaz de enriquecer uma populacdo de cDNAs com transcritos diferencialmente
expressos. Para tanto, sdo usadas duas amostras de referéncia: uma que possui 0s
transcritos de interesse (“tester”) e uma utilizada como controle (“driver”). A amostra
“tester” é originaria de um tecido exposto a alguma situacdo de estresse, que pode
ser um ambiente inadequado ou a exposicdo a algum patdgeno; o “driver” é
proveniente de uma amostra submetida a condigbes normais.

A SSH é um método baseado em PCR, desenvolvido por Diatchenko et al.
(1996) que supera algumas limitagcdes das metodologias tradicionais de hibridizacao
subtrativa, como a demanda de grandes quantidades iniciais de RNAm e a producao
de uma pequena quantidade de cDNA ao final do processo, o que dificultava sua
clonagem. A SSH resulta em um enriquecimento de até 1000 vezes na quantidade
de transcritos diferencialmente expressos, sendo, portanto ideal para a identificagao
de transcritos raros (JI & CAl, 2004).
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Na SSH, o cDNA da amostra testadora € subdividida em duas partes, sendo
cada uma delas ligada a um adaptador diferente (a sequéncia deste adaptador &
complementar aos iniciadores que serao utilizados posteriormente para amplificacao
por PCR). Duas hibridizacdes sdo entdo realizadas. Na primeira, um excesso de
cDNA referéncia € adicionado a cada amostra do testador. As amostras sédo entédo
desnaturadas por calor e deixadas para hibridizar, gerando as moléculas tipo ‘a’, ‘b’
‘c e ‘d em cada amostra (Figura 2). As moléculas tipo ‘a’ sao significativamente
enriquecidas com sequéncias diferencialmente expressas, enquanto os cDNAs que
nao sao diferencialmente expressos formam as moléculas tipo ‘c’ mediante
complementacdo com o cDNA referéncia (DIATCHENKO et al., 1996).

Na segunda hibridizacdo, as duas amostras da primeira hibridizacdo séo
misturadas sem serem desnaturadas. Agora, somente os cDNAs “tester” de fita
Unica subtraidos e equalizados podem se reassociar, formando um novo tipo de
hibridos: as moléculas tipo ‘€’ (Figura 2). Apds essa segunda hibridizagdo, as
moléculas residuais das populagdes 1 e 2 contendo em sua extremidade 5 os
chamados adaptadores 1 e 2R, respectivamente, tém suas extremidades 3'
preenchidas através da utilizacdo de DNA polimerase | na presenca de dNTPs. Ao
completar essas moléculas, estamos adicionando as suas extremidades 3' o
segmento complementar aos adaptadores presente na molécula complementar.
Estes novos hibridos serdo amplificados por PCR, gerando a populacdo de cDNAs
enriguecida com sequéncias diferencialmente expressas. As moléculas tipo ‘a’ e ‘d’
ndo podem ser amplificadas, por ndo possuirem o sitio de complementacao dos
iniciadores (Figura 2). As moléculas tipo ‘¢’ possuem somente um sitio de
complementacgao de “primer”, e sdo amplificadas linearmente.

A PCR é denominada supressiva porque os fragmentos de cDNA que tém o
mesmo tipo de adaptador (moléculas tipo “b”) em suas extremidades sao excluidos
do processo de amplificacdo ao formar uma estrutura em algca, devido ao
pareamento intramolecular das regidbes complementares relativamente extensas,
correspondentes ao adaptador, em ambas as extremidades. Quando as moléculas
tém em suas extremidades os adaptadores 1 e 2R, o trecho de complementaridade
nao é suficientemente longo para garantir a estabilidade dessa estrutura em alca.
Para aumentar a eficiéncia do processo de amplificacdo das moléculas de cDNA
diferencialmente expressas € feita uma segunda reacdo de PCR com

oligonucleotideos que pareiam mais internamente nas moléculas-moldes (chamada
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“‘nested” PCR). A partir daqui as moléculas diferencialmente expressas amplificadas
podem ser diretamente inseridas em um vetor de clonagem, o qual é adaptado para
produtos de PCR, para a clonagem e obtencdo de uma biblioteca subtrativa
(DIATCHENKO et al., 1996).

cDNA tester cDNA tester
+ ) +
Adaptador 1 CDNA driver Adaptador 2R
(em excesso)

Primeira hibridizagdo

Segunda hibridizagdo:
Misturar as amostras
Adicionar nove driver desnaturado
Anelamento

Figura 2: Esquema do processo de Hibridizacdo Subtrativa.
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2.10. RT-PCR quantitativo

A quantificacdo dos niveis de expressdo de RNAs alvo se tornou uma etapa
imprescindivel de grande parte dos experimentos de genética molecular. Estimando
a quantidade de RNA celular é possivel saber a medida na qual determinado gene
esta sendo expresso (SCHMITTGEN & LIVAK, 2008). O PCR quantitativo em tempo
real (QRT-PCR) tornou-se o método padréo para a deteccéo e quantificacdo de alvos
de RNA pois é uma ferramenta poderosa, especialmente em casos onde existe
baixa abundancia de transcritos, ou em tecidos com baixa concentracdo de RNA. E
o0 método mais sensivel para a deteccdo e quantificacdo dos niveis de expressao
génica (BUSTIN, 2000; PFAFFL, 2004), e em comparacdo com outras técnicas
atualmente disponiveis, permite a detec¢cdo de um dado alvo de acido nucleico de
forma rapida, especifica e muito sensivel.

A técnica de qRT-PCR difere da PCR classica porque sé&o incorporados
fluorocromos durante a polimerizacdo dos novos produtos, e a fluorescéncia é
detectada a cada ciclo. Durante a fase exponencial da corrida, a amplificacdo é
acompanhada em tempo real, o que permite determinar as quantidades iniciais do
gene alvo (GACHON et al., 2004). A utilizacdo dessas moléculas reporteres
fluorescentes para monitorar a sintese dos produtos de amplificacdo torna real a
capacidade quantitativa inerente aos ensaios baseados em PCR (BUSTIN, 2005).
Os ensaios séo caracterizados pelo ponto durante a ciclagem no qual a amplificagéo
de um produto de PCR € primeiramente detectada (chamado Ct — “cycle threshold”);
guanto maior a quantidade de amostra inicial, mais cedo vai acontecer o aumento
significativo na fluorescéncia responséavel pela deteccao.

Existem diversas técnicas que permitem o monitoramento do progresso da
PCR, sempre baseadas em algum tipo de molécula marcadora fluorescente, que se
liga ao DNA. Um dos métodos mais populares faz uso de moléculas fluorescentes
intercalantes denominadas “dyes”, como o SYBR Green®. Em solucéo, o “dye” ndo
ligado ao DNA exibe baixa fluorescéncia; durante a PCR, grandes quantidades de
“‘dyes” ligam-se aos DNAs fita dupla recém-sintetizados. Quando monitorados em
tempo real, isso resulta no aumento do sinal de fluorescéncia a medida que a
polimerizacdo ocorre. As vantagens desta técnica sdo seu baixo custo quando
comparado com outros métodos, e também o fato de que na maioria das vezes,

ensaios de RT-PCR convencionais podem ser convertidos imediatamente em
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ensaios em tempo-real (BUSTIN, 2005). Sua desvantagem é que a especificidade
permanece dependente da especificidade dos “primers”.

Os métodos de deteccao baseados em sondas sdo mais especificos, e fazem
uso de sondas complementares ao gene de interesse, marcadas com corantes
fluorescentes. O tipo mais comumente utilizado é o sistema Tagman®.

Os niveis de expressdo génica podem ser medidos de forma absoluta ou
relativa. Quando € necessario saber o numero absoluto de copias de um transcrito
alvo, a quantificacéo é feita com base em diluicdo seriadas de uma amostra padrao
externa, usada para gerar uma curva de calibragcdo (BUSTIN, 2000). As curvas de
calibracdo sdo baseadas em concentracdes conhecidas de moléculas padréo de
DNA, por exemplo, DNA plasmidial recombinante (recDNA) e DNA gendmico
(PFAFFL, 2004).

A quantificacdo relativa a um padrdo enddégeno é obtida por meio da
comparacao dos valores de Ct do transcrito alvo com os de um ou mais genes de
referéncia enddgenos. Os resultados sédo expressos na forma de razdes entre o sinal
especifico do alvo e da referéncia enddgena, estratégia que atribui um valor relativo
ao produto de RNA especifico que permite a comparacdo entre amostras
submetidas a diferentes condi¢cdes (BUSTIN, 2005). Para tanto, € necessario que as
eficiéncias de amplificacdo do alvo e do enddgeno sejam similares, uma vez que
isso influencia na acuracia do resultado do calculo da expresséo.

Independentemente da técnica experimental empregada, € imprescindivel
uma normalizacdo apropriada para a obtencdo de niveis precisos e confiaveis de
expressdo génica. O proposito da normalizacdo é corrigir a variabilidade associada
aos diversos passos do procedimento experimental (HUGGET et al.,, 2006 apud
EXPOSITO-RODRIGUEZ et al., 2008). O uso de controles enddégenos ou genes de
referéncia tornou-se o método de escolha, uma vez que as sequéncias alvo e os
endogenos estdo naturalmente presentes na mesma amostra biologica e
consequentemente estardo sujeitos as mesmas variacdes ao longo do experimento
(NOLAN et al., 2006). O uso de genes “housekeeping” como controle endogeno é

CONsenso, pois assume-se que sao constitutivamente expressos.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Caracterizar através de parametros fenotipicos e moleculares, a resisténcia
nao-hospedeira da soja ao fungo Uromyces appendiculatus e compreender
mecanismos moleculares de expressdao e interagdo entre genes que estejam
envolvidos neste patossistema, proporcionando estratégias para a obtencdo de

plantas de soja com resisténcia mais duradoura a ferrugem asiatica da soja.

