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RESUMO

FARIA, Jerusa Araudjo Quintdo Arantes, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
julho de 2009. Caracterizacao funcional do fator de transcricdo GmNAC6
de soja (Glycine max) e padrao de expressdo de genes GmNACs em
resposta a estimulos bioticos. Orientadora: Elizabeth Pacheco Batista
Fontes. Co-orientadores: Luciano Gomes Fietto e Marcelo Ehlers Loureiro.

Os fatores de transcricdo da familia NAC séo especificos de plantas e
atuam em eventos de desenvolvimento e resposta de defesa. Aléem dos sete
genes NACs previamente caracterizados (GmMNAC1-GmMNAC6 e GmATAF),
guatro novos genes desta familia (Gm82, Gm119, Gm178 e Gm258) foram
avaliados em resposta a condicfes de estresse biotico. GmATAF, GmNACS e
GmNAC4 foram induzidos por fatores comuns a patogénese, como ferimento e
inoculacdo de patdégenos (interacbes compativeis e incompativeis). GmNAC1
respondeu transientemente a injuria mecéanica das folhas. Gm82 foi induzido
durante a resposta hipersensivel e sistémica, enquanto que Gm119 foi induzido
por interacbes compativel e incompativel. Em contrapartida, GmNAC2 e
GmNACS5 nao foram regulados transcricionalmente por estimulos bioticos.
Expressdo de GmNACG6 resultou em morte celular em folhas de tabaco,
evidenciada pelo desenvolvimento de necrose foliar, perda de clorofila,
peroxidacao de lipideos e inducdo de genes PRs . Em concordancia com a
presenca de elementos putativos relacionados a defesa na regido promotora de
GmNACS, este transfator foi induzido por ferimento, patdégeno incompativel e
na resposta sistémica. Superexpressdo de NRP-A e NRP-B, os quais sdo
envolvidos no processo de morte celular, resultou no aumento de transcritos de
GmNACG6. Estes resultados foram consistentes com a cinética de inducéo
precoce de NRPs em comparacdo com a resposta tardia de GmNAC6 a
patégenos. Entretanto, expressao transiente de GmNAC6 em protoplastos de
soja reprimiu a expressao de NRP-A. Coletivamente, estes resultados implicam
GmNAC6 como componente da via de sinalizacdo de morte celular em soja
mediada por NRPs. Experimentos adicionais deverdo ser conduzidos para
elucidar a sinalizacao envolvendo NRPs e GmNACS.
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ABSTRACT

FARIA, Jerusa Araujo Quintdo Arantes, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
July, 2009. Functional characterization of GmNACG6 transcription factor
from soybean (Glycine max) and expression profile of GmNACs genes in
response to biotic stimuli. Adviser: Elizabeth Pacheco Batista Fontes. Co-
advisers: Luciano Gomes Fietto and Marcelo Ehlers Loureiro.

The plant-specific transcription factors belonging to the NAC family
perform functions in development events and defense response. In addition to
seven NAC genes previously described (GmMNAC1-GmMNAC6 and GmATAF),
four new genes of the GmNAC family (Gm82, Gm119, Gm178 e Gm258) were
analyzed in response to biotic stress. GmATAF, GmMNAC3 e GmNAC4 were
consistently induced by common factors of pathogenesis, such as wounding
and pathogen infection (both compatible and incompatible interactions).
GmNACL1 was transiently induced by wounding. Gm82 was induced during the
hypersensitive response and systemic condition, whereas Gm119 displayed
high levels of expression in compatible and incompatible interactions. In
contrast, GmNAC2 and GmNACS5 were not up-regulated by biotic stimuli.
Expression of GmNACSG in tobacco leaves resulted in cell death, causing leaf
yellowing and necrosis, chlorophyll loss, malondialdehyde production, and
induction of the PRs defense genes. Consistent with the presence of defense-
related putative elements in the GmNACG6 promoter region, this transfactor was
induced by wounding, compatible pathogen and systemic response.
Overexpression of NRP-A and NRP-B, which are involved in cell death events,
increased GMNACG6 transcripts. These results are consistent with the early
response of NRPs in response to pathogen attack in comparison with the late
response of GmMNACG6. Nevertheless, transient expression of GmNAC6 down-
regulated NRP-A expression. All together, these results implicated GmNAC6 as
a downstream component of the NRPs- mediated cell death signalling. Further
experiments are necessary to elucidate the signaling pathway involved NRPs
and GmNACS.
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| - INTRODUCAO

Seca, alta salinidade, baixas temperaturas e ataque de patégenos séo
alguns dos principais fatores que limitam o crescimento e desenvolvimento das
plantas. O Brasil é o segundo maior produtor mundial de soja, com produg¢ao
estimada em 60,3 milhdes de toneladas para a safra 2008/2009. As perdas
anuais de produtividade por doencas estdo estimadas em cerca de 20%,
porém, algumas doengas podem ocasionar 100% de perda (CONAB, 2009).
Embora, a utilizacdo de produtos quimicos tem ajudado no controle das
doencgas, tal pratica € economicamente dispendiosa, além de gerar grande
impacto no meio ambiente. Assim, o desenvolvimento de novas estratégias
baseadas nos mecanismos de defesa das plantas é fundamental para
sustentabilidade da producéo agricola e preservagdo do meio ambiente (Yang
et al., 1997).

Em respostas a estresses, as células vegetais desenvolveram um
complexo mecanismo de defesa que atua aumentando a tolerancia contra as
condigbes restritivas. Genes induzidos durante as condi¢gdes de estresse n&o
somente protegem as células do estresse pela produgdo de proteinas
metabolicamente importantes e funcionais, como também atuam na transdugao
do sinal para ativagdo da resposta. Exemplos de tais reguladores séao as
proteinas cinases e os fatores de transcricdo (Yamaguchi-Shinozaki &
Shinozaki, 2005; Nakashima & Yamaguchi-Shinozaki, 2006). Elucidar os
mecanismos como as plantas percebem os sinais ambientais e os transmitem a

maquinaria celular para ativar uma resposta adaptativa € fundamental para a



biologia das plantas e desenvolvimento de estratégias de tolerancia (Hu et al.,
2007).

A tolerancia de plantas a diferentes estresses bidticos e abidticos € o
alvo dos programas de melhoramento de cultivares de relevancia econdémica,
como € o caso da soja. Os fatores de transcricdo estdo entre os principais
alvos para o aumento da resisténcia a diferentes estresses, uma vez que estas
proteinas controlam a expresséo de varios genes.

Os genes da familia de fatores de transcricdo NAC sao especificos de
plantas e atuam em processos diversos como desenvolvimento e
reconhecimento de estimulo ambiental (Olsen et al., 2005). Alguns membros
desta familia tém sido reportados como alvos interessantes para a manipulacao
génica em plantas. Plantas superexpressando genes NACs apresentam
elevada tolerancia a condi¢gdes de estresse bidtico e resisténcia a patégenos
(Tran et al., 2004; Hu et al., 2006; Nakashima et al., 2007).

Recentemente, foram anotados 101 genes NACs em soja que foram
agrupados em 15 subfamilias (Pinheiro et al., 2009). Seis genes, previamente
relatados (GmMNAC1-GmNACG6) por Meng et al., 2007, apresentaram perfis de
expresséo distintos em resposta a alguns fatores de estresse como horménios,
frio e sal. Em adicdo, a expressdo transiente em tabaco dos transfatores
GmNAC1, GmNACS5 e GmNACG6 resultou em morte celular e na expresséo de
marcadores de senescéncia (Pinheiro et al., 2009).

O evento de morte celular em soja esta associado a atuagdo das
proteinas ricas em asparagina (NRPs; Costa et al., 2008). NRP-A é induzido na
reposta hipersensivel de plantas inoculadas com bactéria em associagao

incompativel (Ludwig & Tenhaken, 2001). Assim como NRP-A, NRP-B é co-



regulado por uma sinalizagdo que integra a resposta ao estresse osmoético a
resposta decorrente do estresse no RE (Irsigler et al., 2007; Costa et al., 2008).

A atuagdo desta via integrativa sugere a potencializagdo dos
mecanismos de defesa para condi¢cbes diversas de estresse. Neste contexto,
ha a indugdo do gene GmATAF, que codifica um transfator pertencente a
familia NAC (Irsigler et al., 2007; Pinhero, 2007).

O presente trabalho teve como objetivo principal caracterizar
funcionalmente o gene GmNACG6 de soja, e 0 processo de morte celular ao
qual esta associado. A analise da expressado génica em resposta a estresses
bidticos foi estendida aos transfatores NAC previamente reportados e novos

genes NACs identificados em soja.



Il - REVISAO DE LITERATURA

1. Resposta de defesa em plantas

As plantas crescem em um ambiente dinamico, sendo submetidas
constantemente a condicbes adversas. Tal fato pode repercutir
significativamente em seu crescimento e desenvolvimento. Mediante o ataque
de patdgenos, as plantas sdo capazes de ativar uma resposta de defesa efetiva
para restringir a infecgdo. A resisténcia e a susceptibilidade das plantas as
doengas sdo governadas pela combinagdo de gendtipos do hospedeiro e do
patdbgeno e dependente da troca complexa de sinais entre os mesmos. A
interacdo incompativel ocorre quando a planta é desafiada por um patégeno
“‘estranho” incompativel, isto é, o patdgeno é efetivo para outras espécies de
plantas e ndo para a planta em questdo. Neste caso, ocorre a manifestacéo da
resposta hipersensivel. Por conseguinte, na compatibilidade, o patégeno é
especifico e induz um processo de infecgédo caracteristica (Heath, 2000).

Ao longo do processo de co-evolugdo hospedeiro-patogeno, as plantas
tém desenvolvido elaborados mecanismos de escape ao ataque do patdégeno.
Alguns destes mecanismos de defesa s&o constitutivos atuando como barreiras
fisicas e quimicas a entrada do microorganismo, enquanto que outros, por sua
vez, sdo induzidos somente apos a penetragao do patdogeno. A indugio de uma

resposta de defesa eficaz geralmente requer o reconhecimento do patégeno



para ativacao da via de tranducdo de sinal resultando na rapida expressao de

genes de defesa (Yang et al.,1997; Glazebrook, 2001; Bostock, 2005).

2. Resposta hipersensivel - HR

A resposta de defesa induzida por patégenos é geralmente regulada
pelo estabelecimento da resposta hipersensivel (HR) e pelo subsequente
estabelecimento da resisténcia adquirida sistémica (SAR; Heath, 2000; Durrant
& Dong, 2004).

A resposta hipersensivel é caracterizada pelo processo de morte celular
rapido e localizada nas secg¢des adjacentes ao ponto de ataque do patdgeno,
estando associada a restricdo da invasdo, bem como, a ativacdo de genes
relacionados a defesa (Dangl et al, 1996). A HR é conceitualmente
relacionada ao processo de morte celular apoptético. As células adjacentes ao
local de infecgdo exibem caracteristicas apoptoticas como clivagem
endonucleolitica. Entretanto, os eventos moleculares associados a este tipo de
morte celular programada ainda ndo foram completamente elucidados
(Greenberg & Yao, 2004).

A resisténcia adquirida sistémica (SAR), por sua vez, ocorre nas regides
nao infectadas das plantas que sofreram uma infeccédo local e corresponde a
uma resisténcia pré-montada contra futuras infec¢gdes para varios patdégenos
(Figura 1) (Ryals et al., 1996; Durrant & Dong, 2004). Além da SAR, outros

processos de resisténcia sistémica sdo caracterizados em plantas como: (1) a



resisténcia sistémica induzida (ISR) ativada apds a colonizagdo das raizes por
estirpes de rizobactérias ndo patogénicas e (2) a defesa induzida por ferimento
ap6s o dano causado por insetos (Pieterse et al.,, 2002; Kessler & Baldwin,
2002).

A ativacédo da resposta de defesa inicia-se com o reconhecimento de
moléculas codificadas pelo patégeno denominadas elicitores (peptideos,
proteinas, oligossacarideos e outros). A interagao dos elicitores do patégeno
com os receptores do hospedeiro ativa uma cascata de transducao de sinal
que envolve a fosforilagdo de proteinas, o fluxo de ions, a formagao de
espécies reativas de oxigénio (ROSs) e do sinalizador 6xido nitrico (NO) (Apel

et al., 2004; Romero-Puertas et al., 2004; Huckelhoven, 2007).

Figura 1. Resposta hipersensivel (HR) e resisténcia adquirida sistémica (SAR). A.
A infeccdo de TMV (Tobacco Mosaic Virus) em plantas de tabaco carreando o gene de
resisténcia N leva ao estabelecimento da HR e o desenvolvimento subseqliente da
SAR. Em oposicdo a planta controle (direita), a planta desafiada (esquerda)
desenvolve a SAR apés a 1° infecgdo. Observa-se o decréscimo no tamanho e no
numero de lesbes produzidas apds a 2° infecgéo (detalhe superior esquerdo). B.
Detalhe do desenvolvimento macroscépico da HR nas folhas de tabaco infiltradas com
Cladosporium fulvum efetor Avr9 (Yang et al., 1997; Hofius et al., 2007).



Os mediadores acido salicilico, acido jasménico e etileno juntamente
com ROSs e NO atuam como amplificadores e mensageiros secundarios. Os
eventos de sinalizacdo culminam na ativagdo transcricional e/ou pos-
traducional de fatores de transcricdo que atuam na regulagao e expressao de
genes de defesa e na resposta de resisténcia. Dentro deste contexto, ha
ativagdo transcricional dos genes relacionados a patogénese (PR) como
glucanase e quitinase e a produgdo de moléculas antimicrobianas (defensinas
e fitoalexinas) (McDowell & Dangl, 2000; Nurnberger et al., 2004; Hofius et al.,

2007).

3. Estresse tipico do RE e subsequente morte celular induzida

As proteinas secretorias, bem como, as localizadas na membrana
celular ou direcionadas a alguma organela especifica sdo traduzidas por
ribossomos localizados na superficie citosdlica do reticulo endoplasmatico
(RE). Concomitantemente a tradugado, as proteinas sédo translocadas para o
lumen do RE e sofrem modificagdes tais como glicosilacédo e formacéo de
ligacbes dissulfidicas. Tais modificagbes pos-traducionais contribuem para o
correto enovelamento das proteinas em suas conformacdes finais especificas
(Schroder & Kaufman, 2005; Rasheva & Domingos, 2009).

O comprometimento da funcdo do RE ocorre quando o influxo de
cadeias nascentes e/ou quantidade de proteinas mal-dobradas excede a

capacidade de dobramento da organela. Alteragdes no correto enovelamento



protéico advem, por exemplo, da preveng¢ao de modificagbes pds-traducionais,
do desequilibrio de ions calcio ou erro na estrutura primaria da proteina
(Schroder & Kaufman, 2005; Ron & Walter, 2007). Estas situagées promovem o
acumulo de proteinas mal-dobradas no lumen da organela em um evento
denominado de estresse do RE.

As condicbes de estresse no RE acionam um grupo de vias de
transducado de sinais coletivamente denominadas UPR (via de resposta a
proteinas mal-dobradas). Esta sinalizagdo de protecdo contra o estresse
promove a comunicacdo entre o RE e o nucleo, e resulta na ativagcao de
mecanismos para a manutengdo da homeostase celular (Bernales et al., 2006;
Ron & Walter, 2007; Lin et al., 2008).

Os principais reguladores da UPR s&o proteinas transmembranas
residentes no RE: IRE1 (“inositol-requiring protein 1”), PERK (“PKR-like
endoplasmic reticulum kinase”), ATF-6 (“activating transcription factor”). Estes
transdutores possuem um dominio localizado no lumen do RE, os quais
percebem o estresse na organela, e o acopla ao dominio citosélico com fungao
efetora (Calfon et al., 2002; Bernales et al., 2006; Lin et al., 2008).

A ativacdo da UPR promove o aumento na capacidade de dobramento
das proteinas em decorréncia da sintese de chaperones residentes no RE.
Adicionalmente, ocorre indugdo de genes codificando componentes da ERAD
(degradagao de proteinas associada ao RE). Este processo promove a
retranslocacdo das proteinas mal-dobradas para o citoplasma e o
direcionamento destas para a degradagdo mediada por proteaossomo. Em
contrapartida, ha a atenuacao da traducéao protéica e inibicdo transcricional dos

genes codificando proteinas secretorias (Kozutsumi et al., 1988; Travers et al.,



2000; Tsai et al., 2002; Martinez & Chrispeels, 2003; Kamauchi et al, 2005;
Malhotra & Kaufman, 2007;).

A andlise do transcriptoma de Arabidopsis tratada com agentes
indutores de estresse no RE mostra a indugdo de genes que codificam
proteinas envolvidas na maquinaria secretdria, como chaperones moleculares,
proteinas do transporte vesicular e enzimas de modificagao pods-traducionais e
outros. Paralelamente, ha uma repressdo dos genes que codificam proteinas
extracelulares (Martinez & Chrispeels, 2003).

