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RESUMO

A soja é de grande importancia, principalmente devido ao seu elevado teor proteico, razédo pela qual
apresenta grande exigéncia em nitrogénio, que pode ser totalmente suprida pelo processo da fixacao
bioldgica de nitrogénio. O estabelecimento da simbiose soja-Bradyrhizobium sp. gera indmeros
beneficios e estudos avancados de genética podem auxiliar no desvendamento de etapas criticas,
permitindo a melhoria do processo. Uma ferramenta importante para essa estratégia é a prospecgao de
genes. Neste trabalho construiu-se uma biblioteca subtrativa de cDNA de raizes de soja inoculadas com
Bradyrhizobium japonicum. Os clones foram sequenciados e procedeu-se a montagem, resultando em
3.776 sequéncias diferencialmente expressas. As sequéncias foram entéo categorizadas de acordo com 0s
principais processos bioldgicos. Neste trabalho as categorias apresentadas se referem aos processos
catabdlicos, de metabolismo secundario, de sinalizacao e sintese de hormonios. Dentro dessas categorias
alguns genes que podem apresentar potencial biotecnoldgico foram selecionados para confirmagdo da
expressao génica.
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INTRODUCAO

A cultura da soja [Glycine max (L.) Merr.] é de grande importancia mundial, com alto
valor econémico atribuido principalmente ao teor elevado de proteinas presentes nos graos.
Devido a alta demanda de N necessaria para a sintese de proteinas e outras biomoléculas, esse
nutriente geralmente representa um fator limitante para a produtividade de soja (Panzieri et al.,
2000). A leguminosa tem a capacidade de suprir a maioria das exigéncias de N pelo
estabelecimento da simbiose com bactérias pertencentes principalmente as espécies
Bradyrhizobium japonicum e Bradyrhizobium elkanii, capazes de converte o nitrogénio
atmosferico (N;) em formas assimilaveis pela planta (Graham et al., 2003). O estabelecimento
simbidtico envolve um complexo didlogo molecular entre o hospedeiro e 0 microssimbionte. E
inUmeras mudancgas na expressao génica ocorrem em ambos durante o processo de nodulagdo
(Vance, 2002). A inoculacdo de sementes de soja com estirpes selecionadas de B. japonicum e B.
elkanii representa uma tecnologia favoravel ao ambiente, que pode suprir a necessidade de N de
cultivares altamente produtivas, permitindo uma grande economia em comparagdo com a
aplicacdo de fertilizantes nitrogenados (Hungria et al., 2006). Analises genéticas avancadas estdo
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permitindo uma melhor compreensdo da simbiose soja-Bradyrhizobium (Stacey et al., 2006).
Esse trabalho, que encontra-se inserido no macroprojeto GenoSoja, visa melhorar a nossa
compreensdo sobre o estabelecimento simbiotico; para isso, foi construida uma biblioteca
subtrativa de cDNA (Diatchenko et al., 1996) em raizes de soja na presenca da estirpe CPAC 15
de B. japonicum, com o objetivo de prospectar genes diferencialmente expressos em resposta a
simbiose.
MATERIAIS E METODOS

Sementes de soja, cultivar Conquista, foram desinfetadas superficialmente e pré-
germinadas por trés dias. Paralelamente, a estirpe CPAC 15 (=SEMIA 5079) de B. japonicum foi
cultivada em meio de cultura para rizébios até a fase exponencial de crescimento. Radiculas de
soja foram entdo inoculadas com 1 mL planta® de culturas contendo 10’ UFC mL™. O
experimento foi conduzido em um delineamento experimental inteiramente casualizado, com trés
repeticdes inoculadas e trés ndo inoculadas, cada uma com 20 plantas. As plantas foram
cultivadas em condicdes controladas de casa de vegetacdo e, dez dias ap6s a inoculacdo, as raizes
foram coletadas. Procedeu-se a extracdo do RNA das raizes, ao isolamento do mRNA e a
construcdo da biblioteca de cDNA através da técnica de hibridizacdo subtrativa supressiva (Kit
Clontech), onde apenas os genes expressos nas plantas pelo efeito da inoculacdo foram
exponencialmente amplificados. Tais genes foram sequenciados atraves da tecnologia lllumina
(Fasteris S.A., Suica) e, com o uso de ferramentas de bioinformatica, realizou-se a montagem e
analise das sequéncias obtidas.

RESULTADOS E DISCUSSOES

A biblioteca subtrativa foi submetida a 76 ciclos de sequenciamento, gerando 4.621.072
leituras (reads). O conjunto de reads dessa biblioteca gerou um total de 3.776 sequéncias
diferencialmente expressas. Cerca de 3.210 sequéncias foram anotadas através do programa
AutoFACT (Koski et al., 2005), onde 566 sequéncias ndo identificadas (sem hits) foram
excluidas. As sequéncias resultantes foram agrupadas de acordo com o processo biologico, onde
algumas categorias estdo apresentadas na Tabela 1, indicando alguns genes com alta
probabilidade de desempenharem uma papel relevante no estabelecimento da simbiose. A
selecdo dos genes neste trabalho foi baseada no numero de reads encontrados na biblioteca
referente a cada sequéncia e também no numero de RPKM (Reads per kilobase of exon model
per million mapped reads), uma medida utilizada para quantificar o nivel de expressdo dos
transcritos (Mortazavi et al., 2008). Os genes incluidos no processo catabolico podem estar
relacionados com a degradacdo da parede celular vegetal, devido a necessidade de sua
reorganizacdo (Minic, 2008). No metabolismo secundario os produtos em destaque estdo
envolvidos com a sintese de flavonoides, responsaveis pelo inicio da sinalizacdo molecular entre
a planta hospedeira e o rizobio e que desencadeiam a formacgdo de nodulos (Limpens; Bisseling,
2003; Cooper, 2007;). Finalmente, na categoria dos hormonios, foram selecionados trés genes
que também desempenham um papel importante na simbiose (Ferguson et al., 2010).
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Tabela 1- Alguns genes diferencialmente expressos em raizes de soja na presenca do rizébio.

Processo

biolégico EST/Gene model Definicdo N°. Reads RPKM
Processo Glyma08g29090.1 Glicosideo hidrolase 1.319 1177.12
catabdlico  Glymal8g51980.1 Glicosideo hidrolase 1.122 1027.26
Metabolismo Cont!glz722 Naringenina—chalcona _si_ntase o 12.213  6717.43
secundario Cont!928769 Isoflavona c_onj.—espemflco B-glicosidase 3.893 1593.64
Contigl1277 Isoflavona sintase 1.407 732.114
Contig14091 Proteina rica em Leucina 158.479 210781
Sinalizacdo Contig5707 Proteina quinase 1.694 1269.58
Glymal3g03910.1 Calmodulina 1.940 2424.67
Contig28200 Brassinosteroide 1.253 1500.96
Hormonios  Contig18308 Etileno 2.846 1693.65
Contig11292 Jasmonato 1.347 1025
CONCLUSOES

A construcdo e andlise da biblioteca subtrativa mostrou-se eficiente para o isolamento de
genes diferencialmente expressos nas raizes de soja em resposta a bactéria fixadora de
nitrogénio. Os resultados obtidos até o presente momento permitirdo incrementar o
conhecimento do estabelecimento da simbiose e do processo de fixacdo bioldgica do nitrogénio,
critico para a sustentabilidade agricola no Brasil.
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