3.2. Objetivos Especificos

* Analisar, por Microscopia Eletrénica de Varredura, a ultraestrutura do fungo na

superficie foliar;

» Construir bibliotecas subtrativas de cDNAs de soja durante a interacdo com o

patdogeno Uromyces appendiculatus, causador da ferrugem no feijoeiro;

» Identificar genes de soja diferencialmente expressos sob interacdo com U.

appendiculatus;

« Comparar os transcritos diferencialmente expressos entre as bibliotecas

construidas para diferentes tempos de interagao;

* Quantificar o nivel de expressado de alguns potenciais genes identificados como

atuantes no mecanismo de resisténcia ndo-hospedeira.
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CAPITULO 2 — AVALIACOES MICROSCOPICAS E MOLECULARES
DA INTERACAO INCOMPATIVEL ENTRE PLANTAS DE SOJAE O
FUNGO Uromyces appendiculatus.

RESUMO:

A despeito da grande variedade de micro-organismos potencialmente patogénicos
aos quais as plantas estdo naturalmente expostas, a ocorréncia de doencas
representa excecdo; a chamada resisténcia ndo-hospedeira é a forma mais comum
e duradoura de resisténcia, uma vez que as plantas sdo imunes a maioria dos
microrganismos, e suscetiveis apenas a uma pequena parcela destes. A grande
importancia cientifica e econbmica que a resisténcia nao-hospedeira representa
torna necessario o estudo dos mecanismos moleculares envolvidos nas interacdes
entre planta e patdgeno heterdlogo. A cultura da soja, que é uma das mais
importantes no cenario nacional, vem sofrendo grandes perdas de producéo
decorrentes do ataque do fungo Phakopsora pachyrhizi, causador da Ferrugem
Asiatica da Soja (FAS). Nao existem, até o momento, cultivares de soja com
resisténcia efetiva ao patdégeno, e acredita-se que o entendimento dos mecanismos
envolvidos nas interacdes ndo-hospedeiras, com a ajuda das técnicas modernas de
biologia molecular, possam contribuir para solucionar este problema. No presente
trabalho, investigou-se a interacdo da soja com o fungo heter6logo Uromyces
appendiculatus, por meio de estudos fenotipicos e moleculares. As analises
fenotipicas foram realizadas com o auxilio das técnicas de microscopia Optica e
microscopia eletrénica de varredura, e sugerem a tentativa mal sucedida de
penetracdo fungica no tecido vegetal da soja. Para os estudos moleculares, foi
proposta a analise de transcritos diferencialmente expressos, gerados por meio da
construcdo de bibliotecas subtrativas e seqienciados pela plataforma Solexa; além
da expressao diferencial de importantes genes envolvidos na defesa contra
patogenos, foi detectada a expressdo de genes relacionados a resisténcia néo-

hospedeira. As analises de expressao por qRT-PCR mostraram a superexpressao
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de PEN2 e PEN3 para o tempo 72 horas ap0s a inoculacdo; estes dois genes atuam
em cooperacao num mecanismo de defesa pré-invaséo, que envolve o transporte de
substancias toxicas até a membrana plasmatica em sitios de tentativa de
penetracdo. O gene BI-1, que desempenha um papel importante na rota de resposta
do reticulo endoplasmatico ao estresse, foi superexpresso nas horas iniciais de

inoculacgao.

Palavras-chave: resisténcia ndo-hospedeira, soja, Ferrugem Asiatica.
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MICROSCOPIC AND MOLECULAR ANALYSIS OF THE INCOMPATIBLE
INTERACTION BETWEEN SOYBEAN PLANTS AND THE FUNGUS Uromyces
appendiculatus.

SUMMARY:

Despite the vast range of potentially pathogenic microorganisms to which plants are
naturally exposed, the occurrence of disease represents the exception. The so-called
non-host resistance is the most common and durable type of resistance, since plants
are immune to most organisms, and susceptible to only a small portion of them. Non-
host resistance has a great scientific and economic importance, which makes
essential to study the molecular basis of interactions between plants and
heterologous pathogens. Soybean is one of the most important crop on the Brazilian
agribusiness, and has been suffering great yield losses due to infection of
Phakopsora pachyrhizi fungus, causal agent of Asian Soybean Rust (ASR). So far,
there are no soybean cultivars with effective resistance against this pathogen, and
it's believed that understanding the mechanisms involved in non-host interactions,
with support of modern molecular biology techniques, may contribute to solve this
problem. In this work, we investigated the interaction between soybean and the
heterologous fungus Uromyces appendiculatus, through phenotypic and molecular
studies. Phenotypic analyses were performed using optical and scanning electron
microscopy techniques, and show the unsuccessful attempt of fungal penetration in
plant tissue. For molecular studies, we performed the analysis of differentially
expressed transcripts, generated by the construction of subtractive libraries,
sequenced by Solexa technology. In addition to important genes involved in defense
against pathogens, we detected the expression of genes related to non-host
resistance. Analysis by gRT-PCR showed overexpression of PEN2 and PEN3 genes
at 72 hours after inoculation. Both genes appears to work in co-operation in a pre-
invasion defense mechanism which involves traffic of toxic compounds to the plasma
membrane at sites of attempted invasion. The BI-1 gene plays an important role in
the conserved endoplasmic reticulum stress response pathway to modulate cell

death, and was overexpressed in the initial hours of infection.

Keywords: non-host resistance, soybean, Asian Rust.
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INTRODUCAO

Desde o surgimento da agricultura, 0 homem precisa combater os patdogenos
gue acometem as plantas cultivadas e causam perdas de qualidade e producéo.
Para controlar a incidéncia de pragas, diversas estratégias tém sido aplicadas, que
consistem em métodos genéticos, quimicos, bioldgicos, culturais e legislativos
(HONEE, 1999). Atualmente, tais métodos combinados s&o conhecidos como
Manejo Integrado de Pragas e Doencas, e visam a maximizacdo da produtividade
com o minimo possivel de impacto ambiental. Uma das estratégias para controlar as
doencas em plantas € a introducdo de variedades resistentes a patdgenos
especificos, o que tem sido um dos principais focos dos programas de
melhoramento classico ao longo dos anos (JOHNSON, 2000).

No Brasil, a soja [Glycine max (L.) Merrill] € a cultura de maior destaque na
economia, com producao recorde de 69,58 milhdes de toneladas de gréos na safra
2009/10. (CONAB, 2010). A grande expansédo da area de soja cultivada no Brasil e
no mundo acarretou um aumento do niumero de doencas que afetam esta cultura.
Desde que surgiu no Brasil, a Ferrugem Asiatica da Soja (FAS), causada pelo fungo
Phakopsora pachyrhizi Syd. & P. Syd., representa a doenca fungica de maior
potencial de dano. E considerada a doenca foliar mais agressiva em soja (MILES et
al., 2003), responsavel por perdas de rendimento de até 70% (SOARES et al.,
2004).

O uso de cultivares resistentes ou tolerantes tem sido o método mais indicado
para o controle da doenca. Por décadas, a selecdo para resisténcia foi baseada na
introgressdo de genes de resisténcia (genes R), que, no entanto, para alguns
patossistemas, ndo confere durabilidade efetiva devido a mudancas na populagéao
do patdgeno, que acaba tornando-se virulenta para as cultivares que carregam o
gene (HULBERT et al., 2001). Cinco loci independentes contendo alelos dominantes
sdo descritos na literatura: Rppl, Rpp2, Rpp3, Rpp4 e Rpp5 (BROMFIELD &
HARTWIG, 1980; MCLEAN & BYTH, 1980; HARTWIG & BROMFIELD, 1983;
HARTWIG, 1986; GARCIA et al., 2008, LAPERUTA et al., 2008). Devido a natureza
raca-especifica destes genes, algumas variantes do patégeno podem
ocasionalmente “quebrar’ a resisténcia, como ja ocorreu para os genes Rppl e
Rpp3 no Brasil (YORINORI et al., 2004).
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Uma alternativa que se apresenta frente a volatilidade da resisténcia raga
especifica, € a resisténcia ndo-hospedeira (“non-host resistance”, ou NHR), que
pode ser usada como um vantajoso recurso para aprimorar a resisténcia das plantas
cultivadas (LOEHRER et al., 2008). Esse tipo de resisténcia é assim referida quando
todos os gendtipos de determinada espécie de planta apresentam resisténcia contra
todas as ragas ou isolados de um dado patogeno. E, portanto, a forma mais comum
e duradoura de resisténcia em plantas (HEATH, 2000). Este tipo de resisténcia que
confere protecdo robusta contra patdégenos invasores apresenta diversas
similaridades com a resisténcia hospedeira e, no entanto, € muito menos estudada e
compreendida. Apesar dos progressos obtidos acerca da compreensdo dos
mecanismos de resisténcia gene-a-gene, ainda ndo esta claro o motivo pelo qual um
microrganismo completamente virulento para uma determinada espécie de planta
ndo causa dano algum a outra espécie relacionada. Dessa forma, o estudo dos
mecanismos envolvidos na resisténcia nao-hospedeira pode ser a chave para
entender como as plantas se defendem de patdogenos (MYSORE & RYU, 2004). A
resisténcia ndo-hospedeira € altamente efetiva, motivo pelo qual se especula que
seus mecanismos possam ser explorados para o desenvolvimento de culturas
resistentes a doencas (THORDAL-CHRISTENSEN, 2003). Sabe-se que este tipo
particular de resisténcia é baseado em mdultiplos mecanismos de defesa,
compreendendo barreiras constitutivas e reacgdes induziveis (NURNBERGER et al.,
2004).