A deteccao das proteinas mal-dobradas no lumen do RE pelos sensores
da UPR parece estar associada ao chaperone molecular BiP (Binding Protein).
Neste modelo, BiP atua como possivel regulador negativo, controlando o status
de ativagdo dos transdutores da via em leveduras, mamiferos e plantas.
Condigdo de superexpressdo do chaperone BiP promove uma regulagéo
negativa no nivel de mRNA de BiP enddogeno, bem como inibicdo da UPR
(Leborgne-Castel et al., 1999; Bertolotti et al., 2000; Alvim et al., 2001; Costa et
al., 2008; Valente et al., 2009).

Em Arabidopsis, dois genes homodlogos a IRE1 (Atlre1a e Atlre1b)
possuem peptideo sinal na regido N-terminal e um dominio transmembrana tipo
1 na regido interna da sequéncia. Além disso, a sequéncia da regido C-terminal
apresenta alta homologia com o dominio endoribonuclease/cinase de Irel1p
presente em leveduras. A regido citoplasmatica de Atlre1a contendo o dominio
cinase exibe atividade de autofosforilacdo (Noh et al., 2002).

Assim também dois genes homdlogos ao sensor ATF6 de mamiferos
sdo encontrados em Arabidopsis e correspondem aos genes, AtbZIP60 e

AtbZIP28. Assim como ATF6, AtbZIP60 e AtbZIP28 sao proteinas



transmembranas residentes no RE em condi¢gdes nédo estressantes. Ativagao
da UPR promove a clivagem proteolitica de AtbZIP60 e AtbZIP28 liberando os
fragmentos com os dominios bZIP, os quais sao translocados ao nucleo para a
indugdo de genes responsivos ao estresse no RE, como PD/ e BiP. A forma
nuclear de AtbZIP60 ativa os promotores dos genes BiP de modo dependente
dos cis-elementos P-UPRE (elemento responsivo a UPR em plantas) e ERSE
(elemento responsivo a estresse no RE) (lwata et al., 2008, 2009; Liu et al.,
2007; Tajima et al., 2008; Lu & Christopher, 2008).

Em mamiferos, a proteina PERK ativada por estresse no RE causa a
fosforilagdo da subunidade a do fator de iniciagdo da traducao (elF-2) e assim
atenua a sintese protéica e leva a morte celular (Harding et al., 1999). Embora
nao se tenha identificado homologo a PERK de animais em plantas, evidéncia
da sinalizagdo envolvendo PERK decorre da identificacdo de P58 (inibidor de
proteina cinase ativada por RNA fita dupla). O silenciamento do inibidor P58
em Arabidopsis e tabaco causa morte celular nas plantas infectadas com virus.
Este evento de morte celular maci¢a é associado com a fosforilagao de elF-2a
(Bilgin et al., 2003).

A ativacdo da UPR induz uma resposta adaptativa para o controle das
proteinas mal-dobradas e do estresse no RE. Entretanto, esta resposta pode
ser insuficiente para sobrepor o estresse, de tal forma que, o prolongamento da
UPR pode desencadear processos de morte celular e senescéncia foliar em
plantas (Malerba et al., 2004; Zuppini et al., 2004; Ilwata & Koizumi, 2005;
Watanabe & Lam, 2008; Costa et al., 2008). Recentemente, foi demonstrado
que a subunidade G[3 da proteina G heterotrimérica em Arabidopsis, localizada

na membrana do RE, direciona o evento de morte celular associado a UPR em
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resposta a tunicamicina, inibidor da N-glicosilagdo. Consistente com a
localizagdo no RE, a proteina GB é degradada durante a ativagdo da UPR,
possivelmente pelo mecanismo envolvendo a ERAD. Além disso, mutantes
nocautes para o gene GB sao mais tolerantes ao tratamento com tunicamicina
(Wang et al., 2007). Porém, os eventos que conectam a sinalizagao promovida
pela proteina G e os mecanismos sensores de estresse no RE permanecem
para serem elucidados. Mais recentemente, foi identificada uma via de
sinalizacdo que transduz o sinal de morte celular a partir do estresse no RE,
mas diverge da via de sinalizagdo UPR que induz a expressao dos chaperones
moleculares (Costa et al., 2008). Esta via de sinalizacdo inédita € mediada
pelas proteinas NRPs, as quais recebem o sinal integrado do estresse do RE e

do estresse osmatico (Isrigler et al., 2007).

4. Proteinas ricas em asparagina — NRPs

As proteinas ricas em asparagina (NRPs) identificadas em soja
apresentam uma organizagao estrutural conservada. Os genes NRPs codificam
proteinas com dois dominios distintos e caracteristicos: o dominio N-terminal
extremamente rico no aminoacido asparagina (25%), e a regido C-terminal
contendo o dominio relacionado com o desenvolvimento e morte celular
especifico de plantas, denominado DCD (Development and Cell Death; Ludwig

& Tenhaken, 2001; Tenhaken et al; 2005; Costa et al., 2008).
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A primeira proteina NRP de soja foi inicialmente descrita por Ludwig &
Tenhaken, (2001). Com a recente caracterizagdo de outra NRP (NRP-B) em
soja, a primeira passou a ser denominada NRP-A (Costa et al., 2008). O gene
que codifica NRP-A foi expresso na fase inicial da interagdo incompativel da
soja e nao foi induzido na interagcdo compativel. Este gene nao responde
diretamente ao acido salicilico isoladamente e a perdoxido de hidrogénio,
embora a transcricdio de NRP-A possa ser amplificada na presenga do
horménio SA, o qual é essencial para a morte celular programada (Ludwig &
Tenhaken, 2001).

Em soja, as proteinas NRPs s&o alvos de uma via adaptativa que integra
o sinal de estresse osmoético ao do reticulo endoplasmatico. Esta via de
sinalizagao diverge da via UPR que induz a expressao dos chaperones do RE
e transduz um sinal de morte celular programada associada a marcadores de
senescéncia foliar. A superexpressdo de NRPs em protoplastos induz a
atividade de enzimas similares a caspase-3 e promove a fragmentagdo do
DNA. Além disso, a superexpressao das NRPs esta associada a clorose foliar,
reducdo do conteudo de clorofila, produgcdao de malondialdeido e indugao de
gene caracteristico da senescéncia CP1 (Costa et al., 2008).

As proteinas NRP-A e NRP-B ndo possuem nenhum sinal de localizagao
subcelular classico. Utilizando a técnica de fracionamento celular, NRP-A foi
detectada na parede celular de células de soja submetidas a HR (Ludwig &
Tenhaken, 2001). Entretanto, estes resultados n&o foram confirmados em
experimentos de expressao transiente dos genes NRPs fusionados a GFP
(green fluorescent protein), quando examinados por microscopia confocal

(Costa et al., 2008).
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As proteinas contendo o dominio DCD podem ser agrupadas em pelo
menos quatro subgrupos. A diferenga encontrada entre os subgrupos reside na
localizacdo do dominio DCD na estrutura da proteina. NRP-A e NRP-B sao
enquadradas no subgrupo | e assemelham-se a uma proteina de Arabidopsis
de funcdo desconhecida codificada por At5g42050. Dados de microarranjos
revelam a indugdo deste gene durante a senescéncia, estresse osmoético e
salino e tratamento com cicloheximida (Tenhaken et al; 2005; Costa et al.,

2008).
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Figura 2. A integracdo entre as vias de sinalizacdo induzidas em resposta ao
estresse osmotico e ao estresse do reticulo endoplasmaético ativam a expressao
dos genes NRPs. Estresse originado no RE por acumulo de proteinas mal dobradas
ativa uma sinalizacao distinta da UPR que integra ao sinal osmético de uma maneira
convergente no nivel de ativagcdo dos genes GmNRP-A e GmNRP-B. No modelo, é
destacada a via UPR, ativada por um receptor transmembrana do RE que é regulado
por concentragcoes de BiP no RE e resulta na ativagcdo dos genes que codificam
chaperones moleculares tais como: calreticulina, BiP e calnexina. Em destaque,
também, as vias de resposta a seca dependente do horménio ABA ou mediada por
DREB. Figura modificada de Costa et al., 2007.

5. Transfatores de resposta a defesa

A transducdo de sinais envolve desde a percepcéo inicial do estresse

até a expressao de genes especificos responsivos a esta condigdo. Varios
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fatores de transcricdo e cis-elementos inseridos nos promotores responsivos a
estresse atuam ndo somente como interruptores moleculares da expressao
génica, mas também, como pontos terminais do processo de sinalizagao (Tran
et al., 2009). Em Arabidopsis thaliana e Oryza sativa foram reportadas mais de
50 familias de fatores de transcricdo (Riechmann et al., 2000; Xiong et al.,
2005; Riano-Pachén et al., 2007).

As principais familias de fatores de transcricdo de plantas associadas
com resposta de defesa sdo AP2/EREBP, bZIP, Myb e WRKY, que
correspondem aos transfatores de resposta de defesa em plantas mais bem
caracterizados. Enquanto alguns membros destas familias estédo
especificamente envolvidos na regulagao de defesa a estresses bidticos, outros
despontam por coordenar vias de desenvolvimento das plantas (Park et al.,
2001; Pontier et al., 2001b; Vailleau et al., 2002; Chen & Chen 2002; Eulgem et
al., 2000). Recentemente, os fatores de transcrigdo da familia NAC emergiram
como atuantes tanto na resposta a estresse abidtico quanto na regulagao das
respostas de defesa e ferimento nas plantas (Hegedus et al., 2003; Oh et al.,

2005; Nakashima et al., 2007; Lin et al., 2007, Pinheiro et al., 2009).

6. Fatores de transcricédo da familia NAC

NAC (acrénimo de NAM, ATAF e CUC) constitui uma grande familia de
fatores de transcricdo especificos de plantas. Analise realizada em Arabidopsis

thaliana indicou 120 putativos transfatores NAC nesta planta modelo
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(Riechmann et al., 2000; Ooka et al., 2003). Recentemente, Fang et al (2008)
identificaram 140 putativos transfatores NAC e NAC-like em Oryza sativa e
Pinheiro et al (2009) identificaram, em Glycine max, 101 proteinas contendo o
dominio NAC.

Os transfatores NAC apresentam uma configuragao geral que consiste
uma regiao N-terminal extremamente conservada de ligagdo ao DNA (dominio
NAC) e uma regido C-terminal altamente divergente em sequéncia e extensao,
que nao contém nenhum dominio conhecido (Ooka et al., 2003). A maioria dos
genes NAC contém trés éxons e 2 introns. Os primeiros dois éxons de todos os
membros dessa superfamilia codificam o dominio NAC conservado, enquanto
que o ultimo éxon codifica o dominio divergente de transativagao (Duval et al.,
2002).

O dominio NAC compreende aproximadamente 160 residuos de
aminoacidos, onde blocos conservados se intercalam com blocos de
aminoacidos heterogéneos ou gaps, definindo cinco subdominios (A-E),
conforme designado por Kikuchi et al., 1999 e Ooka et al., 2003. Os dois
subdominios N-terminais (A e B) exibem uma carga liquida negativa, enquanto
os outros subdominios sao positivamente carregados (Xie et al., 1999). Os
subdominios A, C e D sdo altamente conservados em proteinas NAC de
diferentes espécies, ja os subdominios B e E sdo mais divergentes (Ooka et al.,
2003).

Em decorréncia da sua alta variabilidade, o dominio C-terminal dos
transfatores NAC é considerado o dominio funcional. Este, por sua vez, pode
atuar tanto como ativador como repressor transcricional (Tran et al., 2004; Hu

et al., 2006; Kim et al., 2007a). Paralelamente, a regido C-terminal pode conter
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regides transmembranas de transfatores NAC associados a membranas
intracelulares (Kim et al., 2007b).

Membros da familia NAC atuam em muitos processos de
desenvolvimento da planta (Olsen et al. 2005a; Mao et al., 2007), como na
formagado e manutengdo do meristema do broto apical (Aida et al., 1997; Weir
et al., 2004), embriogénese (Duval et al., 2002; Kunieda et al., 2008), controle
do periodo de florescimento (Yoo et al., 2007) e reguladores na formacao da
parede secundaria (Zhong et al., 2006; Mitsuba et al., 2007). Genes NAC
podem também atuar na remobilizacdo de nutrientes e no processo de morte
celular associado a senescéncia foliar (Uauy et al.,2006; Guo & Gan, 2006; Kim
et al., 2009).

A diversidade funcional dos transfatores NAC pode ser exemplificada na
participacdo destes em eventos de sinalizagdo da planta em processos de
desenvolvimento ou de adaptacdo com o ambiente. Proteinas com dominio
NAC estdo envolvidas nos mecanismos de sinalizacdo através de hormdnios
(Aida et al., 2002; Greve et al., 2003; Xie et al., 2000; Bu et al., 2008), na
resposta de infecgdo por patdégeno (Collinge & Boller 2001; Nakashima et al.,
2007; Oh et al., 2005; Hegedus et al., 2003) e na resposta a estresses abioticos
(Hegedus et al., 2003; Tran et al.,2004; Ohnishi et al., 2005; Hu et al., 2006;

Christianson et al., 2009).
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7. NAC e estresse abidtico

A atuacdo de proteinas NAC na resposta a estresses abioticos é
evidenciada pela inducdo de diferentes genes NAC de Brassica napus
(Hegedus et al., 2003) e do gene SSNAC23 de Saccharum sp. (Nogueira et al.,
2005) por frio e desidratacdo. A expressao de transfatores NAC em trigo e
algodao esta também associada a fatores abidticos (Xue et al., 2006; Meng et
al., 2009).

O gene OsNAC6 de arroz € induzido por ABA, frio, desidratagdo e
salinidade (Ohnish et al., 2005; Nakashima et al., 2007). Superexpressao de
ONACO063 em Arabidopsis promoveu uma maior tolerancia a varios estresses
ambientais como: alta temperatura, salinidade e estresse osmotico (Yokotani et
al., 2009). SNAC1 (ONAC33), especifico de células-guarda é induzido por
seca, sal e acido abscisico. A superexpressdao deste gene promove o
fechamento estomatico e aumenta consideravelmente a tolerancia a seca (Hu
et al., 2006). Superexpressdo de SNAC2, por sua vez, confere tolerancia a frio
e sal (Hu et al., 2008).

O cDNA correspondente ao gene AmNACT1 foi isolado da planta natural
de mangue, Avicennia marina, em condi¢cdes de estresse salino. Este transfator
NAC ¢é induzido por altas concentracbes de NaCl e pelo hormdnio ABA
(Ganesan et al., 2008). A presenga deste horménio, desidratagdo e H,0O;
induzem também a expressao do gene CarNAC3 em grao de bico (Peng et al.,

2009).

18



Os genes de Arabidopsis AtNAC2, ANACO019, ANAC055 e ANACO072
(RD26) estao relacionados a estresse abidtico. O produto dos genes ANACO019,
ANACO055 e ANACO072 ligam-se especificamente ao motivo CATGTG na regiao
promotora do gene ERD1. ANACO072 (RD26) parece estar envolvido em uma
via de sinalizagdo dependente de ABA. A resposta a estresse salino de
AINAC?2 requer a atuagao de vias de sinalizagdo de auxinas e etileno (Tran et
al., 2004; Fuijita et al., 2004; He et al., 2005).

ATAF1, um dos primeiros genes NAC identificados em Arabidopsis, é
induzido por seca e tratamento com ABA exdgeno. Em ensaio de perda de
funcdo, uma maior tolerancia a déficit hidrico é observada nos mutantes ataf7.
Consistente com a tolerancia, plantas mutantes em condicbes de seca
possuem elevada expressdo de genes responsivos a estresse. Em suma,
ATAF1 parece atuar como regulador negativo na sinalizagao a estresse hidrico

(Lu et al., 2007).

8. NAC e estresse biodtico

Proteinas NACs foram identificadas em decorréncia das suas
participagcbes na infecgdo por patdogeno. As proteinas GRAB1 e GRAB2
(Geminivirus RepA Binding) foram identificadas em trigo (Triticum sp.) por sua
capacidade de interagir com a proteina RepA de Wheat dwarf geminivirus e
reprimir a replicacéo do virus (Xie et al., 1999). Similarmente, a proteina TIP

(TCV-interacting protein) foi identificada em Arabidopsis por sua interagdo com
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a proteina do capsideo (CP) do virus TCV (Turnip crinkle virus). A habilidade
do TCV de induzir resposta hipersensivel em Arabidopsis é dependente da
interacdo entre CP do virus e TIP (Ren et al., 2000). A proteina SINAC1
(Solanum lycopersicum NACT) interage com a proteina REn (replication
enhancer) de TLCV (Tomato leaf curl virus). REn induz a expressédo de
SINAC1, o que por sua vez resulta em aumento do acumulo do DNA viral (Selth
et al., 2005).