Dessa forma, foi proposto o estudo da interacdo entre plantas de soja e o
fungo heterdlogo Uromyces appendiculatus F. Strauss, causador da ferrugem do
feijoeiro. Analises morfologicas e moleculares nos permitiram classificar a interagéo
nao-hospedeira como Tipo |, e validar a expressédo diferencial de alguns genes ja
reconhecidamente relacionados aos mecanismos de resisténcia ndo-hospedeira em

organismos modelo.
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MATERIAL E METODOS
Material bioldgico e delineamento experimental

Para o experimento de construcéo da biblioteca subtrativa, o gendtipo de soja
Pl 230970 (que contem o gene rpp2 de resisténcia a FAS) foi semeado e cultivado
em ambiente climatizado (fitotron), sob condicbes de temperatura (24+1°C) e
umidade (>95%) controladas, e fotoperiodo de 12h, até o estddio de
desenvolvimento V3 (30 dias). O experimento seguiu delineamento inteiramente
casualizado (DIC) com trés repeticdes (cada repeticdo contendo trés replicatas), e
estrutura de tratamentos em fatorial com dois fatores: tempo de coleta (1, 6, 12, 24,
48 e 72 horas ap0s inoculacéo) e tipo de infeccéo (inoculado com ureddsporos e
inoculado com agua — “mock”). Adicionalmente, para as analises de microscopia,
foram cultivados, também no fitotron, vasos da cultivar de soja Embrapa 48
(suscetivel a FAS), do cultivar de feijao Pinto 111 (suscetivel universal a ferrugem do
feijoeiro) e a da cultivar Diamante Negro (resistente a ferrugem do feijoeiro). As
sementes de soja foram obtidas do Banco Ativo de Germoplasma de Soja,
localizado em Londrina, PR. Sementes das variedades de feijdo foram gentilmente

cedidas pela Embrapa Arroz e Feijéo.

Preparo dos inéculos e inoculacao

Primeiramente foram preparadas as amostras da condicdo mock: com a ajuda
de um borrifador manual, foi pulverizada uma solu¢do de agua destilada e 0,05%
(v/v) de Tween 20 (Unigema) sobre as superficies adaxial e abaxial das folhas. Os
vasos foram entdo cobertos com um saco plastico para conservar a umidade e evitar
contaminacgéo. O procedimento foi repetido para a condicdo de inoculacdo, usando-
se uma suspensao de uredésporos de Uromyces appendiculatus em agua destilada
contendo 0,05% de Tween 20, a uma concentracéo de 7,9x10* uredésporos/mL. Os
vasos inoculados foram também cobertos com sacos plasticos, mantidos até o

tempo de 24 horas apés inoculacéo (hai) (Figura 1).

Coletas das amostras

Para o experimento de expressao génica (biblioteca subtrativa), amostras de

tecido foliar foram coletadas nos tempos determinados acima, embaladas em papel
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aluminio devidamente identificado, e imediatamente mergulhadas em nitrogénio
liquido, para posterior extracdo de RNA.

Para a realizacao de analises de microscopia, amostras das plantas de soja e
feijdo foram coletadas nos mesmos tempos utilizados para o experimento de
expressao génica, com os tempos adicionais de 7 e 15 dias, para acompanhar a
possivel formacdo de urédias em feijdo e ocorréncia de necrose em soja. De cada
amostra coletada, foram feitos cortes de aproximadamente 5mm, armazenados em
microtubos contendo uma solucéo fixadora de F.A.A. 50% (Formol, Alcool e Acido

Acético).

Figura 1: Montagem do experimento. a) fitotron; b) primeiras horas
apos a inoculacdo, plantas cobertas com sacos plasticos para
conservar a umidade e criar um ambiente favoravel ao
desenvolvimento dos esporos; c) e d) plantas de soja apés a retirada
dos sacos plasticos

Analises microscopicas

Analises de microscopia eletrénica de varredura (MEV) em alto vacuo foram
realizadas em colaboragdo com o Laboratério de Microscopia Eletrénica e
Microandlise (LMEM) da Universidade Estadual de Londrina. Para observagédo, o
material foi desidratado e seco. Apos a lavagem das amostras em tampéao fosfato
0,1M, para retirada da solucéo fixadora, foi feita a desidratacdo em série alcodlica
crescente de Johansen (1940), com algumas modificacdes.
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Apés a desidratacdo, as amostras foram processadas em secador de ponto
critico de CO, (CPD 030 Critical Point Dryer — BALTEC), montados em suportes
metélicos (“stubs”) e metalizados com camada de ouro. As analises e obtencdo das
imagens (eletromicrografias) foram realizadas em microscopio eletrbnico de
varredura, equipado com detector de elétrons secundarios e retroespalhados (para
alto e baixo vacuo) e de sistema de espectroscopia de raios X por dispersdo de
energia para microanalises.

Para analises por microscopia Optica, os cortes foram corados com
“Coomassie Brilliant Blue”, segundo protocolo descrito por Wolf & Fric (1981), que

permite uma boa visualizacdo de estruturas como tubo germinativo e haustorio.

Construcao das Bibliotecas Subtrativas

O RNA total foi extraido de amostras de folhas usando o reagente TRIzol®
(Invitrogen). O RNAm foi isolado com a ajuda do kit FastTrack™ MAG (Invitrogen).
Apos isolamento, o0 RNAm foi quantificado por espectrofotometria para avaliacdo da
qualidade e quantidade de material purificado. A eficiéncia do isolamento de RNAmM
foi testada por meio de eletroforese em gel de agarose corado com 1% de Brometo
de Etidio (EtBr).

Para a construcdo das bibliotecas subtrativas, as amostras de RNAm foram
agrupadas em 3 “bulks”, conforme o tempo de coleta e tipo de inoculacéo (Figura 2).
Cada “bulk” foi composto de quantidades equivalentes a 2 pg de RNAm de cada
amostra. As bibliotecas subtrativas foram construidas com o kit PCR-Select™ cDNA
Subtraction (Clontech).
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Figura 2: Esquema do agrupamento dos tempos para
montagem dos “bulks” e construgcao das bibliotecas subtrativas.

Sequenciamento e analise de bioinformatica

Os produtos de PCR de cada biblioteca foram preparados para a clonagem
“‘in vitro” (FEDURCO et al., 2006; TURCATTI et al., 2008) e a subsequente reacéo
de sequenciamento. As amostras foram sequenciadas com a tecnologia Solexa
(Nlumina; BENNETT, 2004) pela empresa FASTERIS (http://www.fasteris.com),
aplicadas em uma canaleta do sequenciador Genome Analyzer GAIl utilizando

“single reads” e gerando fragmentos de 76 pb.

A montagem do transcriptoma e as analises “in silico” foram realizadas em
colaboragdo com o Laboratorio de Gendmica e Expressdo (LGE) da UNICAMP. Os
dados foram depositados no banco de dados do projeto GENOSOJA/Embrapa Soja

(http://bioinfo03.ibi.unicamp.br/soja/). O genoma de referéncia, utilizado no banco de

dados, foi construido utilizando etiquetas de sequéncias expressas (“Expressed
Sequence Tags” - ESTs) depositadas no banco de dados do “National Center for
Biotechnology Information” (NCBI - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e os dados do

genoma da soja disponibilizados pelo DOE Joint Genome Institute, no site do

Phytozome (http://www.phytozome.net/soybean).

As sequéncias (“reads”) produzidas foram ancoradas no genoma referéncia
com auxilio do programa SOAP — “Short Oligonucleotide Alignment Program” (LI et
al., 2008) usando parametros que permitiram o alinhamento com no maximo dois
‘mismatches” entre as sequéncias. O programa EDENA - “Exact DE Novo

Assembler” (HERNANDEZ et al.,, 2008) foi utilizado para montar as sequéncias


http://www.fasteris.com/
http://bioinfo03.ibi.unicamp.br/soja/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.phytozome.net/soybean
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mapeadas no genoma em “contigs”, com base nos parametros pré-definidos do
programa.

Os dados foram anotados automaticamente no banco de dados do projeto
GENOSOJA pela ferramenta AutoFACT (“Automatic Annotation and Classification
Tool” KOSKI et al.,, 2005), que analisa dados de sequéncias de nucleotideos e
proteinas e determina a descri¢cao funcional mais informativa, gracas a combinacao
de relatérios de varios BLASTs provenientes de bancos de dados diversos.
Posteriormente foi feita uma nova anotacdo automatica, por parte da equipe do

Laboratdrio de Bioinformética da Embrapa Soja, utilizando a ferramenta Blast2GO.

Alinhamento local de sequéncias conhecidas de genes de resisténcia néo-

hospedeira

Inicialmente, foi feita uma selecdo de genes descritos na literatura como
importantes para a resisténcia nao-hospedeira em diferentes organismos. As
sequéncias nucleotidicas desses genes, pesquisadas em bancos de dados do NCBI

(www.ncbi.nim.nih.gov/), foram alinhadas com os dados das trés bibliotecas com o

auxilio do algoritmo Blastn (ALTSCHUL, 1990). Com base nos resultados de
alinhamentos mais significativos foram selecionados alguns genes para validacéo
por gRT-PCR.

Andlise da expressao génica por gRT-PCR

Para quantificar a expressdo dos genes previamente selecionados, foi
utilizado o método de gRT-PCR. Para a escolha dos melhores controles endégenos
para normalizar as quantidades iniciais de cDNA foram testados cinco genes
constitutivos: B-actina (acesso n° GMU60500), B-tubulina (acesso n° U12286.1),
fator de elongacdo (EF-1b, acesso n°% EV279336), gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH, acesso n° DQ224371.1) e RNAr 18S (acesso n°
X02623.1). As reacdes foram feitas em triplicatas, para cada uma das 3 repeti¢oes,
e os dados foram analisados com a ajuda do algoritmo geNorm (VANDESOMPELE
et al., 2002), o qual apontou a B-actina e B-tubulina como melhores op¢des, devido a

maior estabilidade desses genes no presente experimento (Figura 3).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Figura 3: Valores de estabilidade da expressdo (M) dos genes
enddgenos, de acordo com o algoritmo geNorm. Quanto menor o valor
de M, mais estavel € a transcricdo do gene.

Foram desenhados oligonucleotideos especificos para cada gene selecionado
(Tabela 1), com o auxilio dos programas Primer Express 3.0 (Applied Biosystems) e

Vector NTI Advance™ (Invitrogen).

Tabela 1: Sequéncias dos oligonucleotideos desenhados para validacdo dos genes
selecionados, com os respectivos Glyma que serviram de modelo, tamanho do amplicon
(em pares de bases) e eficiéncia da reacdo de qRT-PCR.

Gene Glyma Oligonucleotideos Amplicon

5 GAATGGGATGCTGGTTACACA 3’
PEN2 Glyma08g15960 143 pb
3’ CATGTCAAAGGAACACTAAATTCAGA 5’

5 TGTGCTGTTGTGGTTGCTGG 3
PEN3 Glymal3g43870 121 pb
3 CTTTGACGTTGGAGAAAGAGTTCA 5’

5 TTCGGCTAAAGATGGAGGGTAT 3’
ATAF1 Glyma13g35550 124 pb
3 GTGGCTAAGTAAGGGCTTGTATGG 5’

5 TCGACTGAGAGGAATGAGAAGAAA 3
BI-1 Glymal1g04040 124 pb
3’ GGAAAACACTGTATAGACGGCTGT &’

As reacdes foram realizadas em triplicata utilizando-se o kit Platinum® SYBR®
Green gPCR SuperMix-UDG (Invitrogen), e o equipamento 7500 Real Time PCR
System (Applied Biosystems). O RNA total (5 ug), previamente tratado com DNase,
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foi utilizado para sintese de cDNA, segundo as especificacbes do fabricante do kit
M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen). Os cDNAs obtidos foram diluidos (1:10)
com agua milli-Q. Em seguida, foi realizada a reacdo de qRT-PCR utilizando-se 1,0
puL de cDNA como molde, 0,5 uL de cada um dos oligonucleotideos direto e reverso
(concentracao final de 0,02 uM), 6,25 pL de SYBR, 0,25 pL de ROX (referéncia
passiva) diluido dez vezes, e 4,0 pL de agua. As condicbes de amplificacdo
atenderam aos seguintes parametros: 50°C por 2 min, 95°C por 10 min, 40 ciclos de
95°C por 15 seg e 62°C por 1 min. Ao final da reacéo, foi adicionada uma etapa de
dissociacao, na qual os produtos de amplificacdo de cada par de oligonucleotideos
iniciadores foram submetidos a temperaturas de 60 a 95°C. A especificidade dos
produtos amplificados foi avaliada pela analise das curvas de dissociacdo geradas.
As reacdes foram feitas para todos os tempos de coleta (1hai, 6hai, 12hai, 24hai,
48hai e 72hai).
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RESULTADOS e DISCUSSAO
Andlises Fenotipicas

Aproximadamente 15 dias apés a inoculacao, as plantas de feijdo utilizadas
como controle apresentaram formacao de urédias e esporulacédo (Figura 4a), o que
comprova a viabilidade dos ureddsporos utilizados no experimento. Houve formacao
de urédias tanto na cultivar de feijdo suscetivel (Pinto 111) quanto na cultivar
considerada resistente (Diamante Negro) a ferrugem do feijoeiro. No entanto, a

cultivar suscetivel apresentou maior quantidade de urédias.

Figura 4: Andlises macroscopicas. a) Urédias formadas sobre superficie adaxial de folha
de feijdo da cultivar Pinto 111, 13 dias apés a inoculacao. Aumento de 10X. b) Folhas de
soja da cultivar P1230970 10 dias apos a inoculagédo, sem qualquer indicio de lesao.

Macroscopicamente, ndo foi observado nenhum indicio de resposta de
hipersensibilidade nas plantas de soja, 0 que visualmente sugere que a resisténcia
nao-hospedeira frente a U. appendiculatus seja classificada como “tipo I” (Figura 4b).

Embora nenhuma lesdo tenha sido observada, as andlises de amostras de
soja por microscopia mostraram que a germinacdo dos esporos e a formacéo do
tubo germinativo ndo foram comprometidas nesta planta ndo-hospedeira. Seis horas
apos a inoculacao ja foi possivel observar o inicio da formacdo do tubo germinativo
em ambos 0s genotipos de soja (Figura 5a). Em Embrapa 48, nota-se o crescimento
do tubo germinativo a partir de 24 hai, muitas vezes ocorrendo de forma

desorientada (Figura 5b, 5c e 5d).



varredura da superficie abaxial de folha de soja da cultivar Embrapa 48, 6h apos
inoculacdo com o fungo U. appendiculatus: é possivel observar o inicio da formacao
do tubo germinativo; b), c) e d) crescimento do tubo germinativo sob superficie de
folha da cultivar Embrapa 48, 24 hai, este Ultimo em imagem de microscopia éptica; e)
micrografia eletrbnica de varredura de folha de soja 24 hai, onde é possivel visualizar
a ocorréncia de dilatacdo na estrutura do tubo germinativo (seta) f) imagem de
microscopia optica de Pl 230970 48 hai, também evidenciando a dilata¢éo na estrutura
do tubo germinativo (seta).

54
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Diversos estudos de microscopia Optica indicam que o comportamento dos
tubos germinativos dos ureddsporos na superficie da folha deve desempenhar um
papel na resisténcia ndo-hospedeira das plantas (HEATH, 1977; WYNN, 1976). A
MEV provou-se extremamente Util na analise desse fendmeno, e mostrou que a falta
de crescimento direcional dos tubos germinativos de U. appendiculatus var. typica
em folhas de trigo esté relacionada com a falta de aderéncia destes na superficie da
folha, e também com extrusdes de cera na superficie da folhna (WYNN, 1976).

N&o ha evidéncias satisfatérias para afirmar que o fungo forma apressoério
sobre folhas de soja, porém, imagens de MEV e MO mostram que ocorre uma
dilatacdo do tubo germinativo em diversas ocasides (Figura 5e e 5f). A presenca
dessas dilatagcdes na estrutura do tubo germinativo pode indicar a tentativa mal
sucedida de penetracdo no tecido, uma vez que, caso tal dilatacdo corresponda ao
apressorio, este ndo foi capaz de formar o haustério - responsavel por langar as
hifas de infeccdo. Nesse caso, a tentativa de penetracdo foi contida antes da
invasdo e esta dificuldade estd geralmente relacionada com respostas de defesa
localizadas, tais como rearranjos no citoesqueleto, transporte de organelas,
translocacdo de proteinas, processos de secrecdo e formacdo de papilas
(HUECKELHOVEN, 2007 apud LIPKA et al., 2010). A formacdo de deposi¢cdes de
parede celular ndo foi constatada, porém os dados de microscopia ddo suporte a
investigacdo molecular dos transcritos expressos na interagcdo soja-U.
appendiculatus.

Em amostras de feijao, a germinacdo dos esporos também foi verificada a
partir de 6hai, e com 48hai e 72hai, foi verificada uma grande quantidade de esporos
e tubos germinativos formados principalmente na cultivar suscetivel (Figura 6a). Ao
contrario de que se esperava, tanto a cultivar de feijao suscetivel quanto a resistente
apresentaram formacéo de urédias e grande quantidade de novos esporos sendo

liberados (Figura 6b), embora tenha sido mais intensa na primeira.
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Figura 6: Analises microscépicas em folhas de feijdo. a) Imagem de microscopia
Optica de folha de feijao 72 hai, onde o tubo germinativo parece estar penetrando no
estdbmato; b) micrografia eletrénica de varredura de folha de feijao Diamante Negro,
15 dias apos inoculagdo: € possivel observar a urédia formada e a liberacdo de
NOVOS esporos.

Anélises Moleculares

Um dos objetivos principais desse trabalho foi investigar a resisténcia tipo
ndo-hospedeira através da identificacdo de genes diferencialmente expressos em
plantas de soja inoculadas com o fungo incompativel U. appendiculatus. Para isso
foram construidas trés bibliotecas subtrativas de plantas de soja do gendétipo
PI1230970 na presenca desse fungo. Esse gendtipo foi escolhido por apresentar uma
reagdo de resisténcia tipo HR durante a interagdo com o fungo da ferrugem asiatica,
mas que nao apresentou nenhum sintoma quando inoculado com o fungo da
ferrugem do feijoeiro.

A partir do sequenciamento das bibliotecas B1, B2 e B3 usando a plataforma
lllumina Solexa, foram gerados milhdes de “reads” de 76 bases, posteriormente
alinhados no genoma de referéncia da soja por meio do programa SOAP e
montados com a ajuda do programa Edena. Assim, foram formados um total de
2702 contigs, dos quais aproximadamente 50% apresentaram similaridade a
modelos de genes do genoma referéncia, e puderam ser associados a denominagao
“‘Glyma” (Tabela 2). Verificou-se também que aproximadamente 5% das sequéncias
nao apresentaram similaridade com outras depositadas nos bancos de dados
pesquisados pela anotacdo AutoFact, e podem corresponder tanto a regiées do
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genoma da soja ainda ndo anotadas quanto a sequéncias do genoma do fungo.