A funcao de proteinas NAC na defesa a estresses bidticos também foi
evidenciada pela indugdo do gene SINAC de Solanum tuberosum na infecgéo
por Phytophtora infestans (Collinge & Boller, 2001); do gene SsNAC23 de
Saccharum sp. ao ataque de herbivoros (Nogueira et al., 2005); do gene
OsNAC19 de Oriza sativa na presenga do fungo Magnaporthe grisea (Lin et al.,
2007).

CaNAC1 é induzido durante a resposta hipersensivel como mecanismo
de defesa contra patdégenos bacterianos (Oh et al., 2005). Em Brassica napus,
novos membros da familia NAC (BnNACs) foram diferentemente expressos
apos ataque de herbivoros e baixa temperatura (Hegedus et al., 2003).

Bu et al., 2008 demonstraram que os genes ANACO019 e ANACO055
podem atuar como ativadores transcricionais na regulagao de genes induzidos
por acido jasménico. A expressao destes genes é induzida apds inoculagéo de
fungo necrotréfico Botrytis cinera.

Analises de microarranjos revelaram uma indugao rapida e local do gene
ATAF2 de Arabidopsis apos ferimentos, seguido por um decréscimo até os
niveis basais de expressao (Delessert et al., 2005). ATAF2 também ¢é induzido

por metil-jasmonato, acido salicilico (Delessert et al., 2004) e infeccédo por
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bactérias (Hauck et al., 2003), mas nao por ABA (Delessert et al., 2005).
Interessantemente, plantas superexpressando ATAF2 apresentam maior
susceptibilidade a Fusarium oxysporum. A andlise das linhagens transgénicas
indicou que ATAF2 atua na repressdo de genes relacionados a patogénese
(PR-genes; Delessert et al., 2005). A expressdo de ATAF1, outro membro da
subfamilia ATAF em Arabidopsis, esta relacionada a ferimento e infecgao por

Alternaria brassicicola (Collinge & Boller, 2001; Schenk et al., 2003).

9. Transfatores NACs em soja

Um numero elevado de genes NAC tem sido relatado nos genomas de
Arabidopsis thaliana e Oryza sativa (Ooka et al., 2003). Em soja, 111 membros
da familia NAC foram identificados pelo banco de dados Soybean Transcription
Factor database (http://planttfdb.cbi.pku.edu.cn/web/index.php?sp=gm). Dentre
estes, foram clonados 31 genes NAC de soja denominados GmNACO001 a
GmNACO031 (Tran et al., 2009). Recentemente, um inventario de fatores NAC
em soja foi conduzido em nosso laboratério e 101 ORFs completas codificando
proteinas contendo dominio NAC foram agrupadas em 15 diferentes subgrupos
(Pinheiro et al., 2009).

As seis proteinas NAC de soja (GmNAC1-GmNACG), previamente
descritas por Meng et al., 2007, apresentaram localizagédo nuclear (Pinheiro et
al., 2009). Além disso, ensaio em leveduras confirmou que GmNAC2-GmNACS

funcionam como transativadores (Pinheiro et al., 2009). Paralelamente, as
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regides C-terminal de GmNACT1 e GmNAC6 atuaram como dominios
transativadores em leveduras (Tran et al., 2009).

GmNAC2, GmNAC3 e GmNAC4 apresentaram forte indugao por
estresse osmotico. GmMNAC3 e GmNAC4 foram induzidos também por
salinidade e pelos horménios ABA e JA (Pinheiro et al., 2009).

Os genes NAC de soja possuem perfis de expressdo distintos nos
tecidos e 6rgaos, sendo que a maioria € preferencialmente expressa em um
dado o6rgaol/tecido. Tal caracteristica sugere que os produtos destes genes
desempenham funcdes diversificadas no crescimento e desenvolvimento da
planta (Meng et al., 2007; Pinheiro, 2007; Tran et al., 2009).

Adicionalmente, um novo transfator NAC de soja foi identificado sendo
co-regulado por estresse osmotico e do reticulo endoplasmatico (Irsigler et al.,
2007). Em decorréncia da alta identidade e similaridade com os genes ATAF1
e ATAF2 de Arabidopsis, este gene foi denominado GmATAF. Como regulador
transcricional, GmATAF atuaria como um repressor, regulando negativamente
vias de resposta a estresse osmoético e do RE (Pinheiro, 2007).

A caracterizagdo funcional dos genes NAC em soja forneceu evidéncias
da participacédo destes transfatores no processo de morte celular programada
(PCD). A expressao transiente dos genes GmNAC1, GmNAC5 e GmNAC6 em
tabaco induziu clorose foliar e aumentou a expressao de marcadores de
senescéncia. Adicionalmente, GmATAF, GmNAC1 e GmNACG6 foram induzidos
por cicloheximida, um potente indutor de morte, e reprimidos por inibidores de
senescéncia (Pinheiro et al., 2009; Pinheiro, 2007). Entretanto, os mecanismos
de agdo do gene GmNAC6 em eventos de morte celular programada e sua

conexao com a via de sinalizagdo de morte celular originada no RE e mediada
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pelas proteinas NRPs ndo foram determinados e constituem os objetivos

primordiais da presente dissertacao.
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Il - MATERIAL E METODOS

1. Material vegetal e tratamentos

1.1. Inoculagdo de bactérias patogénicas

Nos experimentos de desafio das plantas com bactérias fitopatogénicas,
foram usadas plantas de soja da variedade Conquista no estadio VC (as folhas
unifoliadas completamente expandidas). As bactérias Pseudomonas syringae
patovar Tomato e Ralstonia solanacearum foram cultivadas a 28°C em meio
523 (Kado & Heskett, 1970) e meio LB (Luria-Bertani Broth), respectivamente.
Apoés centrifugacdo, as culturas bacterianas foram ressuspendidas em 10mM
MgCl,. As folhas foram inoculadas através de uma leve pressdo na epiderme
abaxial com as suspensdes bacterianas em valor de D.O. 600nm de 0,2
(correspondente a aproximadamente 1 x 107 cel/ml; Bogdanove et al., 1998).
Em periodos determinados, o material vegetal foi congelado em nitrogénio

liquido e armazenado a -80°C até as analises.
1.2. Tratamento com enzimas que degradam a parede celular

A aplicacdo de enzimas hidroliticas nas folhas de soja foi conduzida
segundo a metodologia proposta por Jelitto-Van Dooren et al., 1999. Folhas de

soja no estadio VC (duas folhas unifoliadas opostas no periodo de abertura dos

cotilédones conforme descrito na escala fenolégica de Fehr & Caviness, 1977)
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foram infiltradas com solu¢ao enzimatica (0,4% celulase, 0,2% de macerozima,
0,6% manitol, MES 20mM; pH 5,5) ou com tampao (0,6% manitol, MES 20mM;
pH 5,5) (controle). Decorridos os diferentes tempos de inoculagao (3, 10 e 24
horas), as folhas infiltradas foram coletadas para estudo dos efeitos locais.
Adicionalmente, as folhas nao tratadas no lado oposto as infiltradas foram

utilizadas para monitorar o efeito sistémico do referido tratamento.

1.3. Aplicagao de ferimento

A inducao do ferimento foi realizada nas plantas de soja no estadio V1 (o
1° trifoliolo completamente expandido). Com o uso de uma espatula, todas as
folhnas foram pressionadas varias vezes na lamina apical. Tal metodologia
resultou em uma area ferida correspondente a 50% da area foliar (Oh et al.,

2005).

2. Extracdo de RNA e sintese de cDNA

O RNA total foi extraido utilizando o reagente Trizol (Invitrogen),
seguindo as recomendagdes do fabricante. Para eliminagdo do DNA
contaminante, o RNA total foi tratado com uma unidade de DNase livre de
RNase (Invitrogen). O RNA foi quantificado (DU 650 BECKMAN
Spectrophotometers) e analisado em gel de agarose desnaturante 1,5 % (p/v),
corado com brometo de etideo 0,1 ug/mL. A sintese de cDNA foi realizada
utiizando 4 ng de RNA total, oligo-dT(18) e Trancriptase Reversa M-MLV

(Invitrogen), segundo as especificagdes do fabricante.
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3. RT-PCR em Tempo Real (QRT-PCR)

Todo o procedimento de PCR em Tempo Real, incluindo testes,
validacbes e experimentos foram conduzidos seguindo os manuais da Applied
Biosystems. As reagbes de PCR em tempo real foram conduzidas utilizando o
aparelho 7500 Real Time PCR Systems (Applied Biosystems),
oligonucleotideos especificos (Tabelas 1 e 2), cDNAs dos tratamentos e SYBR
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems). As condi¢des de amplificacéo
foram: 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos, e 40 ciclos de 94°C por 15
segundos e 60°C por 1 minuto. Para a quantificagdo da expressao génica,

2 ACtg 2 -AACt  como controle

foram utilizados os métodos comparativos de Ct:
endoégeno para normalizagdo dos dados do qRT-PCR, foi utilizado o primer
especifico para RNA helicase de soja, que apresentou baixa variagdo de
expressdo entre os tratamentos avaliados em Irsigler et al., 2007.
Adicionalmente, o primer especifico para o gene de soja SEB (Selene Binding
Protein; AW101647) foi validado como outro gene normalizador pelo programa
geNorm (http://medgen.ugent.be/~jvdesomp/genorm/; Vandesompele et al.,
2002) e confirmado para condigbes experimentais como ferimento, aplicagéo

de solugéo enzimatica e patdogenos.Como controle endégeno das amostras de

tabaco foi utilizado o primer especifico para a Actina (Costa et al., 2008).
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Tabela 1 — Listagem dos oligonucleotideos para qRT-PCR em soja

NUmero de
Oligonucleotideo Seqiiéncia (5’ - 3) Gene
acesso
HELIC Fw TAACCCTAGCCCCTTCGCCT
Helicase Al736067
HELIC Rv GCCTTGTCGTCTTCCTCCTCG
NAM Fw ACGGAGACTTCAGATTCGGTGC
ATAF AW459852
NAM Rv CATCGTTATTCCACTTGGGGTCGC
Nac1 Fw GGACTACCCAATAGCCCAAATCA AY974349
Nac1
Nac1 Rv GACCCAAGTAATCCATTTCCAAAAG Gm0129x00049*
Nac2 Fw GGGTGCTTTGCCGTATTTACAA AY974350
Nac2
Nac2 Rv CTCCTCCGCTTTTCAGAATCTC Gm0026x00071*
Nac3 Fw GAATGCAGCAATGGGTCATCA AY974351
Nac3
Nac3 Rv ATCCTGCTGGTGCATTGTTCTG Gm0027x00010*
Nac4 Fw TGACCTCTATGTCCCTGCGTTA AY974352
Nac4
Nac4 Rv CCCCTGTGTGAAATCATTCTGA Gm0178x00114*
Nac5 Fw CCCCAAAACTGCAAAGAATGAG AY974353
Nach
Nac5 Rv GTGAGAGGTGGCAAAGCAGAAG Gm0083x00164*
Nac6 Fw CCAACAAAAGCACTTGTGGCA AY974354
Nac6
Nac6 Rv GGACTATTCAACTGAGCCCAAAAG Gm0098x00246*
BiPD Fw ATCTGGAGGAGCCCCAGGCGGTGG
BiPD AF031241
BiPD Rv CTTGAAGAAGCTTCGTCGTAAAACTAAG
CALN Fw TGATGGGGAGGAGAAGAAAAAGGC
CALN AW508066
CALN Rv CACTTGGGTTTGGGATCTTGGCTC
NRP Fw GGCACAAAGACTGGTGCTGAGA
NRP-A AJ875407
NRP Rv CTCTGTATCGTGGAGGCAGACC
NRich Fw TACAGGCATCCAATTTGGCGAACC
NRP-B Al973541
NRich Rv TGACTTGAAAGAGTTGATCTCACCCC
PDI1 Fw TTGGTTGAAGGCGTACAAGGATGG
PDI1 AW567827
PDI1 Rv ACTCCAGCAGAACATTCTTCCCAG
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Tabela 1 (Continuacédo) — Listagem dos oligonucleotideos para qRT-PCR em soja

NUumero de
Oligonucleotideo Sequéncia (5’ - 3') Gene
acesso
GST Fw CGGTTCTCATCCACAATGGCAAAC
GST Rv CAGCCCAGAATCTAGCCTGAGC GST AAC18566
Gm82x223 Fw CGGAAGGAAAACCAAATGGAA
Gm82x223 Rv CAAGCTGAATTCGTGCCTCAA Gm82 Gm0082x00223*
Gm119x75 Fw AAGCCTCCTAATGGATCCAGAAC
Gm119x75 Rv GGGAACAACATGGCTCTGAGA Gm119 Gm0119x00075*
Gm178x115 Fw GTCACCCATGGAGCATGAAAG
Gm178x115 Rv ATGATGAAACCTCGCACTCATGT Gm178 Gm0178x00115*
Gm258x14 Fw AACTGGAGCTGGGTTCTGGAA
Gm258x14 Rv CCTTTGGCAGCTCTACCTTTGT Gm258 Gm0258x00014*
GmPR1 Fw AACTATGCTCCCCCTGGCAACTATATTG
GmPR1 Rv TCTGAAGTGGCTTCTACATCGAAACAA PR1 BU577813
GmPR2 Fw TGAAATAAGGGCCACGAGTCCAAATG
GmPR2 Rv ATGGTACATGCAGACTTCAAGAATGCAGAT PR2 M37753
GmPR3 Fw AACTACAATTACGGGCAAGCTGGCAA
GmPR3 Rv TTGATGGCTTGTTTCCCTGTGCAGT PR3 AF202731
GmPR4 Fw TGCGGGTGACAAATACAGGAA
GmPR4 Rv TGCTGCACTGATCTACGATTCTC PR4 AK246040
GmPRS5 Fw GCGCTTGCTCCGCTTTCAACT
GmPR5 Rv CTTGGAATAGACGGTGGGCTTGC PR5 BU765509
GmCYSTP Fw TGGAAAGCAACTCAATCATGGT
GmCYSTP Rv CCCCATGAGTTCTTCACAATCC CystP Gm0106x00069*
GmbDID Fw TCGGGTGTGAGCTTGGTAAAA
GmDID Rv GCCATGTCTGTGAGTCCAGTGA DiD Gm0013x00192*
GmSEB Fw AAGGCAGTATAACATCGAGG
GmSEB Rv TGCCATGTTTCACCATCATC SEB AW101647
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Tabela 2 — Listagem dos oligonucleotideos para qRT-PCR em tabaco

NUmero
Oligonucleotideo Sequéncia (5’ - 3’) Gene de
acesso
TobActin Fw AGCAAGGAAATTACCGCATTAGC
Actina AB158612
TobActin Rv ACCTGCTGGAATGTGCTGAGA
NTPR1 Fw CTGCTAAGGCCGTCGAGATGT
PR1
NTPR1 Rv GAACCGAGTTACGCCAAACCA D90197
NTPR4 Fw AGAGCGCCACAAACGTGAGAT
PR4 X58546
NTPR4 Rv GCCATGCGAGAGGCTTGTC
NTChitinase Fw GTGGCGTAGGTCCGAATGC
Chitinase X51426
NTChitinase Rv GGGCGAAGTTCCTTTGGTTGTA
NTGlucanase Fw CTCAACGCCATGCGAAACATT
Glucanase X54456

NTGlucanase Rv

CCCATTTGATGGAGGAGAAGTGT

Os simbolos (*) nos numeros de acessos correspondem as sequéncias ID

Glyma0 (http://www.soybeangenome.org/documents/Glyma0.1.cds.fa.txt).

Os primers foram desenhados utilizando o programa Primer Express 3.0

(Applied Biosystems).

4. Expressao transiente em protoplastos de soja

Os protoplastos foram preparados em ambiente estéril a partir de células

de soja, conforme descrito anteriormente (Fontes et al., 1994), com algumas

modificagdes (Costa et al., 2008). Cinco dias apds a repicagem, as células

foram lavadas duas vezes em tampéao de lavagem (manitol 0,6 M; MES 20mM;

pH 5,5), centrifugadas a 500 rpm por 2 minutos, ressuspendidas em igual
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volume de solugdo enzimatica [celulase 0,5% (p/v), macerozima R-10 0,5%
(p/v), pectoliase Y23 0,1% (p/v), manitol 0,6 M; MES 20 mM; pH 5,5] e
incubadas por 3 horas sob agitacdo de 40 rpm. A digestdo foi acompanhada a
cada 30 minutos por microscopia. Em seguida, os protoplastos foram filtrados
em peneira de 65 um e coletados por centrifugagdo a 500 rpm por 2 minutos,
sendo lavados 2 vezes com tampao de lavagem. Os protoplastos foram
novamente coletados por centrifugagao por 2 minutos a 500 rpm, ressuspensos
em 2 mL de tamp&o de lavagem e transferidos para um outro tubo contendo
tampéao gradiente [sacarose 20% (p/v); manitol 0,6M; MES 20 mM; pH 5,5]. O
material foi centrifugado por 5 minutos a 500 rpm, sendo coletada a banda na
interface, que corresponde aos protoplastos viaveis. Estes foram lavados 2
vezes com tampao de eletroporacdo (Hepes-KOH 25mM pH 7,2, KCI 10 mM,
MgCl; 15 mM, manitol 0,6M) e ressuspendidos em 2 mL do mesmo tampao.

Os protoplastos foram contados em microscopio usando uma camara de
Neubauer. Os ensaios de expressao transiente foram conduzidos por meio de
eletroporacéo de 2 x 10°— 5 x 10° protoplastos com 10 pg de DNA (cassete de

expresséo) e 30 g de DNA carreador de esperma de salmao (ssDNA), em um

volume final de 800 pl, a 25 uF de capacitancia e 250 volts (Gene Pulser —
BIORAD).

Os protoplastos foram eletroporados com o gene NAC6 clonado no vetor
binario de transformacao em plantas 35S-pYFP-casseteA-NOS-pCambia1300
(cedido gentiimente pelo Prof. Chris Hardes — Oxford Broohes University
(PUFV915) e com o cassete YFP vazio (pUFV 1024). Adicionalmente, os

protoplastos foram eletroporados com os genes GmNRP-A (pUFV849) e
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GmNRP-B (pUFV967) clonados em pMON921, e o vetor pMON921 vazio como
controle.

Os protoplastos recém eletroporados foram mantidos no gelo por 15
minutos e transferidos para 8 mL de meio MS Soja contendo 0,6 M de manitol,
pH 5,5. Para a expressao transiente, os protoplastos foram incubados por 30
horas no escuro. Apds esse periodo, as amostras foram lavadas com tampao
de lavagem, congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C até o

procedimento de extragcao de RNA.

5. Transformacéao transiente em folhas de tabaco

A transformacéo transiente de tabaco (Nicotiana tabacum cv. havana) foi
realizada por meio de agroinoculagdo (Kotzer et al., 2004). As culturas de
Agrobacterium tumefasciens LBA4404 transformadas com as construcdes
pYFP-NRP-B (pUFV969), pYFP-rpL18 (pUFV959), pYFP-NAC1 (pUFV945)
PYFP-NACS5 (pUFV947) pYFP-NAC6 (pUFV948) e pK7WG2-NIG (pUFV1177)
foram crescidas em 4 mL de meio com antibiéticos adequados, a 28°C por 16
horas, e centrifugadas a 8000 RPM por 5 min. O pellet foi lavado 2 vezes com
tampéo de infiltracdo (MgCl, 10 mM, MES 10 mM pH 5,6 e acetoseringona 10
MM) e ressuspendido em 1 mL do mesmo tampao. Utilizando seringas estéreis
sem agulha, folhas jovens de tabaco foram infiltradas com a cultura de A.
tumefasciens em uma D.O. de 0,2, por meio de uma gentil presséo através dos
estdmatos da epiderme inferior. As secdes foliares infiltradas foram coletadas,
congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em freezer a -80 °C até o

processamento das amostras.
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6. Ensaio de MDA (malondialdeido)

A quantificagdo de malondialdeido (MDA) foi conduzida segundo a
metodologia de Hodges, 1993. Foram utilizados 150 mg de folhas de tabaco
expressando transientemente a proteina NACG6 de soja e NIG de Arabidopsis,
como controle. O material vegetal foi triturado com 2 mL de Acido
Tricloroacético 0,1 % (p/v) e centrifugado a 10000g por 15 minutos a 4°C. 1,5
mL da solugéo de acido tiobarbiturico (TBA 0,5 % em TCA 20 %) e 500 uL do
sobrenadante foram incubados por 20 minutos a 90 °C. A reagao foi parada em
banho de gelo. Apds centrifugagdo a 10000g por 4 minutos, o sobrenadante foi
submetido a absorvancia de 532 nm em espectrofotdbmetro (DU 650 BECKMAN

Spectrophotometers).

7. Determinacgdo dos teores de clorofilas e carotendides

A quantificacdo de pigmentos fotossintéticos foi realizada segundo a
metodologia proposta por Lichthenthaler, 1987. Aproximadamente 100 mg das
folnas de tabaco agroinoculadas foram maceradas em nitrogénio liquido e
homogeneizadas em acetona 80% (v/v) na presenga 1 mg de Na,COs3. Apos a
separacao dos sedimentos por filtracdo, o extrato foi quantificado por meio da
leitura espectrofotométrica nos comprimentos 470nm, 646,8nm e 663,2nm. O
resultado final considera o valor de massa fresca utilizada no ensaio para cada

amostra.
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8. Isolamento e andlise in silico da regido promotora de GmNAC6

A sequéncia do promotor do gene GmNACG6 foi obtida mediante uma
busca no banco de dados Phytozome (http://www.phytozome.net/soybean). A
sequéncia promotora foi isolada através da Reacdo em Cadeia da Polimerase
utilizando Taq Platinum de alta fidelidade, DNA gendmico extraido de folhas de
soja e oligonucleotideos que flanqueiam as extremidades da sequéncia. Neste
contexto, foram utilizados os oligonucleotideos pNAC6Fwd (5'-
GAATTCGTCATTTGATTTAAGG-3', criando um sitio para EcoRl) e pNAC6Rv
(5- AGATCTTCCATGGTTGCCATAT-3’, que cria um sitio para Bglll). O
fragmento, correspondente a regido de 1Kb do promotor foi purificado e
clonado no vetor pPCAMBIA1381Z.

A identificagdo de cis-elementos putativos na regido promotora de
GmNACG6 foi realizada utilizando o software PLACE - Plant Cis-acting
Regulatory DNA elements (http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/) (Higo et al.,
1999). Adicionalmente, a sequéncia promotora foi analisada no sistema
assistido por banco de dados, PlantPAN —Plant promoter analysis navigator

(http://PlantPAN.mbc.nctu.edu.tw; Chang et al., 2008).

9. Obtencéo da construcao do promotor NACG6 fusionado ao gene reporter

GUS

O fragmento de 1Kb do promotor do gene GmNACG6 foi digerido com

enzimas de restricdo apropriadas (EcoRl e Bglll) e clonado nos sitios

correspondentes do vetor binario de expressao em plantas, pCAMBIA1381Z,
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originando o clone pUFV1255 (pNAC6:GUS). O clone obtido foi confirmado por

sequenciamento.

10. Transformacao de plantas de tabaco

O clone gerado pNAC6:GUS e o vetor vazio (pCAMBIA1381Z) foram
utilizados para transformar plantas de Nicotiana tabacum L. cv. Havana, por
meio de transformagdo de discos foliares mediada por Agrobacterium

tumefaciens (Alvim et al., 2001). As plantas transformadas foram regeneradas

em meio MS (Murashige & Skoog, 1962), contendo 50 mg.L-1 de higromicina
(Buzeli et al., 2002). Os regenerantes foram testados pela incorporagdo dos
genes hptll (resisténcia a higromicina) e da sequéncia promotora de GmNACS6.
Os transformantes primarios (TO) foram mantidos in vitro ou transferidos para o

solo e crescidos em casa de vegetacao para obtengao de sementes.

11. Ensaio da atividade de GUS

O ensaio fluorimétrico para avaliar a atividade da (-glucuronidase foi
conduzido segundo Jefferson et al., 1987, utilizando methylumbelliferone (MU)
como padrdo. As amostras foram trituradas em nitrogénio liquido e
homogeneizadas em 500 pl de tamp&o GUS [100mM NaH;PO4 pH 7.0, 10mM
EDTA, 0,1% (p/v) sarcosil, 0,1% (v/v) Triton X-100]. Para a reagdo, 25 pl do
extrato foi adicionado a 25 yl do tampéao GUS contendo como substrato 2mM

de 4-methylumbelliferyl-B- D- glucuronide (MUG). A mistura foi incubada a 37°C
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por 30 minutos e a atividade de GUS mensurada utilizando o DYNA Quant 200

Fluorometer (Amersham Pharmacia Biotech).

12. Técnicas de Biologia Molecular

Todas as técnicas de Biologia Molecular, como preparagdo de
plasmideos, transformacdo de bactérias, clivagem de DNA por enzimas de
restricdo, reagdes de ligagdo, amplificagcbes por Reacdo em Cadeia de
Polimerase (PCR), extracdo de RNA, sintese de cDNA, dentre outras foram
conduzidas segundo protocolos fornecidos pelos fabricantes ou descritos por

Sambrook et al.,1989.
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IV - RESULTADOS E DISCUSSAO

1 - NAC6 induz morte celular

Entre os seis genes NACs de soja, previamente descritos por Meng et
al., 2007 (GmNAC1-GmNACS6), evidéncias recentes na literatura indicam que
os genes GmMNAC1, GmNAC5 e GmNACG6 estao envolvidos em processo de
morte celular (Pinheiro et al., 2009). Em células de soja, o tratamento com
cicloheximida, potente indutor de morte celular, induziu fortemente a expresséo
dos trés genes NACs, enquanto que os inibidores de senescéncia BAP (6-
benzilaminopurina) e zeatina promoveram a repressao destes genes (Pinheiro,
et al., 2009). Adicionalmente, a expressao transiente de GmNAC1, GmNACS e
GmNACG6 em folhas de tabaco causou amarelecimento das folhas, sendo que a
expressao de GmNACG6 conferiu um fendtipo caracteristico de necrose.

Com o objetivo de caracterizar o processo de morte celular envolvendo
GmNACEG6 foi utilizada a metodologia de expressdo transiente mediada por
Agrobacterium tumefasciens em folhas de tabaco. A expressao transiente de
GmNACS6, sob o controle do promotor 35S, resultou no fenétipo acentuado de
clorose nas regides agroinoculadas (Figura 1A), o qual progrediu para necrose
foliar cerca de 7 dias apos a agroinoculagao (Figura 1C). NIG (NSP-interacting
GTPase), uma GTPase de Arabidopsis envolvida no transporte nucleo-

citoplasmatico, foi usada como controle (Carvalho et al., 2008).
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NIG

Figura 1. Expresséo transiente do gene GmNAC6 em folhas de tabaco induz necrose
foliar. As secgdes foliares de tabaco foram agroinoculadas com a construgao pYFP-GmNAC6
e com o cassete para expressdo do gene NIG de Arabidopsis, utilizado como controle. As

fotografias correspondem a 5, 6 e 7 dias ap6s a infiltragao.

O desenvolvimento de clorose e morte celular nas seccgoes
agroinoculadas com a construgdo pYFP-GmNACS6 foi associado a degradagéo
de clorofila (Figura 2A) e a oxidagdo de lipidios da membrana plasmatica
(Figura 2C). Enquanto o teor de clorofila total foi significativamente reduzido
nas seccgdes expressando transientemente o gene GmNAC6, nao houve
alteragdo nos pigmentos carotendides nos dois tratamentos analisados (Figura
2A e B). Durante a senescéncia foliar, a degeneragdo dos cloroplastos e,
consequentemente, o catabolismo de clorofilas corresponde a mudanga inicial
e mais significativa neste evento. Desta forma, a determinagdo do conteudo de
clorofila representa um marcador de senescéncia bem estabelecido (Lim et al.,

2007; Hortensteiner, 2006).
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Figura 2. Expressdao transiente de GmNAC6 em tabaco promove morte celular. O teor de
clorofila total (A), carotendides (B) e a peroxidagdo de lipidios (C) foram avaliados nas folhas
agroinoculadas com os genes GmMNACG6 e AINIG. A andlise de variancia para o resultado de
clorofila e peroxidagdo de lipidios (teste de MDA) utilizando o teste de Tukey apontou a
diferenga significativa entre os tratamentos (p< 0,01). Em contrapartida, ndo houve diferenca
significativa entre os valores de carotendides (DP+, n = 3 réplicas bioldgicas). (D) GmNAC6
induz a expressdo de genes relacionados a patogénese. Folhas de tabaco expressando
transientemente AINIG, GmNAC1, GmNAC5 e GmNAC6 foram utilizadas para avaliar a
expressao dos genes PR (PR1, PR4, Quitinase Glucanase) por RT-PCR em tempo real. O

—AACt
2

valor de expresséao foi calculado usando o método , utilizando como controle endégeno a

actina, e normalizado para a expressao do gene AfNIG. Os cDNAs utilizados foram obtidos a

partir de um pool de 2 réplicas bioldgicas (n = 2 réplicas manuais).

Nas secg¢des agroinoculadas expressando AINIG e GmNACS6, a

extensao de peroxidacdo de lipidios associada com senescéncia foi avaliada
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por meio da determinagdo do acumulo de compostos reativos ao acido
tiobarbiturico (TBA). Amostras de folhas superexpressando GmNAC6
acumularam niveis de compostos reativos ao TBA significativamente
superiores aqueles das amostras controle (AfNIG) (Figura 2C). Enzimas que
degradam lipidios tais como fosfolipase D, acido fosfatidico fosfatase e
lipoxigenase estdo associados a hidrélise e metabolismo de lipidios de
membrana nas folhas senescentes (Thompson et al., 1998; Thompson et al.,
2000). Além disso, a peroxidagao lipidica pode ser decorrente da agdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS), geradas no estabelecimento da resposta
hipersensivel (HR) e de senescéncia (Dhindsa et al., 1981; Mittler et al., 1999;
Kawasaki et al., 1999).

Recentemente, Pinheiro et al. (2009) demonstraram que a expressao
transiente de GmNAC1, GmNACS5 e GmNACG6 em folhas de tabaco induz morte
celular e a expressao de marcadores de senescéncia. Entretanto, os resultados
dessa investigagdo prévia indicaram que os trés genes NACs estariam
envolvidos em diferentes eventos de morte celular. Para investigar em maiores
detalhes o processo de morte celular associado a expressdo de GmNACS6, os
niveis dos transcritos de quatro genes PRs foram avaliados nas secgdes
foliares de expressao transiente de GmNAC6 e também de GmNACT e
GmNACS para comparagao (Figura 2D).

A escolha dos genes PRs foi fundamentada na observacédo de que as
proteinas relacionadas a patogénese (PRs) correspondem a principal mudancga
quantitativa nas proteinas soluveis durante a resposta de defesa associada a
HR (Stintzi et al., 1993; Van Loon et al., 2006). Elevada indugédo na expressao

de genes PRs foi correlacionada a superexpressao de GmNACG6 (Figura 2D). O
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agrupamento hierarquico realizado entre proteinas NAC com fungdes
estabelecidas e NAC de soja, revelou similaridade de GmNAC6 com o gene
que codifica para a proteina TERN (Tobacco elicitor-responsive gene encoding
NAC-domain protein; Pinheiro et al., 2009). Coletivamente, estes resultados
sugerem a possivel atuacdo de NAC6 no processo de morte celular
relacionada a patdgenos. Recentemente, foi identificado um gene NAC em
arroz que atua como regulador positivo da morte associada a HR.
Superexpressdo de OsNAC4 promove morte celular caracteristica da HR, com
perda na integridade da membrana plasmatica e fragmentacédo do DNA nuclear
(Kaneda et al., 2009).

A superexpressao de GmNAC17 e GmNACS5 levou a consideravel
indugao de quitinase (Figura 2D). GmNAC1 parece estar relacionado ao evento
de senescéncia, apresentando elevada expressdo em folhas senescentes
(Valente et al., 2008; Pinheiro, 2007). Varios genes relacionados a defesa
incluindo os genes PRs sao induzidos durante a senescéncia (Quirino et al.,
2000; Buchanan-Wollaston et al., 2003; Takahashi et al., 2004). Recentes
estudos tém sugerido a sobreposi¢gdo na sinalizagdo da morte celular induzida
por patdgeno e senescéncia. (Quirino et al., 2000; Maleck et al., 2000; Schenck
et al., 2005). O mesmo transfator pode atuar nos dois eventos como é o caso
de AtWRKY70 (Ulker et al., 2007) e, possivelmente, GmMNACT em soja.

Proteinas PRs sdo expressas em estadios e/ou o6rgaos especificos
durante o desenvolvimento da planta. A atividade hidrolitica destas enzimas
pode contribuir para a geracdo de moléculas sinais que atuam como fatores
morfogénicos. Em embrides de cenoura, endoquitinases das classes IV séo

requeridas para transicdo do estagio globular na embriogénese (Van Loon et
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al., 2006; Van Hengel et al., 2001; Kragh et al., 1996). A expressao de quitinase
em Arabidopsis é relacionada ao programa de morte celular (Passarinho et al.,
2001). Adicionalmente, a transicdo do estagio PEM (massa pré-embrionaria)
para 0 embrido somatico carateriza-se por um processo intenso de morte
celular e uma forte indugéo de quitinase em Picea abies (Wiweger et al., 2003).