Estas sequéncias foram nomeadas como “no hits”.

Tabela 2: Informacdes sobre 0 sequenciamento das bibliotecas.

Bl B2 B3 Total
Reads 4.679.963 4.878.530 4.355.862 13.914.355
bases sequenciadas 355.677.188  370.768.280  331.045.512 1.057.490.980
Contigs 445 402 1855 2702
sequéncias alinhadas 53% 54% 49% 51%
Unissequéncias 343 320 1283 1946

Os dados gerados com base na anotacdo das sequéncias podem apresentar
certa redundancia, uma vez que mais de um “contig” pode alinhar com 0 mesmo
gene (porém em diferentes regides). Assim, usamos a denominacao
“‘unissequéncias” para designar o total de resultados distintos gerados pela anotacao
via AutoFact: as unissequéncias, portanto, compreendem os resultados de genes
n&o repetidos, e seu nimero total € menor que o nimero de “contigs” (Figura 7). E
possivel observar que a biblioteca 3 apresenta uma quantidade contigs e
unissequéncias muito superior a das bibliotecas 1 e 2, apesar de ser esperado que

uma maior quantidade de dados fosse gerada das horas iniciais do experimento.
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Figura 7: Numeros totais de contigs e unissequéncias
distribuidas por biblioteca subtrativa.
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Verificou-se, com o auxilio da ferramenta Venny (OLIVEROS, 2007) que
varios desses contigs e unissequéncias sdo comuns entre as diferentes bibliotecas,

enguanto outras sdo exclusivas de cada biblioteca (Figura 8).

contigs unissequéncias

B1

148 101 1479 97 81 961

B2 B3 B2 B3

Figura 8: Numero de contigs e unissequéncias obtidas nas bibliotecas subtrativas.

Nas trés bibliotecas construidas, a principal fun¢cdo molecular encontrada foi a
de atividade catalitica (GO:0003824), cujas sequéncias foram distribuidas em seis
classes: hidrolases, isomerases, liases, ligases, oxidorredutases e transferases
(Figura 9). As sequéncias com atividade catalitica bem representadas entre as
bibliotecas foram: as de oxidorredutase; transferase, incluindo principalmente
proteinas quinase, que englobam as proteinas com atividade de serina/treonina
guinase; e hidrolase.

Além de atividade catalitica, outra fungdo molecular muito frequente é a de
ligacdo (GO:0005488), que nas bibliotecas presentes engloba, principalmente, a
funcdo de ligacdo a nucleotideos, mas também: ligacéo a proteina; ligacdo a acidos
nucleicos; e ligagdo a ions magnésio e ferro. A atividade de transportador
(G0O:0005215), responsavel pelo transporte direcionado de substancias tais como
micro e macromoléculas e ions para dentro, fora ou entre as células, é atribuida a
grande parte dos transcritos diferencialmente expressos.

Com relacdo aos processos bioldgicos, a maioria das sequéncias esta
envolvida em processos metabdlicos, transporte de elétrons, resposta ao estresse
(G0O:0006950) e regulacéo da transcricao (G0:0045449).
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Figura 9: DistribuicAo das principais classes de enzimas nas trés
bibliotecas subtrativas.

Genes Envolvidos em Processos Relacionados a Defesa Contra Patdogenos

As respostas a estresses em plantas sdo reguladas por mdltiplas vias de
sinalizacdo e existem sobreposicdes entre os padroes de expressao induzidos nas
plantas em resposta a diferentes estresses, mostrando a existéncia de redes
regulatérias complexas que permitem que a planta possa responder de forma
adequada a um ambiente em constante mudanca.

Com base na anotacdo GO foi possivel agrupar conjuntos de genes com
funcdo semelhante, ou seja, categorizar as sequéncias génicas das bibliotecas
(Figura 10). O critério utilizado nesta etapa foi a distribuicdo de classes de genes
envolvidos em mecanismos de interacdo planta-patégeno nas diferentes bibliotecas.

Mesmo ndo ocorrendo a inducdo de resposta de hipersensibilidade por
determinado patégeno, como no caso da resisténcia ndo-hospedeira do tipo I, a
inducao da expresséo de genes relacionados a defesa € esperada (OH et al., 2006).

Dentre as classes de genes analisadas, os fatores de transcricdo, as
fosfatases, as quinases e as proteinas heat shock se destacaram, apresentando
uma média superior a 2% dos contigs totais nas trés bibliotecas (Figura 10). A
consideravel porcentagem de sequéncias diferencialmente expressas relativas aos

fatores de transcricéo € justificavel, principalmente nas horas iniciais e intermediarias



60

de interagdo com o patdgeno, pois a planta precisa ativar uma complexa série de
respostas de defesa, o que acontece completamente dentro das primeiras 24 horas
(BUCHANAN et al., 2000).
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Clases de transcritos

Figura 10: Principais classes de transcritos encontrados em cada uma das 3
bibliotecas subtrativas, mostrados em porcentagem; proteinas PR aqui incluem:
quitinases, B-1,3-glucanases, peroxidases e lipoxigenases.

Uma outra classe de proteinas que se destacou bastante nas bibliotecas
foram as quinases, que sao enzimas que catalisam a fosforilacdo de proteinas por
meio da transferéncia de um grupo fosfato de ATP ou GTP (em raros casos), para
residuos de tirosina (Tyr), treonina (Thr) e serina (Ser). A cascata MAPK (proteina
guinase ativada por mitdgeno; “mitogen-activated protein kinase”) € assim chamada
porque existem uma série de proteinas quinases que se fosforilam mutuamente em
uma sequéncia especifica: primeiramente a MAPKKK fosforila a MAPKK, que por
sua vez fosforila a MAPK. Esta ultima penetra no nucleo, onde ativa outras quinases,
fatores de transcricdo especificos e proteinas reguladoras (TAIZ & ZEIGER, 2009).
As MAPKs constituem um dos pontos centrais de “cross-talk” na sinalizacdo do
estresse, incluindo os que resultam em protecédo contra invasao de microrganismos
(GOMEZ-GOMEZ & BOLLER, 2002; JONAK et al., 2002; apud NURNBERGER &
LIPKA, 2005).
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Também se destacaram as fosfatases, que apresentaram varias enzimas
diferencialmente expressas nas trés bibliotecas. Muitas vias de sinalizagao celular
tém sua regulacdo devida a acdo das enzimas fosfatase, que por meio da
fosforilagao/desfosforilagdo de proteinas podem gerar “motifs” de reconhecimento
para interacdo proteina-proteina, controlar a estabilidade proteica e modular a
atividade de enzimas (ZHANG, 2002 apud AOYAMA et al., 2003).

As proteinas de choque térmico — “heat-shock proteins” (Hsps) sdo altamente
conservadas, e expressas nas células expostas a altas temperaturas ou outras
condicbes de estresse ambiental (COOPER, 2000). Atuam na estabilizacdo e
facilitacdo da renaturacdo das proteinas desnaturadas em funcéo desses estresses,
mas desempenham papéis inclusive em células sob condicbes normais de
crescimento, como o dobramento de proteinas recém-sintetizadas e transporte
intracelular. As familias de proteinas heat-shock sdo Hsp60, Hsp70 e Hsp90,
coletivamente chamadas de chaperonas moleculares.

Maimbo e colaboradores (2007) descreveram o envolvimento direto de Hsps
na interacdo entre plantas de tabaco e Ralstonia solanacearum, onde foi
demonstrada a expressdo aumentada de Hsps de 17 kDa em folhas de tabaco
durante interacBes compativeis e incompativeis com duas cepas desta bactéria: uma
qgue induz HR e outra, ndo patogénica, que nao induz. Este resultado sugere um
papel para as Hsps durante a inducdo das respostas de imunidade basal como as
induzidas durante o reconhecimento de PAMPs. Kanzaki et al. (2003) sugerem que
0 comprometimento da resisténcia de plantas de tabaco silenciadas para os genes
NbHsp90c-1e NbHsp70c- 1 contra um patégeno nao-hospedeiro pode ser causada
pela reduzida expressdo de genes relacionados a defesa, incluindo genes de

proteinas PR.

Dentre as vias metabdlicas ativadas em respostas de defesa de plantas a
patdgenos estdo a do acido jasménico, do acido salicilico, a sintese de fitoalexinas e
a expresséo de proteinas PR. No presente estudo, varias proteinas relacionadas a
essas vias foram identificadas (Tabela 3), como a aleno oxido ciclase (AOC),
envolvida na via do acido jasmonico; lipoxigenase (LOX), também participante da via
do jasmonato; chalcona sintase (CHS), envolvida na sintese do acido salicilico; e a

fenilalanina amonia liase (PAL), envolvida na sintese do acido salicilico e de
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fitoalexinas. Também foi investigada a presenca de algumas proteinas PR, tais
como: B-1,3-glucanase, quitinase, peroxidase e inibidores de proteinase. Outros
genes importantes no processo de defesa das plantas contra agentes patogénicos
que tiveram sua expressao diferencial investigada foram: proteinas de choque
térmico e proteinas com dominio NBS-LRR, codificadas pela maioria dos genes de
resisténcia R.