A inducdo de quitinase e o fenodtipo de morte celular associado a
expressao transiente de GmNACS reforgam a postulagao prévia sugerida em
Pinheiro et al., 2009, de que GmNACS5 pode estar associado ao evento de
morte celular que ocorre na diferenciagdo do embrido. Em concordancia,
registra-se uma alta expressdo deste gene em diferentes estagios de
desenvolvimento da semente (Meng et al., 2007; Pinheiro, 2007; Tran et al.,

2009).

2. GmNACS®6 é induzido por ferimento

Com o objetivo de avaliar o perfil de expressdo do gene GmNAC6 em
resposta a injuria mecanica, as folhas de soja foram feridas e a analise da
expressao génica avaliada por gRT-PCR (Figura 3). Os demais genes NACs de
soja descritos foram incluidos no ensaio para comparagdo. Os resultados
revelam um perfil de expressao distinto para os genes NACs avaliados (Figura
3A).

GmATAF apresentou uma forte indugéo transiente e inicial (60 minutos),

sendo que 3 horas apdés o estresse 0s niveis deste transcrito reduziu
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consideravelmente (Figura 3A). O agrupamento hierarquico realizado entre
proteinas NACs de diversas plantas indicou a relagdo de GmATAF (subfamilia
StNAC) e genes pertencentes aos grupos ATAF1 e ATAF2 (Pinheiro et al.,
2009). De fato, o perfil de expressao apresentado por GmATAF assemelha-se
a regulacdo a nivel transcricional dos genes NACs pertencentes a esta
subfamilia em outras espécies.

OsNAC6, CaNAC1 e StNAC pertencentes a subfamilia StNAC sao
induzidos de modo intenso e transiente em condi¢cado de ferimento (Ohnishi et
al., 2005; Oh et al., 2005; Collinge & Boller, 2001). ATAF1 e ATAF2 de
Arabidopsis sdo induzidos transientemente (30 minutos) apds ferimento, sendo
que ATAF2 apresenta uma elevacdo na expressao na ordem de 13 vezes, a
qual reduz para valores basais 5 horas apds a aplicagdao do tratamento
(Collinge & Boller, 2001; Delessert et al., 2004). Além disso, as proteinas do
subgrupo ATAF possuem um motivo conservado (motivo V) nas regides de
ativagdo transcricional (C-terminal; Ooka et al., 2003). Esta sequéncia
conservada (EVQSDPKW) foi também observada no dominio de transativacao
(C-terminal) de GmATAF (dado ndo mostrado).

GmATAF e ATAF2 sao induzidos por desidratacéo, o ultimo fortemente
induzido no tecido adjacente ao ferimento. Uma vez que, muitos genes
induzidos adjacentes a ferida sdo também induzidos por desidratagdo, a
indugdo GmATAF pode ser localizada neste grupo de células em especial
(Delessert et al., 2004; Pinheiro, 2007; Reymond et al., 2000). Coletivamente,
estes resultados apontam para a possivel conservacgao funcional das proteinas

das subfamilias StNAC, ATAF1 e ATAF2 na resposta a estimulo externo.
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De forma similar a GmATAF, destaca-se a expressao elevada de
GmNAC3 nos periodos iniciais da resposta ao ferimento (Figura 3A). A
caracterizagcao prévia de GmNACS3 indica o possivel envolvimento deste
transfator nos mecanismos de resposta a estresses abidticos. GmNAC3 é
similar aos genes ANACs pertencentes a subfamilia AtNAC3 (Ooka et al.,
2003) ou subfamilia “Stress NAC” (Pinheiro et al., 2009).

A expressao dos genes ANACs esta relacionada a estresse osmético,
desidratagcédo e acido jasménico (Tran et al., 2004). Ha indugdo de GmNAC3
ap6s tratamento com PEG, ABA e JA (Pinheiro et al., 2009). Acido jasménico é
um importante componente da resposta induzida por ferimento. Em adigao,
analise de microarranjo indicou muitos genes co-induzidos por ferimento e
desidratacdo (Reymond et al., 2000). A expressdao de GmNAC3 sugere a
possivel atuagao deste transfator como regulador positivo de mecanismos de
defesa a diferentes sinais estressores que compartiham o componente
ferimento.

GmNAC1 e GmNACG6 apresentaram padrao de expressao similar, com
forte inducdo apdés 3 horas de aplicacdo do ferimento. Diferentemente,
GmNAC2, GmNAC4 e GmNACS5 apresentaram baixos niveis de expressao
nesta condi¢ao (Figura 3A).

Estresse no reticulo endoplasmatico (RE) promove a ativagdo das vias
de sinalizacéo coletivamente denominada UPR (unfolded protein response), o
que resulta na indugéo dos genes residentes no RE, os quais auxiliam o correto
enovelamento protéico (Schroder & Kaufman, 2005; Ron & Walter, 2007).
Aplicagcdo de ferimento nas folhas de soja induz o estresse no RE, e

consequentemente a expressao dos genes responsivos (Kalinski et al., 1995),
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como verificado na indugdo de BiPD, calnexina, e do gene codificando
glutationa S-transferase (GST; Figura 3B). O perfil transiente na expressao de
BiP ap6s injuria foi também observado por Kalinski et al., 1995 e Jelitto-Van
Dooren et al., 1999. A sinalizagcao da resposta a ferimento parece ndo envolver
uma expressiva ativagdo transcricional dos genes NRPs (GmNRP-A e
GmNRP-B) em soja, mas claramente eles antecedem a indugdo dos
chaperones moleculares e de GmNACG6 (Figura 3).

A elevacdao na atividade da rota secretéria decorre da indugao
expressiva de genes relacionados a defesa como os genes PRs (PR1 e PR3;
Figura 3C). A expresséo de proteinas relacionadas a defesa ndo se restringe
somente ao desafio com patégenos sendo induzidas em condigdes de
estresses abiodticos como frio, estresse osmotico, seca e ferimento (Griffith &
Yaish, 2004; Van Loon et al., 2006). A ferida expde um sitio potencial para a
infeccdo de microorganismos, assim, a expressao dos genes PRs constitui uma

barreira contra patdgenos oportunistas (Reymond et al., 2000).
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Figura 3. Avaliacdo da expressdo génica em folhas de soja feridas. A epiderme superior
das folhas foi pressionada com uma espatula levando ao ferimento de 50% da area foliar. (A) A
expressdo dos genes NACs foi avaliada por meio de RT-PCR em tempo real. (B) Expressao
dos genes marcadores de estresse no RE (NRP-A, NRP-B, CNX, GST e BiPD). (C) Andlise da
expressao dos genes PRs (PR1-PR5). O valor de expressao foi calculado usando o método 2~
ARGt utilizando como controle endogeno a helicase, e normalizado com o tratamento controle
(folhas sem ferimento). Os cDNAs utilizados foram obtidos a partir de um pool de 2 réplicas
biolégicas (n = 2 réplicas manuais). CNX corresponde a Calnexina; GST, Glutationa S-

transferase; BiPD corresponde a chaperona molecular BiP, isoforma D.
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3. GmMNACS®6 ¢é induzido nas folhas infiltradas com enzimas que degradam

a parede celular

Alguns fitopatdgenos secretam enzimas que atuam na degradagdo da
parede celular facilitando a penetragdo no tecido vegetal, bem como, utilizando
estes produtos da degradagdo como nutrientes (Benhamou, 1996; McDowell &
Dangl, 2000). O tratamento das folhas com pectinase e celulase [enzimas que
degradam a parede celular (CDEs)] mimetiza o ataque de microorganismos, e
induz uma resposta de defesa local e sistémica (Vidal et al., 1998; Jelitto-Van
Dooren et al., 1999).

Como descrito na escala fenolégica de Fehr & Caviness, 1977, as
plantas de soja apresentam duas folhas unifoliadas opostas no periodo de
abertura dos cotilédones (estadio VC). Plantas de soja no estadio de
desenvolvimento VC (Fehr & Caviness, 1977) foram utilizadas para o ensaio de
resposta local e sistémica ao tratamento com enzimas hidroliticas. Deste modo,
as folhas infiltradas com a solugdo enzimatica foram usadas para avaliagcao
local da expressao génica (Figura 4). Paralelamente, as folhas opostas aquelas
infiltradas foram coletadas para avaliar a resposta sistémica (Figura 5).

A aplicagédo do extrato enzimatico promoveu a expressao local dos
genes relacionados a patogénese (PR1 e PR3), como observado na Figura 4A.
A inducédo de PR3, gene que codifica uma quitinase classe |, corrobora com a
atuacao das proteinas de defesa ao ataque do patdogeno, em especial na
hidrolise da parede celular dos microorganismos (Stintzi et al., 1993; Van Loon

et al., 2006).
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Figura 4. Anélise da expressé&o génica nas folhas infiltradas com enzimas que degradam
a parede celular (CDE). (A) Apds o tratamento das folhas com a solu¢do enzimatica nos
periodos indicados, a expressao de genes controle, marcadores de estresse no RE (NRP-B e
CNX) e PRs foi monitorada por PCR em tempo real. (B) A andlise da expressdo dos genes
NACs de soja também foi conduzida nas folhas infiltradas com a solugdo CDE. O valor de

expressao foi determinado com base no método 2hhct

, usando a helicase como controle
endogeno. A normalizagdo foi realizada utilizando tratamentos controle (folhas infiliradas com
solugdo tampao sem adigdo das enzimas nos tempos avaliados). Os cDNAs utilizados foram

obtidos a partir de um pool de 2 réplicas bioldgicas (n = 2 réplicas manuais).
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O tratamento com solugdo enzimatica resultou na inducédo local dos
genes NRP-B e Calnexina (Figura 4A). A inducdo dos genes que codificam
proteinas residentes no RE como BiP, PDI e calnexina ocorre nas infeccdes
com patdégenos, assim como, nas condigdes que mimetizam a interagdo, como
€ o caso das enzimas hidroliticas. As plantas antecipam a necessidade do
aumento na expressao dos genes do RE através de uma sinalizagao rapida,
distinta da UPR, a qual se configura como um mecanismo de feedback (Wang
et al., 2005; Vidal et al., 1998; Jelitto-Van Dooren et al., 1999).

A indugdo de NRP-B foi caracterizada na ativagado da via que integra o
estresse osmotico e do RE. A resposta envolvendo o estresse no RE nesta via
€ também independente da UPR (Costa et al., 2008). A forte indugao local de
NRP-B na sinalizagao responsiva a CDE supbe uma possivel convergéncia ou
mesmo sobreposi¢cdo dos eventos envolvendo a via integrativa e a resposta a
CDE.

A aplicagdo das enzimas hidroliticas promoveu uma forte expressao de
GmATAF, GmNAC3 e GmNAC4, os quais apresentaram cinética de expressao
similares (Figura 4B). Em contrapartida, este tratamento alterou muito pouco a
expressao de GmNAC1, GmNAC2 e GmNACS5. GmNACG6 apresentou um pico
acentuado de expressao apds 10 horas de infiltracdo com a solugao enzimatica
(variagédo de 12 vezes; Figura 4B).

Em comparacdo a GmNACG6, a cinética de indugdo dos genes
marcadores de estresse no RE em resposta a CDE € mais rapida, ocorrendo
indugdo de CNX apds 3 horas de tratamento, divergindo da cinética tardia de
indugdo de GmNAC6 (10 horas apos tratamento). O padrédo de cinética de

indugdo de CNX e GmNACG6 em resposta a enzimas hidroliticas se assemelha
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ao exibido por BiP e proteinas relacionadas a patogénese (PRs), descrito por
Jelitto-Van Dooren et al., 1999, e neste experimento para CNX e genes PR1 e
PR3. Assim em resposta ao ataque de patdégenos a indugcédo de chaperones
moleculares residentes no RE precede a indug¢ao de genes PRs, antecipando o
estresse causado pela elevacao na atividade da rota secretéria decorrente da

indugao expressiva de genes relacionados a defesa.

4. GmNACS6 é induzido de modo sistémico na condicdo que mimetiza o

ataque de patégenos

O mecanismo de defesa das plantas ndo se restringe aos pontos iniciais
de infecgdo pelo patdégeno. As plantas podem coordenar uma resposta
sistémica que estabelece um aumento na capacidade de defesa em tecidos
distantes (Sticher et al., 1997; Durrant & Dong, 2004).

Para avaliar a indugédo sistémica de alguns transcritos em resposta a
CDE, as folhas opostas as infiltradas com a solugdo enzimatica foram
analisadas (Figura 5). No periodo inicial da resposta sistémica ha um elevado
acumulo do transcrito GmNAC4, o qual reduz consideravelmente em poucas
horas (Figura 5A).

De uma maneira geral, os transfatores NACs relacionados a uma forte
inducdo local pelo tratamento estdo também associados a uma expressao
sisttmica. GmNAC3, GmNAC4 e GmNACG6 foram induzidos nas folhas

sistémicas, ao passo que, GmNAC1, GmNAC2 e GmNAC5 nao foram
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induzidos consideravelmente. Nao obstante, o perfil de expressido de GmATAF
diferiu nas duas condi¢des. Este gene parece responder intensamente a um
tratamento local como observado na expressdo de ordem 50 a 100 vezes
(Figura 4B), em oposi¢ao a condigao sistémica (6 vezes de aumento; Figura
5A).

Gm82 é a denominagao da sequéncia Gm0082x00223 que codifica uma
nova proteina com dominio NAC, agrupada juntamente com GmNAC6 na
subfamilia TERN (Pinheiro et al., 2009). Similar a GmNAC6, Gm82 ¢é induzido

na resposta sistémica a aplicacdo de enzimas hidroliticas (Figura 5A).
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Figura 5. Avaliacao da expressao génica naresposta sistémica as enzimas que degradam
a parede celular (CDE). (A) A expressdao dos genes NACs foi avaliada nas folhas nao
infiltradas com enzimas hidroliticas (CDE) por RT-PCR em tempo real, nos periodos indicados
na figura. (B) Ativacdo tardia dos genes relacionados a patogénese (PR7-PR4) nas folhas
sistémicas tratadas com CDE. O valor de expressao foi determinado com base no método 2~
AACt ysando a helicase como controle enddégeno. A normalizagéo foi realizada utilizando os
tratamentos controles respectivos (folhas opostas as infiltradas com solugdo tamp&o sem
adicdo das enzimas hidroliticas). Os cDNAs utilizados foram obtidos a partir de um pool de 2

réplicas bioldgicas (n = 2 réplicas manuais).

A expressao transiente dos genes NRPs induz morte celular em
protoplasto de soja e folhas de tabaco, e NRP-A é induzida na resposta
hipersensivel em soja (Costa et al.,, 2008; Ludwig & Tenhaken, 2001). A

ativacdo de uma resposta associada a morte das células ndo corresponde a
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uma estratégia de resisténcia sistémica as futuras infec¢gdes. Em conformidade,
nao houve indugcdo dos genes NRP-A e NRP-B nas folhas sistémicas do
tratamento com CDE (Figura A1, anexos).

O nivel de transcritos do gene Calnexina eleva-se no inicio do
experimento (3 horas) e assim permanece ao longo do tratamento. De modo
distinto, os genes PRs (PR1-PR4) sao induzidos de modo intenso, mas tardio
nas folhas sistémicas (24 horas; Figura 5B). A sinalizagdo da SAR (resisténcia
adquirida sistémica) envolve elevados niveis do sinalizador acido salicilico
promovendo a ativacdo da proteina reguladora NPR1 (“Nonexpressor of
pathogenesis-related (PR) genes 1”) também denominada NIM1. No nucleo,
NPR1 juntamente com fatores de transcricdo TGA promovem a expressao de
genes PRs (Pieterse & Van Loon, 2004; Durrant & Dong, 2004; Van Loon et al.,
2006). A intensa sintese de proteinas PRs direcionadas ao vacuolo e apoplasto
requer uma elevagdo coordenada na via secretéria de modo a assegurar o
apropriado dobramento, modificagcdo e transporte das proteinas PRs. NPR1
também controla diretamente a expressao de genes que codificam proteinas da
via secretoria (Wang et al., 2005).

A expresséo de genes do RE e dos genes relacionados a defesa parece
ser regulada por vias distintas na resposta a CDE. Uma sinalizagéo distinta da
UPR e independente de acido salicilico parece atuar na indugcdo rapida e
sistémica de BiP em tabaco (Jelitto Van Dooren et al., 1999). Além disso, a
indugdo dos genes residente no RE antecede o periodo de sintese das
proteinas PRs. Esta coordenagéo temporal na expressao génica é necessaria
para que a maquinaria celular (via secretoria) se ajuste frente ao aumento

iminente da atividade secretéria.
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5. Expressao dos genes NACs durante a resposta hipersensivel

Na interacéo planta-patégeno, o evento de morte celular parece ser um
componente da resposta de resisténcia prevenindo a colonizagao e proliferacéao
do patégeno. A morte celular associada a interagdo incompativel direciona o
processo de necrose programado e localizado nas plantas envolvidas na
resposta hipersensivel (Hofius et al., 2007). O fenétipo de necrose associada a
superexpressdao de GmNACG6 suscita a possivel participacdo deste gene no
processo de morte celular que caracteriza a HR. Com o intuito de acionar a
resposta hipersensivel, plantas de soja foram inoculadas com bactéria
Pseudomonas syringae patovar tomato (Pst).

A ativacdo da HR pode requerer a presenga de um gene de aviruléncia
(avr) do patdégeno que € reconhecido por um gene correspondente de
resisténcia (R) na planta (Jones & Dangl, 2006). Alternativamente, a reacéo
pode ser direcionada pela percepcdo do receptor da planta de um elicitor
especifico do patégeno ndo dependente de estirpe (Zipfel & Felix, 2005).

A bactéria Pst utilizada é uma bactéria fitopatogénica selvagem, sem
gene avr especifico. Nas folhas de soja, o surgimento da necrose nas regides
inoculadas ocorre cerca de 12 a 14 horas apés a infiltracdo (Figura 6). Folhas
de Arabidopsis infiltrada com P. syringae pv. tomato DC3000 (avrPpt2)
apresentaram colapso do tecido foliar nas primeiras horas apds a inoculacao
(De Vos et al, 2005). Em soja desafiada com Pseudomonas syringae pv.
glycinea (avrA), os sintomas da HR s&o visualizados 12-15 horas da inoculagao

(Ludwig & Tenhaken, 2001). O curto periodo necessario ao surgimento das
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necroses macroscopicas e a restricdo das mesmas ao local de inoculagao sao
caracteristicas tipicas do estabelecimento de uma interagdo incompativel

(Morel & Dangl, 1997; Greenberg & Yao, 2004).

Figura 6. Pseudomonas syringae patovar Tomato (Pst) induz a resposta hipersensivel em
soja. A suspensdo da bactéria Pst foi infiltrada na epiderme abaxial das folhas de soja. A

fotografia corresponde a 24 horas apds a inoculagao bacteriana.

Assim como observado nas folhas locais tratadas com CDE (Figura 4B)
houve uma forte indugdo na expressédo dos genes GmMNAC3 e GmNAC4,
observando-se um pico acentuado de acumulo do transcrito apés 6 horas do
tratamento com variagdo na expressao de 60 e 100 vezes para GmNACS3 e
GmNAC4, respectivamente (Figura 7A). Em contrapartida, a indugdo da
expressdao dos genes GmATAF, GmNAC2, GmNAC5 e GmNAC6 nao foi

elevada (valores inferiores a 10 vezes de variagdo). Embora GmATAF nao
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tenha sido fortemente induzido durante a resposta hipersensivel (variagcdo em
torno de 10 vezes nos periodos de 1 e 3 horas; Figura 7A), apresentou elevada
inducdo de expressao nas folhas infiltradas localmente com enzimas
hidroliticas (variagdo de 50 e 100 vezes; Figura 4B).

Embora nao tenha sido verificado uma acentuada inducdo de GmNAC6
durante a resposta hipersensivel, a atuacado deste transfator na morte celular
associada a HR pode estar relacionada a eventos de regulacdo pos-
traducionais. A atuacdo de OsNACH4, regulador positivo da morte celular

associada a HR é dependente de fosforilagao (Kaneda et al., 2009).
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Figura 7. Expressao génica durante a resposta hipersensivel. (A e B) A expressédo dos

genes NACs nas folhas inoculadas com a bactéria Pst foi avaliada por PCR em tempo real. (C)
A expressao dos genes responsiveis ao estresse no RE (NRP-A, NRP-B, CNX, BiPD, PDI1) foi

também analisadas. (D) Avaliagdo da indugdo dos genes relacionados a patogénese (PR1-

PRS5). O valor de expressdo foi calculado usando o método

272C" tendo por controle a

helicase, e normalizado com o tratamento controle (folhas n&do inoculadas). Os cDNAs

utilizados foram obtidos a partir de um pool de 3 réplicas bioldgicas (n = 2 réplicas manuais).
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A andlise do perfil de expressao génica durante o estabelecimento da
resposta hipersensivel foi estendida aos novos genes NACs identificados por
Pinheiro et al., 2009 (Figura 7B). Como citado previamente, Gm82 é similar em
sequéncia a GmNACG6. Em resposta ao tratamento, este gene apresenta uma
inducéo inicial decaindo a valores basais apdés 6 horas da inoculacdo. Gm119
(Gm0119x00075.1) é induzido durante HR, e apresenta um pico acentuado de
expressao (25 vezes) com 3 horas de tratamento. Gm119 pertence a
subfamilia SENUS5, cujo gene representante é induzido em folhas senescentes
(John et al., 1997).

Os genes GmO0178x0015 (Gm178) e Gm0258x00014 (Gm258) nao
foram induzidos durante a interacdo incompativel (Figura 7B). Gm178 é
agrupado na subfamilia NAM-B1 relacionada a eventos de senescéncia (Uauy
et al., 2006). Gm258 ¢ relacionado aos genes de Arabidopsis (ANAC042,
ANACO009 e ANAC094) agrupados na subfamilia ONACO022 (Pinheiro et al.,
2009; Ooka et al., 2003). Os membros desta subfamilia estdo envolvidos na
resposta a estresse salino, frio e no controle do florescimento em Arabidopsis e
arroz (Yokotani et al., 2009; Yoo et al., 2007).

Com relacédo aos genes NRP-A e NRP-B, previamente descritos como
indutores de morte celular (Costa et al., 2008), um pico acentuado na
expressdo de NRP-A ocorreu 6 horas apdés a inoculagdo do patégeno,
apresentando um variagéo de 8 vezes (Figura 7C). O gene NRP-B apresentou
um perfil de expresséo similar a NRP-A. Em culturas de células de soja, NRP-A
€ induzida apés 8 horas da inoculagdo de Psg(avrA), precedendo o evento de
morte celular (Ludwig & Tenhaken, 2001). Uma forte inducédo de NRP-A

durante HR também foi observada por Ludwig & Tenhaken, 2001.
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A resposta inicial de defesa promove uma indugdo de genes
relacionados a atividade da rota secretéria (Wang et al., 2005; Walter-Larsen et
al., 1993; Denecke et al., 1995). A inducéo dos genes residentes no RE (Figura
7C) antecedeu os fortes picos de indugdo dos genes relacionados a
patogénese (Figura 7D). A expressao dos genes PR, com a excegao de PR3, é
mostrada na Figura A2, em anexos.

Os horménios em planta atuam regulando diferentes processos de
desenvolvimento e vias de sinalizagao de resposta a estresse biotico e abidtico.
Acido salicilico (SA), acido jasménico (JA) e etileno (ET) s&o os fitohorménios
principais na resposta de defesa a patdgenos e ferimento (Glazebrook, 2001;
De Vos et al., 2005; Bari & Jones, 2009). As vias de sinalizagdo hormonais sao
requeridas de modo distinto por invasores especificos. Em geral, patégenos
com estilo de vida biotrofico sdo mais sensiveis a resposta mediada por SA.
Em contrapartida, JA e ET estdo frequentemente associados a defesa contra
patdgenos necrotéfilos e herbivoros. Embora estas sinalizagbes sejam
antagonistas, evidéncias de interagdes sinergisticas tém sido reportadas (Bari
& Jones, 2009; Mur & Kenton, 2006).

A resposta de defesa ao ferimento e a infecgdo por Pseudomonas
syringae pv. tomato promoveu uma indugdo na expressdo do gene GmPR3
(Figuras 3C e 7D). Este gene foi caracterizado como responsivo a JA e ET
(Mazarei et al., 2007). Em adigéo, verifica-se na interagdo incompativel, a
indugdo do gene GmPR2, responsivo a etileno, e a indugéo tardia de GmPR1,
responsivo a SA (Figura 7D e Figura A2, anexos; Mazarei et al., 2007). Estes
resultados sdo condizentes com a forte atuacdo de JA/ET na resposta de

defesa ativada apés ferimento (Reymond et al., 2000). Adicionalmente, os trés
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fitohormbnios estdo envolvidos na resposta decorrente da interagao
incompativel. De fato, inoculagdo de P. syringae pv. tomato DC3000 em
Arabidopsis induziu a expressao dos genes marcadores responsivos a SA, ET
e JA, e promoveu um forte aumento na produgao destes trés sinalizadores (De
Vos et al., 2005). Além disso, verifica-se a sobreposicdo das vias de
sinalizagdao envolvendo estes trés fitohormbénios no evento de morte celular

durante a HR (Devadas et al., 2002).

6. GmMNACS6 é induzido na interagcdo compativel

As plantas possuem eficientes mecanismos que previnem a invasao de
seus tecidos por patdgenos. Na resposta compativel, a interacdo de
microorganismos com as plantas leva ao estabelecimento de uma doenca
(Morel & Dangl, 1997). A bactéria Ralstonia solanacearum causa a murcha
vascular letal em mais de 200 espécies de plantas. Presente no solo, infecta
naturalmente as plantas através do sistema radicular, e em seguida, a
colonizagdo dos vasos do xilema possibilita a migragcado para a parte aérea. A
disfungao vascular decorrente da obstrugdo dos vasos xilematicos € a causa da
murcha, e da subsequente morte da planta (Boucher & Genin, 2000).

A infiltragdo da suspensao de Ralstonia solanacearum em folhas de soja

nao provocou nenhum sintoma macroscopico, como verificada na Figura 8.
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Figura 8. A bactéria Ralstonia solanacearum estabelece uma associa¢gdo compativel com
plantas de soja. Folhas de soja foram infiltradas com suspensbes bacterianas de
Pseudomonas syringae patovar Tomato (A) e Ralstonia solanacearum (B). A fotografia

corresponde a 24 horas ap6és as inoculagdes das bactérias.

A expressao dos genes NACs foi avaliada nas folhas desafiadas com R.
solanacearum. Assim como na infeccdo com Pst, verifica-se uma alta inducao
dos genes GmMNAC3 e GmNAC4 (Figura 9A). H4 um aumento crescente na
expressdo de GmNAC6 nas folhas inoculadas. Além disso, o perfil de
expressdo de GmATAF é similar ao observado na interagao incompativel, e
pode decorrer de uma resposta inespecifica a ferimento, resisténcia a
penetracao do patdogeno e perturbagcdes da homeostase.

Nao houve indugao na expressao dos novos genes NACs Gm82, Gm178
e Gm258 (Figura A3, anexos). Nao obstante, ocorreu acumulo do transcrito
Gm119 na interagdo compativel, assim como verificado na resposta
hipersensivel (Figura 7B). Varios estudos sugerem que a sinalizagcao ativada na
senescéncia foliar se sobrepde a resposta de defesa. Neste contexto, varios

genes codificando fatores de transcricao das familias WRKY, MYB e ERF sao
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induzidos durante a senescéncia e em resposta a diferentes patdégenos
(Quirino et al., 2000; Chen et al., 2002). Tais consideragdes sugerem o
envolvimento do transfator codificado por Gm71719 na resposta de defesa e
senescéncia. Experimentos futuros permitirdo a caracterizacdo destes novos
genes NACs de soja.

Os genes que codificam para as proteinas NRPs foram fracamente
induzidos nesta condicdo de interagdo compativel (Figura A4, anexos). A
detecgdo na expressao destes genes pode advir da alta sensibilidade da
técnica de Real Time PCR, uma vez que, a expressao de NRP-A nao foi
identificada por Northern blot na interacdo compativel (Ludwig & Tenhaken,
2001).

A infeccdo com Ralstonia solanacearum induziu a expressao dos genes
Calnexina e GST (Figura A4, anexos). Coletivamente, condicbes de estresse
como ferimento, aplicacdo de enzimas hidroliticas e patégenos promoveram a
indugdo dos genes que codificam chaperones moleculares e proteinas que
assistem o enovelamento protéico (PDI) e detoxicagdo (GST). Tal resposta
geral ao estresse difere das condigbes de desidratagdo por PEG e estresse
hidrico, as quais promoveram a repressao transcricional destes genes (Irsigler

et al., 2007; Valente et al., 2008).
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Figura 9. Avaliacdo da expressao génica durante a interacdo compativel. (A) A expressao
dos genes NACs (GmNAC1-GmNAC6 e GmATAF) nas folhas inoculadas com a bactéria
fitopatogénica Ralstonia solanacearum foi avaliada por PCR em tempo real. (B) Expresséo dos
genes relacionados a patogénese (PR7-PRS5) durante interagdo compativel. Os valores de
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expressdo foram calculados usando o método 2 , utilizando como controle endégeno a

helicase, e normalizado com o tratamento controle. Os cDNAs utilizados foram obtidos a partir

de um pool de 3 réplicas bioldgicas (n = 2 réplicas manuais).

As plantas sdo capazes de ativar diferentes respostas de defesa de uma

maneira dependente de patdégenos. A ativagdo de um mecanismo de resposta
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a patogenos biotréfico e hemibiotréfico envolve a atuagédo do horménio acido
salicilico. O nivel de SA eleva nos tecidos desafiados com patdégenos e sua
aplicagcao exogena resulta na indugéao de genes PRs (Smith et al., 2009; Bari &
Jones, 2009). Em concordancia, a inoculagao de R. solanacearum, patégeno
com estilo de vida biotrofico, induziu fortemente a expressdao de GmPR1
(Figura 9B), o qual é responsivo a SA (Mazarei et al., 2007).

GmATAF, pertencente a subfamilia StNAC apresenta similaridade com
ATAF2, o qual é induzido por MeJA, SA e infecgao por Pseudomonas syringae
(Delessert et al., 2004; Hauck et al., 2003). Analise de microarranjo em
Arabidopsis mostrou uma inducéo rapida e local de ATAF2 apés ferimento,
(Delessert et al., 2004). De fato, GmATAF apresenta uma expressao transiente
similar nas diferentes condigdes analisadas (Figuras 3A, 7A e 9A). Esta
resposta parece restringir ao local de aplicagdo do estresse, uma vez que nao
se observa forte indugdo em condigdo sistémica (Figura 5A).

O transfator da familia WRKY em Capsicum annuum, CaWRKY1
apresenta uma inducdo forte nos periodos inicias da infeccdo por patégenos
compativeis e incompativeis. CaWRKY1 e ATAF2 atuam como reguladores
negativos da resposta de defesa (Oh et al., 2008; Delessert et al., 2005). A
expressdo do gene de defensina PDF1.2 e dos genes relacionados a
patogénese foi reprimida nas plantas superexpressando ATAF2 e induzida nas
plantas knock-out (Delessert et al., 2005). Superexpressdao de GmATAF, por
sua vez, esta associada a repressao dos genes induzidos por tunicamicina e
dos envolvidos na via que integra a resposta ao estresse osmaotico e do RE

(Pinheiro, 2007). Adicionalmente, ATAF2 e GmATAF sao induzidos em
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condicdes que promovem a ativacdto da UPR como o tratamento com
tunicamicina (Martinez & Chrispeels, 2003; Irsigler et al., 2007; Pinheiro, 2007).

A regido promotora do gene ATAF2 apresenta um elemento regulatério
putativo responsivo a ER (ERSE-I) identificado em mamiferos (Martinez &
Chrispeels, 2003). Assim como ATAF2, a sequéncia ERSE-1 (CC-N,-CCACG)
estad presente no promotor de GmATAF (posicao -354 do ATG) (dado néo
mostrado). Em suma, GmATAF parece responder ao estresse causado pela
perturbacdo na homeostase do RE, em decorréncia da ativagao da UPR ou de
uma sinalizagao independente como € o caso da via integrativa.

A expresséao transiente de GmNAC1 promoveu o desenvolvimento de
clorose foliar e ndo estava relacionado, com a excecao de quitinase, a inducao
dos genes PRs (Figura 2). GmNAC1 €& fortemente induzido por ABA,
cicloheximida, em folhas de soja senescentes, e € reprimido pela citocinina
BAP suportando a sua fungdo no evento de morte celular associada a
senescéncia (Pinheiro et al., 2009; Valente et al., 2008). O gene CarNAC3 em
grao de bico é agrupado na subfamilia NAP, e considerando sua sequéncia
aminoacidica apresenta identidade de 79% com GMmNAC1. Assim como
GmNACT1, CarNAC3 é induzido por ABA, nas folhas senescentes e reprimido
por 6-BA (Peng et al., 2009).