Tabela 3: Presenca de sequéncias génicas relacionadas a proteinas envolvidas em vias
metabdlicas de respostas de defesa de plantas ao ataque de patdgenos.

enzima Bl B2 B3 Total
Aleno oxido ciclase (AOC) — - 1 1
Chalcona sintase (CHS) — 1 3 4
Lipoxigenase (LOX) 2 2 5 9
B-1,3-glucanase 1 1 1 3
Quitinase 1 - 1 2
Peroxidase 4 2 10 16
Inibidores de proteinase - - 4 4
Fenilalanina aménia liase (PAL) 1 - 2 3
Superoxido-dismutase (SOD) - - 4 4
Quinases 26 12 77 115
Proteinas “heat shock” 12 17 30 59
Proteinas NBS-LRR 1 — 4 5

O acido jasmonico (JA) é produzido em resposta a patogénese e a herbivoria,
sendo que os jasmonatos sao responsaveis por mediar respostas de defesa contra
insetos, fungos e bactérias (FARMER et al., 2003). Os jasmonatos séo sintetizados
nas plantas pela via octadenoide: determinados estimulos ativam fosfolipases,
levando a liberacdo de &cido linolénico dos lipideos da membrana. O acido linolénico
€ convertido em acido 12- oxofitodienoico (OPDA) através da acdo das enzimas
lipoxigenase (LOX), aleno oxido sintase (AOS) e aleno oxido ciclase (AOC), a partir
do qual é sintetizado o JA (CHEONG & CHOI, 2003, DEVOTO & TURNER, 2003).
Nesse trabalho foi verificado que a enzima AOC encontra-se representada na

bilbioteca B3, 0 que sugere a sua expressao diferencial apenas nos tempos mais
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avancados do experimento (entre 48 e 72 hai). Os jasmonatos (JA e seus
homélogos estruturais) sdo conhecidos por sua influéncia em varios processos
fisiolégicos da planta, e o JA foi proposto como mediador nas plantas a respostas de
defesa contra ferimento e ataques de patogenos (FARMER & RYAN, 1992; KAUSS
et al., 1992 apud SARAVITZ & SIEDOW, 1996). A transcricdo de muitos genes
envolvidos no metabolismo de defesa vegetal € induzida por JA, e entre 0s genes
ativados estdo aqueles que codificam importantes enzimas-chave nas principais
rotas de metabolitos secundarios (TAIZ & ZEIGER, 2009). O JA também ativa a
expressdo de inibidores de proteinase, que impedem a degradacdo da parede
celular do vegetal, e consequentemente, a invasdo do patégeno. A presenca de
guatro sequéncias relacionadas a inibidores de proteinase observada apenas na
biblioteca B3 esta em concordancia com a expressao da enzima AOC citada acima,
e sugere que o JA desempenhou papel relevante nas horas tardias do experimento.
A expressdo diferencial de LOX, no entanto, € constatada para as trés
bibliotecas, o que pode estar relacionado com seu papel em outras rotas, como a
das enzimas oxidativas, ou na producdo de moléculas antimicrobianas derivadas de
acidos graxos (SARAVITZ & SIEDOW, 1996). Assim, acredita-se que esteja
havendo ativacdo de rotas metabolicas para a sintese de metabdlitos secundarios
toxicos, para tentar conter a entrada do fungo desde as horas iniciais de inoculacédo.
A rota de biossintese de fenilpropanoides também foi investigada. Os
fenilpropanoides sdo compostos que desempenham diversos papéis no crescimento
e desenvolvimento da planta. Como exemplos, temos as ligninas, que contribuem
para a integridade estrutural e funcionam como barreiras contra microrganismos;
pigmentos flavonoides, para coloracdo e protecdo UV; e fitoalexinas, como
antimicrobianos (HAHLBROCK & SCHEEL, 1989). Compostos fenilpropanoides
também atuam como sinalizadores nas interagdes planta-microrganismo
(ESTABROOK & SENGUPTA-GOPALAN, 1991). Duas enzimas chave na
biossintese de fenilpropanoides séo a fenilalanina amoénia-liase (PAL) e a chalcona
sintase (CHS) (SMITH & BANKS, 1986 apud ESTABROOK & SENGUPTA-
GOPALAN, 1991), cuja expressao diferencial foi observada nas bibliotecas (Tabela
2). Todos os fenilpropanoides derivam do &cido cinamico, que é formado quando a
PAL retira uma amonia da fenilalanina. Na reacdo seguinte da rota, a CHS condensa
trés moléculas de malonyl-CoA com cinamoyl-CoA, produzindo chalcona, uma

molécula de 15 carbonos, utilizada pelas enzimas subsequentes, entre elas a
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chalcona isomerase (CHI), na rota de sintese dos chamados fenilpropandides
estresse-induzidos (ESTABROOK & SENGUPTA-GOPALAN, 1991).

Em varias espécies, PAL e CHS sao codificadas por familias multigénicas, e
cada gene individual é diferencialmente regulado e utiliza diferentes sinais para
inducdo (KREUZALER et al., 1983). A expressao de PAL foi detectada ja nas horas
iniciais de interagdo ndo-hospedeira. Esta enzima encontra-se em um ponto de
ramificacdo entre os metabolismos primario e secundario, de maneira que sua agao
catalisadora € uma etapa reguladora importante na formacdo de muitos compostos
fendlicos. Sua atividade é aumentada pela infeccdo com fungos, e o ponto de
controle parece estar no inicio da transcricdo: a tentativa de invasdo por fungos
desencadeia a transcricio do RNAmM que codifica a PAL, aumentando sua
guantidade na planta, e portanto, estimulando a sintese de compostos fendlicos
(TAIZ & ZEIGER, 2009).

Na biblioteca B3, tanto PAL quanto CHS foram identificadas, o que sugere
gue a ativacdo da rota de biossintese de fenilpropanoides ocorre principalmente
apos 48 hai. A presenca de PAL em B1 pode estar relacionada com sua participacao
na biossintese de lignina, uma vez que uma provavel cinamil alcool desidrogenase
(CAD) também foi encontrada nessa biblioteca.

Das alteracGes decorrentes da interacdo planta-patbgeno, a sintese de
proteinas relacionadas a patogénese (PR) parece ser a mais evidente. Dentre as
proteinas PR ativadas pelos indutores encontram-se as hidrolases p-1,3-glucanase e
quitinase, que promovem a desorganizacao da parede celular dos patégenos

Os substratos das enzimas quitinase e B-1,3-glucanase sao, respectivamente,
a quitina e a B-1,3-glucana, os maiores componentes da parede celular da maioria
dos fungos. Assim, existem fortes evidéncias de que estas duas enzimas exergcam
um papel fundamental na defesa contra esses patégenos (ABELES et al., 1971 apud
MARTINS, 2008). Estas hidrolases séo produzidas simultaneamente, proximas aos
sitios de infeccdo no hospedeiro, acumulando-se ao redor da parede celular dos
fungos (BENHAMOU et al., 1989 apud MARTINS, 2008). No patossistema soja-U.
appendiculatus a expressao de quitinase e B-1,3-glucanase ocorre durante todo o
intervalo de tempo compreendido no presente experimento; com a degradacao da
parede celular do fungo por acdo dessas enzimas, a liberacdo de oligossacarideos
pode ter exercido atividade elicitora do sistema de defesa da planta.
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Peroxidases também foram identificadas nas bibliotecas. Essas enzimas
podem estar diretamente envolvidas no processo de lignificacdo da parede celular e
sao conhecidas por participar de varios processos fisiologicos de grande importancia
(HOAGLAND, 1990 apud SCHWAN-STRADA et al., 2008). Ela catalisa a oxidacéo e
a eventual polimerizacdo de alcool hidroxicindmico em presenca de peréxido de
hidrogénio, originando lignina. Mudangas na atividade de peroxidases tém sido
frequentemente correlacionadas a respostas de resisténcia/suscetibilidade em
diferentes patossistemas. Acerca da biossintese de lignina, um polimero complexo
formado principalmente de unidades de fenilpropanoides, as peroxidases sao
responsaveis pela remocdo de &tomos de H dos grupos alcodis hidroxicinamicos,
cujos radicais se polimerizam para formar lignina (GOODMAN et al.,, 1986). O
aparecimento de transcritos relacionados a enzimas com atividade de peroxidase
apareceu principalmente na biblioteca B3, mas também na biblioteca referente as
horas iniciais de interacdo (Bl). Estes resultados sugerem que a biossintese de
lignina tenha sido induzida, o que é reforcado pelo fato de que uma provavel cinamil
alcool desidrogenase (CAD), também envolvida na etapa enzimatica da sintese de
lignina, foi encontrada nesses mesmos tempos. A lignificacdo pode impedir o
desenvolvimento do fungo nos tecidos vegetais de varias maneiras, seja pelo
estabelecimento de barreira mecanica ao avanco e crescimento do patdgeno, seja
pela modificagcdo da parede celular para torna-la mais resistente ao ataque de
enzimas hidroliticas. A presenca de transcritos correspondentes a genes dessas
duas enzimas pode indicar a formacéao de papilas para evitar a penetracao do fungo.