A regulagao transcricional de GmNACT néao foi associada as condi¢oes
miméticas e de ataque de patdégenos. Nao obstante, verifica-se uma indugao
transiente de GmNACT apds ferimento (Figura 3A). Fatores ambientais
também regulam positivamente o processo de senescéncia. Analise global da
expressdo génica tem revelado grupo de genes comuns, principalmente

codificando fatores de transcricdo, que sao expressos durante a senescéncia
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induzida por desenvolvimento (envelhecimento) ou induzida (artificialmente).
Um total de 20 genes codificando transfatores NACs apresentaram elevados
niveis de expressado durante senescéncia natural e induzida por escuro (Lim,
2007; Lin & Wu, 2004; Guo et al., 2004). GmNAC1 pode atuar como regulador
positivo do processo de senescéncia induzida ou natural. Esta sinalizagcdo pode
requerer o horménio ABA, o qual regula o evento de senescéncia (Weaver et
al., 1998; Van der Graaff et al., 2006).

A sobreposicdo de vias de sinalizacdo distintas pode ser resultante da
inducdo de um mesmo fator de transcricdo. Genes de diferentes familias de
fatores de transcricdio como WRKY e ERF sao induzidos em resposta a
estresse abidtico e infeccdo por patdogenos (Chen et al., 2002). Transfatores
NACs sao responsivos a estresses bidtico e abidtico (Nakashima et al., 2007;
Ohnishi et al., 2005; Hegedus et al., 2003; Lu et al., 2007; Jensen et al., 2008).

GmNAC3 e GmNAC4 estdo envolvidos na resposta geral a estresse
abidtico, sendo induzidos por ABA, JA e sal (Pinheiro et al., 2009). Estes dois
genes estéo relacionados a ANAC019, ANAC055 e ANACO72 (Pinheiro et al.,
2009), os quais integram a subfamilia AtNAC3 (Ooka et al., 2003). As proteinas
NAC pertencentes a esta subfamilia apresentam elevada conservagao do
subdominio E. Além disso, a andlise da regido de ativagao transcricional (C-
terminal) sugere o envolvimento das proteinas da subfamilia AtNAC3 em
funcdes distintas (Ooka et al, 2003). De fato, ANAC0O19 e ANACO055 sao
induzidos por ABA, seca, estresse salino, ferimento, patégeno e atuam
regulando a expressao de genes de defesa em resposta a JA (Tran et al.,

2004; Bu et al., 2008).
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ANACO019 e ANACO055 atuam downstream do regulador positivo
(AtMYC2) da resposta induzida por acido jasménico. Esta sinalizagdo culmina
na expressao de genes responsivos a ferimento e repressdo de genes de
defesa como PR-1 (Bu et al., 2008). Em concordancia com estas informacgdes,
observa-se uma forte indugcédo dos genes homologos GmMNAC3 e GmNAC4 nas
condigbes de alta expressdo de GmPR3, responsivo a JA, quais sejam:
ferimento, CDE local e infeccdo por Pst.

OsNAC6 apresenta forte inducdo nas mesmas condicdes de estresse
que os transfatores GmMNAC3 e GmNAC4 em soja (Ohnishi et al., 2005;
Nakashima et al., 2007; Pinheiro et al., 2009) A superexpressao de OsNAC6
aumenta a tolerancia das plantas de arroz a desidratacéo, estresse salino e
infeccdo por fungo (Nakashima et al., 2007). Se a expressédo de GmNAC3 e
GmNAC4 estiver associada a maior resisténcia a patdogenos e as condi¢des de
estresses abidticos, estes genes corresponderdo a alvos potencias para a
manipulagéo génica em soja.

GmNAC?2 é induzido por PEG e seca (Pinheiro et al., 2009; Valente et
al., 2008), ao passo que, GmNACS nao responde a estresse abiotico, e é
relacionado a um processo de morte celular (Pinheiro et al., 2009). A regulacéo
transcricional associada a ferimento e patdégenos parece nado envolver
GmNAC2 e GmNACS. Estas informagdes sugerem a participagdo destes
transfatores em eventos especificos nas plantas de soja. GmNAC2
possivelmente relaciona-se a processos especificos de resposta a desidratacao

e GmNACS5 a morte celular inerente ao desenvolvimento.
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7. Superexpressdo de proteinas ricas em asparagina (NRPs) em

protoplastos induz a expressdo de GmNACS.

As proteinas NRP-A e NRP-B, de modo similar a GmNAC6 estao
relacionadas ao processo de morte celular, sendo reprimidas por inibidores de
senescéncia e induzidas por cicloheximida (Pinheiro et al., 2009; Costa et al.,
2008). Adicionalmente, GmNAC6 e os genes NRPs apresentam uma forte
indugdo em plantulas e células de soja tratadas com tunicamicina (Pinheiro,
2007; Pinheiro et al, 2009; Costa et al., 2008). Na presente investigacao, foi
demonstrado que, em plantas desafiadas com patogenos, os perfis de
expressdo de GmNACG6 e dos genes que codificam proteinas NRPs séo
similares, porém a indugdo desses genes ocorre com cinética diferente.
Conjuntamente, estes resultados sugerem a participacdo deste fator de
transcricdo na mesma via de sinalizagdo de morte celular mediada pelas
proteinas NRPs. A cinética de inducdo rapida de NRPs quando comparada
com a inducao tardia de GmNACG6 pode ser um indicativo de que NRPs sao
componentes “‘upstream” na via de transducdo de sinal resultando na inducéao
de GmNACS.

Para avaliar esta hipdtese, a expressao de GmNACG6, assim como de
outros genes NACs de soja, foi avaliada em protoplastos expressando
transientemente NRPs. A confirmagdo da transformacéo transiente dos genes
NRP-A e NRP-B é mostrada na Figura A5 em anexos.

Condigao de superexpressdo dos genes NRPs ndo altera de modo

significativo a expressdo dos genes GmNAC71-GmNACS, bem como de
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GmATAF (Figura 10). Este ultimo, por sua vez, é alvo da via integrativa

(Irsigler et al., 2007).

Quantificacao relativa

2 pMON-GTNRPB B pMON-GMNRP-A

Figura 10. GmNACG6 é induzido em protoplastos superexpressando NRPs. A expresséo
dos genes NAC (GmNAC1-GmNAC6 e GmATAF) foi determinada por RT-PCR em tempo real
em protoplastos transformados com o vetor vazio (pMON921) ou com os cassetes de
expressdo de NRP-A (pMON-NRP-A) e NRP-B (pMON-NRP-B). Os valores de expressao

—AACt
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foram obtidos com o método , tendo por controle endégeno a helicase, e normalizado com

o tratamento controle (protoplastos transformados com pMON921) (+DP, n= 3 réplicas
biolégicas). A analise de variancia pelo teste Tukey (p< 0,05) revelou a distingéo significativa de
GmNACG6 em protoplastos superexpressando NRPs. Em contrapartida, ndo houve variagdo na

expressao dos demais NAC.

Em contraste, superexpressao dos genes NRP-A e NRP-B promoveu
uma indugéo significativa na expressao de GmNACG6. A localizagado das NRPs
no citosol ou na membrana celular, assim como, a inducdo precoce destes
genes por indutores de morte celular suportam a atuagao inicial destas

proteinas no evento de morte celular (Costa et al., 2008). A sinalizagdo de
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morte celular/senescéncia em soja parece envolver uma cascata de eventos
com a atuacao inicial de proteinas NRPs e a consequente indug¢ao do transfator

GmNACS.

8. Superexpressdao de GmNAC6 em protoplastos néo altera expressao de

PRs

O transfator GmMNACG6 parece estar envolvido na resposta de defesa das
plantas de soja a patdgenos. A sua expresséo transiente em folhas de tabaco
estd associada a alta indugdo na expressdo de genes relacionados a
patogénese (Figura 2). Visando verificar a possivel modulagédo por GmNAC6 na
expressdo de genes relacionados com patogénese e senescéncia, foram
realizados experimentos em protoplastos de soja superexpressando GmNAC6
(Figura A6, anexos). A expressado dos genes de defesa e relacionados a
senescéncia GmPR1-GmPR5, GmCystP e GmDID néao diferiu na condigéo
controle (vetor vazio) e de superexpressao de GmNAC6 (YFP-GmNACE6;
Figura 11).

Embora GmDID nao tenha sido ainda caracterizado em soja, ele é
homologo a didiA9 em tabaco e AtSEN1, os quais s&do associados a
senescéncia, € no caso de AtSEN1T a resposta a patégenos (Simon-Mateo et
al., 2006; Schenk et al., 2005). O gene GmCystP, por sua vez, € o homdlogo
em soja do gene de cisteina protease NTCP-23 associado a senescéncia foliar

em tabaco (Costa et al., 2008).
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A incapacidade de GmNAC6 em induzir os genes relacionados a
patogénese e senescéncia pode advir da metodologia aplicada para obtengao
dos protoplastos. Neste procedimento, ha a incubacgédo das células de soja em
solugdo contendo hidrolases (celulase, macerozima e pectoliase). Tal
tratamento mimetiza a infiltracdo das folhas de soja com solugdo enzimatica
que degrada a parede celular, e esta condi¢ao, por sua vez, promove a indugao
dos genes PRs (Figura 4A). De modo similar, protoplastos de tabaco
apresentam elevados niveis de expressao de (-1,3-glucanase (Denecke et al.,

1995).
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Figura 11. Protoplastos superexpressando GmNAC6 ndo apresentaram alteracdo na
expressdo dos genes PRs de soja. A expressdo dos genes relacionados a patogénese
(GmPR1-GmPRS5) e ao evento de senescéncia (GmCystP e GmDID) foi monitorada por RT-
PCR em tempo real nos protoplastos transformados com o vetor vazio (pYFP) e com o cassete
de expressao de NAC6 (pYFP-GmNACG6) (+DP, n= 3 réplicas bioldgicas). A analise de
varidncia ndo indicou diferenga significativa na expressdo génica entre os tratamentos

analisados (p< 0,05).

Para comprovar se o tratamento enzimatico na preparagcdo dos
protoplastos induz a expressédo dos genes de defesa avaliados, a variagado na
expressdo génica dos dois tratamentos (controle e superexpressdo de

GmNACS®6) foi normalizada para a condi¢gdo n&o tratada (células de soja em
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suspensao; Figura 12). Em ambos os tratamentos, ha uma indugédo acentuada
na expressao dos genes alvos, embora nao se verifique diferenga entre os
protoplastos eletroporados com o vetor vazio (pYFP) e com pYFP-GmNACSE.
Logo, a metodologia usada é responsavel pela ativagao da resposta de defesa
e indugcdo de genes PRs. Adicionalmente, o protocolo de obtencdo de
protoplastos também induz a expressdao de GmNAC6 (Figura A7, anexos).
Estes dados sdo consistentes com a indugao local de GmNAC6 nas folhas
infiltradas com CDE (Figura 4B). Além disso, indicam que a indugédo de genes
PRs mediada por GmNACG6, conforme observado em folhas de tabaco, e a
resposta mediada por enzimas hidroliticas, que mimetizam o ataque de
patdgenos, ndo sédo aditivas e, portanto, estes dois mecanismos de indugéo

podem ser lineares.
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Figura 12. Genes relacionados a patogénese sdo induzidos em protoplastos de células de
soja. A expressao dos genes PR (PR1, PR3, PR4 e PR5) foi avaliada por PCR em tempo real
em células e protoplastos de soja. Os valores de expressao foram calculados usando o

método 2744

, utilizando como controle endégeno a helicase, e normalizado para o tratamento
controle (células em suspensao) (DP+, 3 replicas biolégicas). Nao houve diferenga significativa

entre YFP vazio e YFP-GmNACG6 pelo teste de Tukey (p< 0,05).
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A regulacdo de GmNACG6 parece ser dependente da expressdao dos
genes NRPs e envolver uma sinalizagdo de resposta a estresse no RE
independente da UPR. Com o objetivo de elucidar a modulagao transcricional
decorrente da atuacdo de GmNACS6, a expressao dos genes residentes no RE
e NRPs foi avaliada em protoplastos superexpressando este transfator (Figura
13). Expresséao ectépica de GmNACG6 néo alterou a expressao dos genes BiPD,
Calnexina e PDI1, consistente com a cinética tardia de indugcdo de GmNAC6
por patdbgenos em comparagao com os genes alvos da UPR. Similarmente, a
expressao transiente de NRP-A e NRP-B em protoplasto ndo induz a
expressao dos genes alvos da UPR, BiP e CNX (Costa et al., 2008).

A superexpressao de GmNACG6 nao alterou a expressao do gene NRP-
B. Em contrapartida, ha uma repressao significativa do gene que codifica NRP-
A (Figura 13). Superexpressdo de GmATAF, por sua vez, estd associada a
repressédo de GmNACG6 e dos genes GmNRP-A e GmNRP-B da via integrativa

(Pinheiro, 2007).
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Figura 13. Superexpressdo de GmNACS6 reprime GmNRP-A mas ndo altera a expresséo
dos chaperones moleculares do RE e de GmNRP-B. A expressao dos genes residentes do
RE (BiPD, Calnexina e PDI1) e das proteinas ricas em asparagina (GmNRP-A e GmNRP-B) foi
avaliada por RT-PCR em tempo real nos protoplastos transformados com o vetor vazio (pYFP)
e com o cassete de expressdo de NAC6 (pYFP-GmNACS6) (+DP, n= 3 réplicas bioldgicas). A
analise de variancia pelo teste de Tukey apontou a diferenga significativa entre os tratamentos

para a expressao do gene NRP-A (p< 0,05).

9. Identificacdo de cis-elementos regulatérios na regido promotora de

GmNACEG6.

Uma vez determinado que NRP-B promove a indugcao de GmNACS6,
tornou-se de interesse avaliar se este nivel de controle residia na ativacdo do
promotor. Para isso, a regido promotora do gene GmNACG6 de 1,3 kb foi isolada
e submetida a analise computacional para a presenga de elementos
regulatorios putativos, utilizando os softwares PLACE (Higo et al, 1999) e
PlantPAN (Chang et al., 2008). PLACE é um banco de dados de varios
elementos cis- e trans-atuantes em plantas (Higo et al., 1999). A plataforma

PlantPAN (Plant promoter analysis navigator) amplia a avaliacdo da sequéncia,
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uma vez que, integra diferentes bancos de dados externos como o
TRANSFAC, AGRIS, JASPER e PLACE (Chang et al., 2008).

A analise da sequéncia promotora de GmNACS6 revelou a presenca de
uma série de motivos conservados em promotores eucariéticos. De modo
consistente ao possivel papel deste gene em vias responsivas a estresses e
patdgenos, varias elementos especificos putativos foram encontrados na regiao
promotora (Figura 14).

Uma sequéncia putativa TATA box foi identificada no promotor na
posicao -156 considerando a sequéncia ATG de inicio da tradugdo. O elemento
regulatorio CAAT box putativo é encontrado tanto na posigédo -188 quanto na

posicao -297 em relacao a sequéncia ATG de inicio da traducéo.
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1300 ATTTGAACTCACACTAGAGAATCAAAATT AACATTTTCAAATATT
GAAGCTCCTTTTAATATTTGAGACTACTACACTAATAATCTTTTGCCAAG

1200 GGCGTAATTAATTTGCCGGAAGTTGTTTTTAAATGA ATTAATTAC
TGTTGACGAATTGAGTCTAGTAAAAGGAATTAACTTTAAAATAATAAATT

1100 TCGATTTAAATTCTTACTATAGAAAAAATACACTTGTGTTTACGGTTAAA
CTTTGAGAAATATTACATAAGATACTTTTTTGGGGGGGGAATTGTATTTA

-1000 CTATGAAA TTTGATTTAAGGCTTCATTAAATTAACGCTGCAGTACT
GTTTGGTTTGGAATTATGCCATTCAAGACCCAAATAAGAGTATGCACGTA

900 TTTAGATGTGAGGAACTTTCAAAAGGTTGGAGTTGAGTCTGCTAATTTGT
AATTTTCTCGTTTGGAAGCTGTTGGCATGTTGCTACGTTATTTGGCATGT

800 AAGTGGAATAACAACGACGTAGAAATACTTTTATTTTGTGCCCAAATCAT
TTAGCAAATAATACAAACTTGTTTCTTTGCTACAACGCACTTAGTAAAGT
100 CATAGACAAAAAAAATTAACCATAATGTGCGAGATCAAATCTCATAACTC
TTCTTCCCCCTTCTCCAGGGGATTGGGACCTTCATCTCTTGTGAACTTCC

-600  CTTAAAATAAAACCCTTACATGCATTAAAAACAAGTTAATGGTAAGGTAA
TTTTGTACCGTACATTTTTTTTCTTACATGCTGAAATGGAAGAAATTAAA

500 GAACATAAAGTATAAAGTATG TGAAAATTGTAAGAGGAATTTCCGG
GTAAAAGTCCAAAACCGAAAGAAAAAATAGGTCAAGCCATAACATGTATA
400  TCTGTCCCACCACAGTTTAGTCTCTGCAGACTTTTT GCCGCGTGG
GTCCCACTTCTGGCGGACCCACCACACTAATGTCGTAATAATGTGGAGAG

-300 TCGCAATTACAAGTCCATTTTCTTTCAAGATTTCTTAGAGACTTTTGTGC
CCCCTAGGCCTCCACGACCAA TAACCCAAACTCAAATATTTAATAA

200  AAATAAATCCATCAATTAGCATAGTTATGAAACCAACCATTCCTTATAAA
TACCCTCACAACACATATTCATTTTATATCAACTAACTTTGTGCTTCCTC

100 CGCAGAAAAATAAAAAAAGAGTAGCTAGCACTAGCTAGCTAAACACAGTA
CAGTAGTGATCATAGGCAAGCAAAAGCATATTCATAATATGGCAACCATG

Figura 14. Representacdo dos cis-elementos putativos na sequéncia nucleotidica do
promotor de GmNACS. A regido promotora foi analisada nos software PLACE e PlantPAN. Os
numeros indicam as posi¢des relativas ao cédon de iniciacdo da tradugdo ATG (cinza). Os
elementos regulatérios putativos em destaque sdo: TATA box, ABRELATERD1/ACGTAERD1,
ASF1IMOTIFCAMV, CAAT box, GT1GMSCAM4, ELRECOREPCRP1 (WBOX),
WYB1LEPR, nucleo da ligagdo de NACs (CACG) e core GT1 (GGTTAA).