Também foi encontrada a expressao diferencial de Superoxido Dismutase
(SOD) na biblioteca B3, que pode ser devido a sua indugéo por acumulo de espécies
reativas de oxigénio (ROS). Em geral, o ataque de patégeno leva a um acumulo de
radicais superoxido, e a planta precisa entdo expressar (SOD) para converté-los em
H.O,, protegendo a célula dos efeitos toxicos deste radical. Segundo BAKER &
ORLANDI (1995), as espécies reativas de oxigénio sdo moléculas reduzidas,
transitérias e altamente reativas, produzidas no caminho metabdlico de
transformacdo do oxigénio molecular (O,) a agua (H.0). As ROS correspondem a
uma das primeiras respostas ativadas em muitas intera¢cdes incompativeis. Existem
inlmeras fontes potenciais: as fontes protoplasticas, representadas pelas
mitocondrias, cloroplastos e peroxissomos; as NADPH oxidases e as superoxido

sintases NADH-dependentes da membrana celular; e fontes apoplasticas de
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geracdo de perdxido de hidrogénio (H20,), incluindo peroxidases, amino oxidases e
oxalato sintases. Os anions superéxido (O,7) sdo produzidos em interacdes nédo
compativeis, e normalmente dismutados rapidamente — de modo n&do enzimatico ou
através da acao da superoxido dismutase (SOD) — a peroxido de hidrogénio (H205).
Este, por ndo ser eletricamente carregado, é capaz de atravessar membranas
bioldgicas facilmente.

A geracdo de ROS pode resultar em dano consideravel ao hospedeiro e ao
patdbgeno, ao reagirem com proteinas, reduzindo a atividade de enzimas; com
lipideos, desestabilizando as membranas; e com o DNA, podendo causar mutacdes
(HAMMOND-KOSACK & JONES, 1996). Outros papéis importantes das ROS séo:
reforco da parede celular, uma vez que peroxido de hidrogénio é essencial para a
formacdo de precursores de lignina; ativacdo de uma cascata de sinalizacéo
mediada pelo acido salicilico (“Salicilic Acid” ou SA), uma vez que aumenta a
atividade da enzima BA2-H (“benzoic acid-2 hydroxylase”), envolvida na biossintese
do SA (LEON et al., 1995); ativacdo de mecanismos de protecéo celular contra sua
prépria toxicidade. As ROS também levam a alteracdo do potencial redox na célula,
relacionada com a ativacéo de fatores de transcricdo — desempenhando assim uma
atividade de sinalizagdo (HAMMOND-KOSACK & JONES, 1996).

Genes Relacionados a Resisténcia Nao-Hospedeira

Além da investigacdo de genes relativos ao processo geral de defesa contra
patégenos diferencialmente expressos nas bibliotecas subtrativas também foram
investigados genes com potencial envolvimento especifico em resisténcia néo-
hospedeira. Para tanto, foram feitas buscas na literatura e os genes relacionados a
resisténcia nao-hospedeira encontrados tiveram suas sequéncias nucleotidicas
comparadas com as bibliotecas subtrativas. Isso possibilitou a selecdo de quatro
deles para analise quanto a expressao diferencial em soja quando infectada com U.

appendiculatus (Tabela 4).
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Tabela 4: Genes envolvidos no mecanismo de resisténcia ndo-hospedeira, cujas sequéncias
melhor se alinham com sequéncias geradas nas bibliotecas subtrativas. Blastn realizado em
09/2010

N° de acesso no

Gene GeneBank Produto Organismo Biblioteca
PEN2 NM_130012.3 Glicosideo hidrolase familia 1 A. thaliana B1, B3
PEN3 NM_104680.2 Transportador ABC do tipo PDR A. thaliana B1, B2, B3
ATAF1 . - .
NM_100054.2 Fator de transcrigdo da familia NAC A. thaliana B1, B2, B3
BI-1 AJ290421.1 BAX Inibidor 1 Hordeum vulgare B3

O primeiro passo da quantificacdo da expressao desses genes por gRT-PCR
foi verificar a eficiéncia de amplificagdo dos oligonucleotideos. Para tanto, foi
preparado um conjunto das amostras de cDNA, do qual foram feitas diluicGes
seriadas da ordem de 10, 102, 102 e 10™. A eficiéncia foi calculada de acordo com
a formula E = 100¥°P® _ 1 X 100% (PFAFFL, 2001), de maneira que PEN2
apresentou eficiéncia de 88,19%, PEN3 de 90,66%, ATAF1 de 72,89% e BI-1 de
98,5%. Apds as reacdes de amplificacdo, os produtos foram submetidos a anélise de
dissociacao, a fim de verificar a ocorréncia de amplificacdes ndo especificas ou de

dimeros de oligonucleotideos iniciadores.

A resisténcia nao-hospedeira pode ser dividida em resisténcia a penetracao,
quando existem barreiras limitando a entrada do patégeno na célula, e resisténcia
pos-penetracdo, determinada por mecanismos que atuam intracelularmente se a
resisténcia a penetracdo foi superada (LIPKA et al., 2005). Um grupo diverso de
genes que contribuem para a resisténcia nao-hospedeira foi identificado, tanto pelo
estudo de mutantes com falhas em varias funcdes de defesa, quanto pela busca de
mutantes comprometidos especificamente para a resisténcia ndo-hospedeira (STEIN
et al. 2006). Dentre esses genes, foram selecionados os genes PEN2, PENS3,
ATAF1 e BI-1 para a avaliacdo da expresséo génica.

Para a avaliacao da expressao dos genes selecionados, foi utilizado o método
de quantificacdo relativa, no qual se obtém um valor de expressdo por meio da
comparacao entre o Cy do cDNA das plantas inoculadas em relagdo ao controle
“mock”, denominado calibrador (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001). As analises foram
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feitas com ajuda do programa REST 2009 (Qiagen), e os resultados estéo ilustrados

na figura 11.
A 45 - PEN2 up B 30 - PEN3 up
4,0
« e 2,5
2357 =
= upP =
T._’ 3,0 E 2,0 -
0:::2:5: )
k3 8 15
g 20 3
L5 =
£ 15 £ 1,0 bown
3 1‘0 4 3
<4 S o5
0,5
0,0 - 0,0 -
1 6 12 24 48 72 1 6 12 24 48 72
Tempo (horas apés inoculagao) Tempo (horas apos inoculagao)
€ e ATAF1 D a5 w BI-1
up 30 -
£ 201 2
= ® 25
i B
o 17 1 o 2,0 up
e e
e s
1] © 15 -
g 10 DOWN b=
g g 10
8 o5 3
05 1
0,0 - 0,0 -
1 6 12 24 48 72 1 6 12 24 48 72
Tempo (horas apoés inoculagéo) Tempo (horas apos inoculagao)

Figura 12: Niveis de expressédo dos genes PEN2 (a), PEN3 (b), ATAF1 (c) e BI-1 (d),
guantificado por gRT-PCR em cada um dos tempos de inoculagéo.

As glicosil hidrolases PENZ2, localizadas nos peroxissomos, atuam como
componentes do mecanismo de resisténcia induzido de pré-invasdo. Apos
isolamento e clonagem, determinou-se que PEN2 codifica para uma das 48 familias
preditas de glicosil hidrolases (FIGH) em Arabidopsis. Neste organismo, PEN2
restringe a entrada de dois ascomicetos causadores de oidio, que na natureza
colonizam espécies de gramineas e ervilhas (LIPKA et al., 2005). Posteriormente,
um terceiro mutante foi isolado e mostrou que PEN3 codifica um provavel
transportador ABC do tipo PDR. Existem evidéncias de que PEN1 e PEN2 atuam em
dois mecanismos distintos de controle de entrada, e que PEN2 atua em cooperacao
com PEN3 (LIPKA et al., 2005; STEIN et al., 2006).

Quando foi realizado o Blastn local com a sequéncia do gene PEN2 de
Arabidopsis, foram encontradas sequéncias relativas a transcritos diferencialmente
expressos nas bibliotecas B1 e B3. Em B1, foi encontrada similaridade com o
‘contig” ancorado no modelo de gene Glyma07g11310.1 e em B3, com o
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Glyma08g15960.1. O desenho dos oligonucleotideos para a validagédo deste gene foi
baseado na sequéncia deste segundo Glyma (cujo alinhamento apresentou maior e-
value). A figura 12a mostra que PEN2 foi superexpresso nos tempos 1h e 72h
(Figura 12a).

Em Arabidopsis thaliana, PEN3 codifica um cDNA de 4.3kb, que da origem a
uma proteina de 1469 aminodcidos com 13 dominios transmembrana. Foi
inicialmente anotado como PDR8 devido a homologia com os transportadores PDR
de leveduras (VAN DEN BRULE & SMART, 2002 apud STEIN et al.,, 2006).
Transportadores ABC podem estar localizados no tonoplasto, mitocondria,
cloroplastos e membrana plasmatica e estudos mais recentes de prote6mica
localizaram PEN3 também na membrana plasmatica, mitocondrias e cloroplastos
(BRUGIERE et al., 2004; KLEFFMANN et al., 2004). Estudos acerca do subgrupo
PDR de transportadores ABC em Nicotiana tabacum e Nicotiana plumbaginifolia
sugerem que eles desempenham fun¢des na exportacdo de metabdlitos secundarios
toxicos da planta e/ou na desintoxicac¢do de toxinas do patégeno.

A sequéncia do gene PEN3 de Arabidopsis foi comparada com as bibliotecas
geradas, e foram encontradas sequencias similares nas trés bibliotecas. No entanto,
novamente as sequencias se alinharam em mais dois modelos de genes
(Glymal4g15390.1 e Glymal3g43870.1), sendo que este ultimo foi usado para o
experimento de validacdo do gene. Nesse caso, foi verificada uma expressao
diferenciada apenas para o tempo de 72h (Figura 12b).

Assim, com base nesses resultados, tanto PEN2 quanto PEN3 apresentaram
uma expressao aumentada no tempo 72h, o que traz fortes evidéncias de que
ambos podem estar atuando em cooperacao.

A localizacdo de PEN3 na membrana plasméatica e seu acimulo em sitios de
penetracdo dao suporte a hipotese de que esta proteina exporta componentes de
defesa de forma localizada em sitios de tentativa de invasdo. Foi proposto um
modelo bioquimico, em Arabidopsis, no qual a glicosil hidrolase PEN2 converte um
substrato ndo téxico em um produto toxico, que € entdo exportado por PENS3,
intoxicando as estruturas de penetracdo a medida que estas tentam atravessar a
parede celular (STEIN et al., 2006) (Figura 13).
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PC

MP

PEN2 X+G

Y-G
X-G

Figura 13: Modelo proposto para a atuagdo conjunta de PEN2 e PEN3. PEN3 & um
transportador ABC (localizado na membrana plasméatica) que exporta metabdlitos
secundarios ou outros materiais toxicos (representados por X e Y) para o apoplasto, nos
sitios onde héa tentativa de invasdo por patégenos. Os transportadores ABC podem
transportar uma variedade de componentes relacionados, o que leva a crer que PEN3
também exportem uma variedade de compostos quimicos relacionados, que podem variar
em toxicidade. A glicosil hidrolase PEN2 pode ativar algumas dessas toxinas (Y) pela
hidrélise de algum metabdlito precursor ndo toxico (Y-G). Assume-se que outras enzimas
ativem toxinas relacionadas (X). (adaptado de STEIN et al., 2006). PC: Parede Celular; MP:
Membrana plasmatica.

Uma provavel justificativa para a superexpressdo de PEN2 no tempo 1h
(Figura 12a) pode ser sua recém-descoberta participagdo em uma rota do
metabolismo de glicosinolatos, onde seu papel de mirosinase € necessario para a
ativacdo de indodis derivados de triptofano (BEDNAREK et al., 2009). Um
componente central nesta rota € o gene CYP81F2 de Arabidopsis, que codifica uma
P450 mono-oxigenase necessaria para o acumulo (induzido por patégeno) de 4-
metil-3-ilmetilglicosinolato, substrato de PEN2. O substrato é ativado pela atividade
atipica de mirosinase de PEN2, para defesa contra fungos (BEDNAREK et al., 2009;
CLAY et al.,, 2009). A expressao diferencial de sequéncias correspondentes a

citocromo P450 mono-oxigenases acontece nas trés bibliotecas.

Os fatores de transcricdo da familia NAC sdo conhecidos por seu
envolvimento em varios processos de crescimento ou desenvolvimento, e na
regulacdo da resposta a estresses ambientais. Os membros desta familia possuem

um dominio NAC N-terminal conservado, e a subfamilia ATAF participa como
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importante reguladora das respostas das plantas ao ataque de patdgenos
(DELESSERT et al., 2005). Jensen et al. (2007) forneceram evidéncias de que o
fator de transcricdo HYNACG6 de cevada desempenha um papel direto na regulacéo
da defesa basal. Seu homdlogo em A. thaliana, ATAF1, é induzido durante o ataque
do fungo biotréfico heterdlogo Blumeria graminis f.sp. hordei. As analises de
bioinformética indicaram a expressao diferencial de fatores de transcricdo da familia
NAC durante todos os tempos correspondentes a constru¢do das bibliotecas. O
experimento de qRT-PCR, por sua vez, indicou a supressdo de ATAF1 para o tempo
6, e a superexpressao para o tempo 24h (Figura 11c). A verificacdo de alinhamentos
significativos nas trés bibliotecas pode ser devida a presenca de mais de um
homologo de ATAF1 em soja, e uma vez que procura-se desenhar o
oligonucleotideo em regides ndo-conservadas, apenas um desses homologos foi
amplificado durante a reacdo de PCR em tempo real, o que pode justificar os
resultados diferentes. Outro fator importante a ser considerado € que a eficiéncia

para o oligonucleotideo desse gene foi relativamente baixa (72,89%).

BAX Inibidor-1 (BI-1) é wuma proteina da membrana do reticulo
endoplasmatico (RE) e representa um regulador ancestral da morte celular
programada em todos o0s eucariotos. Descobertas recentes indicam que BI-1
desempenha um papel importante na rota de resposta do reticulo endoplasmético ao
estresse, para modular a inducdo da morte celular em resposta a multiplos tipos de
sinais (WATANABE & LAM, 2009).

Uma das formas melhor estudadas de morte celular programada € a
apoptose, em animais, que apresenta caracteristicas fisiologicas e morfolégicas
distintas (WATANABE & LAM, 2009). Os genes que controlam a apoptose podem
ser evolutivamente conservados nos metazoarios (ARAVIND et al., 2001), entre eles
os da subfamilia Bax, que induzem a ativacdo da apoptose. Certas condi¢cdes
ambientais que causam estresses bibticos e abidticos, tais como ataque de
patégeno, choque térmico, exposicdo a ozoénio, fitotoxinas ou agentes indutores de
estresse oxidativo podem causar, em plantas, mudancas bioquimicas e estruturais
caracteristicas da apoptose (LAM, 2004; GRENNBERG & YAO, 2004). Homodlogos
de BI-1 foram clonados de Arabidopsis e arroz, e tiveram confirmada sua habilidade

de resgatar a letalidade Bax-induzida em levedura (KAWAI et al., 1999). Em



72

seguida, diversos genes relacionados a BI-1, de outras espécies de plantas, foram
caracterizados.

Kawai-Yamada e colaboradores (2001) relataram que mesmo na ocorréncia
de elevados niveis de ROS intracelular pela expressao de Bax, a superexpressao de
AtBI-1 em Arabidopsis suprimiu extensivamente a morte celular nesta planta. Em
alguns casos, o0 estresse induzido por ROS néo foi significativamente alterado em
células superexpressando Bl-1, embora a superexpressédo deste gene em diversas
espécies de plantas tenha se mostrado inibidora da morte celular induzida por:
patégenos fungicos, elicitores fangicos, peréxido de hidrogénio, acido salicilico, altas
temperaturas e baixas temperaturas. Assim, Bl-1 deve atuar antes dos primeiros
passos da via de morte-celular dependente de ROS (KAWAI-YAMADA et al., 2004
apud WATANABE & LAM, 2009).

A sequéncia do gene BI-1 de Hordeum vulgare alinhou com um “contig”
(correspondente ao Glymal1lg04040) apenas na biblioteca B3. Esse gene teve sua
expressdo aumentada em soja apenas nos tempos 1h e 6h (Figura 10d). Uma vez
gue as rotas de resposta do RE ao estresse desempenham papéis importantes em
processos biolégicos tais como resposta a patdégenos, sugeriu-se que Bl-1 poderia
funcionar para controlar o ponto de convergéncia que modula o nivel de sinais proé-
sobrevivéncia e pro-morte sob essas multiplas condicbes de estresse
(HUCKELHOVEN, 2007; WATANABE & LAM, 2009). A superexpressao deste gene
nos tempos iniciais pode justificar a auséncia de necrose, indicando que a planta

seguiu outra rota de defesa independente de morte celular.

Possiveis novos genes encontrados neste estudo

A porcentagem de sequéncias sem identidade com genes conhecidos pode
conter informagdes Uteis para a elucidacdo dos mecanismos de resisténcia néo-
hospedeira, pois podem ser relativas a sequéncias de proteinas ainda ndo descritas
em soja. A anotacdo automética caracterizou grande parte das sequéncias como
DNA genOGmico de soja e, com base nas analises com AutoFact, forneceu
evidéncias de que algumas destas sequéncias possivelmente codificam proteinas
similares a outras descritas em diversos organismos, o que pode nos levar a inferir

sobre sua participacdo em rotas metabdlicas envolvidas em resisténcias nao-
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hospedeira em soja. Grande parte destas sequéncias esta envolvida em processos
de trafego intracelular de vesiculas e fosforilagdo de proteinas.

Foi encontrada nas trés bibliotecas uma sequéncia correspondente a uma
provavel Proteina de Ligacdo a Fator Soluvel Sensivel a N-etilmaleimida (alpha-
soluble NSF attachment protein — SNAP-alpha). Estas proteinas sdo necessarias
para o transporte de vesiculas do reticulo endoplasmatico para o complexo de Golgi.
Sequéncias correspondentes a provaveis fosfatases também estdo representadas.
Inimeras vias de sinalizacédo celular sdo reguladas pela fosforilacdo/desfosforilacéo
de proteinas e a adicdo/remocédo de grupamentos fosfatos, disparados por efetores
extracelulares (como os hormdnios), pode gerar “motivos” de reconhecimento que
permitem a interacdo proteina-proteina, o controle da atividade celular e

principalmente a modulagao da atividade de enzimas (AOYAMA et al., 2003).
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CONCLUSAO

Os dados obtidos podem ser relevantes para o entendimento de como as
plantas se defendem contra patégenos heterdlogos. A validacdo da expressao dos
homélogos de PEN2 e PEN3 em soja é importante inclusive para ajudar a
comprovar o modelo de interagcdo proposto para a atuacéo desses genes.

A grande quantidade de transcritos diferencialmente expressos gerados com
este trabalho mostra a necessidade de que mais sequéncias similares a genes de
resisténcia ndo-hospedeira sejam selecionadas para validacdo, e que outras
enzimas importantes nas cascatas de transducdo de sinais que coordenam as
respostas de defesa sejam identificadas. A validacdo de novos genes, similares a
genes descritos em outros organismos, pode nos levar a inferir sua participacdo em
rotas metabolicas envolvidas na resisténcia ndo-hospedeira em soja. Estes genes
podem vir a ser utilizados em programas de melhoramento, por meio de técnicas de
engenharia genética, para obtencdo de cultivares com resisténcia genética efetiva

contra a ferrugem asiatica da soja.
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