Fatores ambientais como ferimento, auséncia de luz e infeccdo por
patdgeno, bem como, a presenca dos hormdnios ABA e etileno promovem a
senescéncia foliar (Weaver et al., 1998). A sequéncia ABRE (ACGTG) é

requerida juntamente com ACGT para a expressao responsiva a senescéncia

77



do gene AtERD1 (Simpson et al.,, 2003). Estes elementos putativos séo
encontrados no promotor de GmNAC6 nas posi¢cdes -906, -816 e -784 em
relacdo ao ATG. ABRE ¢ o principal cis-elemento atuante na expressao génica
responsiva a ABA (Yamaguchi-Shinozaki & Shinozaki, 2005). A presencga
destes elementos no promotor em analise é condizente com a inducédo
transiente e inicial de GmNAC6 decorrente da aplicagdo exégena de ABA
(Pinheiro et al., 2009). Além disso, correlagado positiva entre elevados niveis de
ABA e defesa a patdégenos tem sido relatada (Adie et al., 2007).

Fatores de transcricdo da familia WRKY atuam nos eventos de
desenvolvimento, na resposta a patdégeno, ferimento e estresse abidtico
(Robatzek & Somssich, 2002; Chen & Chen, 2002; Oh et al., 2008; Nishiuchi et
al., 2004; Zhou et al, 2008). Proteinas WRKY reconhecem o elemento W-box
(sequéncia TGAC) presentes nos promotores de varios genes relacionados a
defesa e senescéncia (Maleck et al., 2000; Chen et al., 2002; Nishiuchi et al.,
2004; Oh et al., 2008). Em salsa, proteinas induzidas por patogeno (WRKY1-3)
reconhecem as sequéncias responsivas a elicitor (TTGACC) nos promotores
dos genes PR-1 (Rushton et al., 1996).

Oito sequéncias putativas contendo o elemento consenso de ligagcao
especifica das proteinas WRKY estdo presentes no promotor do gene
GmNAC6 (-1271, -1164, 1148, -992, -479, -421, -364, -229). A abundancia de
sequéncias W-BOX (uma média 4.3 elementos/promotor) foi também
evidenciada nos promotores de 26 genes de defesa induzidos em Arabidopsis
desafiada por diferentes patdogenos (Maleck et al., 2000). Sequéncias W-BOX
podem atuar como elementos regulatorios negativos (Chen & Chen, 2002; Oh

et al., 2008). Assim, a presenga destes cis-elementos negativos no promotor de
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GmNACG6 poderia reprimir o acumulo do transcrito e os efeitos prejudiciais de
morte celular, a qual sua expressao esta associada (Figura 1).

As sequéncias putativas Myb1/MYB1LEPR (posigéo -120 do ATG) e GT-
1 (-1057 e -685) também estao presentes nas regides promotoras de genes de
defesa (Chakravarthy et al, 2003). O elemento responsivo a patégeno Myb1
regula a expressao de HSR203J em tabaco. Este gene apresenta uma indugao
forte, local e especifica da resposta hipersensivel (Pontier et al., 1998; Pontier
et al., 2001a). A ligacao dos fatores GT-1 em posi¢des distantes (-902 a -656)
no promotor do gene PR1-a, por sua vez, influenciam a expressao deste gene
na HR e na aplicagdo de SA (Buchel et al., 1999).

A regulagdo por fitohormdnios relacionados a resposta de defesa é
também observada para o elemento ASF1IMOTIFCAMV (posicao -1147
referente ao cédon ATG). Esta € a denominagao do elemento as-17 inicialmente
identificado no promotor 35S do virus do mosaico da couve flor (CaMV; Lam et
al., 1989). Genes caracterizados previamente e regulados por as-1 sé&o
relacionados a mecanismo de detoxicagcdo e resposta a patdgenos.
Adicionalmente, este cis-elemento é regulado por JA, SA e auxina, e direciona
a expressao na raiz (Ulmasov et al., 1994; Xiang et al., 1996; Xiang et al.,
1997). De fato, genes induzidos apds ataque de patdgenos pertencentes a
diferentes familias de transfatores como Myb, bZiP e AP2/EREBP apresentam
elevada expresséo na raiz (Chen et al., 2002). Estas informagdes reforcam os
resultados prévios de indugcdo na expressdo de GmNAC6 neste Orgao
(Pinheiro, 2007; Tran et al., 2009).

O reconhecimento da sequéncia as-1 (TGACG) deve-se a ligagao de

fatores de transcricdo TGA (bZIP), os quais interagem com NPR1 apods a
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indugdo da SAR. NPR1 é o regulador positivo da resisténcia induzida (Durrant
& Dong, 2004). Sequéncias W-box no promotor de AtNPR1 sao reconhecidas
especificamente por proteinas WRKY induzidas por acido salicilico e patégeno
(Yu et al., 2001). Tais sequéncias putativas denominadas WBOXATNPR1
(TTGAC) também ocorrem na regido promotora em estudo (correspondem a 5
das 8 sequéncias W-box). Desta forma, a presenca dos elementos
ASF1IMOTIFCAMV (as-1) e WBOXATNPR1 juntamente com a indugdo de
GmNACE6 nas folhas opostas as infiltradas com solugao enzimatica (Figura 5A)
sugerem a atuacao deste transfator na resposta sistémica.

Algumas proteinas NAC ligam-se ao promotor 35S de CaMV, na regiao
que se sobrepde ao cis-elemento ocs/as-1. Tal sitio de ligagdo ao promotor
35S é por sua vez, similar a NACRS (sequéncia de reconhecimento de NAC;
Xie et al., 1999; Duval et al., 2002; Hegedus et al., 2003; Olsen et al., 2005b).
Além disso, o nucleo de ligacdo ao DNA de algumas proteinas NAC (CACG) e
a sequéncia complementar reversa (CGTG) estdo presentes no promotor de
GmNACG6 (-238, -355 e -906; Olsen et al., 2005b). Coletivamente, estas
observagdes indicam a possibilidade de regulagdo de GmNACG6 por proteinas
da familia NAC.

GT1GMSCAM4 (-1079, -1026, -430 e -96) é a referéncia para o cis-
elemento putativo GT-1 (GAAAAA) identificado no promotor do gene CaM-4 de
soja. A interagdo do fator de transcrigdo GT-1 e o cis-elemento GT-1 é
requerida para a expressao da calmodulina (SCAM-4) induzida por patégeno e
NaCl (Park et al., 2004).

Ca'™ e proteinas de ligagdo especifica como a calmodulina (CaM) sdo

importantes na resposta de defesa em plantas. Estresse bibtico e abidtico
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direcionam mudangas no calcio livre e na expressao dos genes que codificam
CaM. A calmodulina € um mediador intracelular ubiquo na sinalizacdo de Ca™".
Em sua funcdo efetora, CaM pode regular a atividade transcricional de
transfatores. As isoformas de CaM em soja se ligam de forma distinta ao
transfator AtMYB2 e regulam sua capacidade de ligacdo ao DNA (Yang &
Poovaiah, 2003; Yoo et al., 2005). Em Arabidopsis, o transfator NAC (CBNAC)
liga-se a CaM e parece atuar como repressor transcricional (Kim et al., 2007a).

AtSR1-6, assim como, NtER1 codificam fatores de transcricdo
responsivos a estresse que se ligam a CaM de modo dependente de Ca*™. O
dominio de ligagdo ao DNA destes transfatores reconhece cis-elemento de 6pb
com o consenso CGCG. Um dos elementos caracteristicos CCGCGT (-358) é
encontrado no promotor de GmNAC6. Genes em Arabidopsis apresentando
esta sequéncia consenso estdo envolvidos na resposta a estresse, reparo do
DNA, sinalizagéo por etileno e ABA (Yang & Poovaiah, 2002).

A comunicagdo entre Ca**/CaM e vias de sinalizagdo envolvendo
estresse ambiental, auxina, ABA, etileno tem sido reportadas (Larkindale &
Knight, 2002; Yang & Poovaiah, 2003). A sinalizacdo de defesa que antecede a
inducdo de GmNAC6 pode envolver diretamente a complexidade da
sinalizagdo mediada por calcio e seus mediadores como a CaM.

Analise de sequéncias promotoras na plataforma PlantPAN possibilita,
em adi¢cdo a busca de cis-elementos regulatorios putativos, avaliar a presenga
de elementos repetidos em tandem e ilhas CpG/CpNpG (Chang et al., 2008).
As repeticbes em tandem sao cruciais para a regulagdo génica em plantas
(Rasmussen & Donaldson, 2006). Regides no DNA com alto conteudo das

sequéncias CpG/CpNpG sao sitios importantes de metilagdo que podem
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resultar no silenciamento génico (Lewin, 2004; Cao & Jacobsen, 2002). A
regidao promotora de GmNAC6 nao apresentou ilhas CpG/CpNpG nem
elementos repetidos em tandem. Em resumo, a indu¢cdo de GmNAC6 na
condigdo de ataque de patégeno e ferimento esta condizente com a presenga

de cis-elementos putativos de resposta a estresse no promotor deste gene.

10. O promotor do gene GmNACG6 néo € induzido por expresséo transiente

de NRP-B em folhas de tabaco.

Uma vez demonstrado que superexpressao das proteinas NRPs (NRP-A
e NRP-B) em protoplastos promove elevagdo na expressdao do transfator
GmNACSE, foi de interesse avaliar se o referido controle ocorria no nivel de
ativagdo de promotor. Desta forma, para avaliar se a indugédo dos genes NRPs
ocorre como um evento inicial na sinalizagdo que promove a inducio
transcricional de GmNACS6, os experimentos de expressido ectopica de NRPs
foram estendidos para ensaios in planta com a regido promotora deste
transfator NAC. A construgcdo contendo a sequéncia do promotor de GmNAC6
fusionada ao gene repoérter GUS (B-glucuronidase) foi utilizada para a
transformacdo estavel de tabaco. Paralelamente, folhas de tabaco foram
transientemente transformadas com a construgdo contendo o promotor e
mensuradas as atividades enzimaticas (confirmagdes das expressdes nas

Figuras A9 -12, anexos).
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Co-expressao transiente em folhas de tabaco da construcao pNACG6-
GUS e NRP-B nao alterou significativamente a atividade de GUS (Figura 15;
Figuras A8, anexos). Similarmente, co-expresséao do gene rplL18, utilizado
como controle, ndo alterou a atividade enzimatica de GUS, sob o controle do

promotor de GmNACG6 (Figura 15).
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Figura 15. NRP-B sozinho néo ativa o promotor de GmNACG6. Folhas de tabaco foram co-
infiltradas com as construgdes de interesse: pNAC6:GUS + YFP- Atrpl/18; pNAC6:GUS + YFP-
GmNRP-B. A atividade especifica de GUS foi determinada pelo ensaio fluorimétrico com
extrato protéico das folhas infiltradas e expressa em nmol de 4-methylumbelliferone ug !
proteina. min ' (+DP, n= 3 repeti¢cdes biologicas). O teste de Tukey ndo apontou diferenga
significativa entre os dois tratamentos (p< 0,05). A analise estatistica foi realizada no programa
SAEG.

A técnica de expressao transiente envolvendo um sistema de co-
expressado pode ndo ser eficiente para averiguar indugbes pequenas, embora
significativas que ocorre na regido promotora do transfator. Particularmente,

isto se deve a alta meia vida da enzima GUS que permite acumulo da proteina
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em grandes intervalos de tempo, podendo consequentemente mascarar
pequenas variacdes na atividade de promotores. Adicionalmente, os eventos
que antecedem a expressao de GmNAC6 podem ser influenciados por uma
cascata de sinalizagao especifica na soja e ausente no sistema utilizado. Além
disso, a modulacdo de GmNAC6 mediada por NRPs pode decorrer de
mecanismos regulatorios pés-transcricionais. Assim, o acumulo do mRNA de
GmNACG6 em protoplastos superexpressando NRPs pode advir do aumento na
estabilidade deste transcrito. A regulacdo do gene AtNAC2/ORE1, regulador
positivo da morte celular associada a senescéncia, € dependente da
estabilidade do mRNA. O RNA de interferéncia (miR164) regula negativamente
o acumulo do transcrito ORE1 em folhas jovens e no inicio da senescéncia. A
expressdo de miR164 é reduzida gradualmente, de modo dependente do
envelhecimento (Kim et al., 2009). Similarmente a GmNACS6, a superexpressao
de UBA2a e UBA2b promove morte celular e indugéo de genes relacionados a
defesa e senescéncia. Estes transcritos foram induzidos por ferimento, mas
nao na senescéncia natural. Os genes UBA codificam proteinas de ligagdo a
RNA atuando na regulagdo pos-transcricional, e podem estabilizar ou
desestabilizar (reprimir) transcritos especialmente envolvidos na progressao da
senescéncia induzida por estresses (Kim et al., 2008). Experimentos de
expressao transiente dos genes NRPs em plantas de tabaco transformadas
estavelmente com construcdo pNAC6: GUS possibilitara esclarecer estas

perguntas.

84



V - CONCLUSOES

Fatores de transcricdo da familia NAC em soja apresentam perfis de
expressao distintos em reposta ao estresse bidtico e abidtico. GmATAF,
GmNAC3 e GmnNAC4 atuam na resposta geral a diferentes fatores bidticos.
De modo interessante, o gene GmNAC4 embora ndo tenha sido induzido por
injuria mecanica foi fortemente expresso na condicdo de ataque de patdgenos.
GmNACT1 respondeu apenas transientemente a ferimento. Em contrapartida,
GmNAC2 e GmNACS nao foram regulados transcricionalmente por condigdes
bidticas. Dentre os novos genes NACs de soja avaliados, Gm82 foi induzido
durante a resposta hipersensivel e sistémica, ao passo que, Gm119 foi
induzido na interagdo compativel e incompativel.

GmNAC6 esta relacionado ao evento de morte celular e a resposta
elicitada por patogenos e ferimento. Caracteristicas similares envolvendo a
expressdo dos genes NRPs e GmNAC6 sugere a integragdo destes
sinalizadores em uma mesma sinalizagdo (Figura 16). Neste contexto,
GmNAC6 atuaria como um gene de expressao tardia dependente da
sinalizagcdo upstream mediada pelas NRPs. Como modulador transcricional,
GmNACG6 poderia participar do mecanismo de feedback reprimindo o gene
NRP-A, assim como, promover a expressao dos efetores de morte celular. O
estudo funcional do promotor do gene GmNAC6 e do envolvimento das NRPs
na inducao deste transfator poderao elucidar a via de sinalizagdo envolvendo

morte celular dependente de estresses no RE, em soja.
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Figura 16. Modelo proposto para a sinalizacdo envolvendo GmNACSG e proteinas NRPs. A
sinalizagao de morte celular associada as proteinas NRPs decorre do sinal de estresse gerado
no reticulo endoplasmatico. A via de sinalizagado ativada pela atuagdo das NRPs parece
promover um aumento na transcrigdo ou elevar a estabilidade do transcrito GmNACS6. Este
gene NAC pode participar na inducao dos efetores e reguladores da morte celular programada
em soja. Em adigdo, como modulador transcricional GmNAC6 pode ativar uma resposta de

feedback, a qual reprime a expresséo do gene que codifica a proteina NRP-A.
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Figura A1. Indugdo dos genes GmNAC6, GmATAF e GmNRPs nas folhas sistémicas
tratadas com CDE. A analise da expressao dos genes de soja foi realizada por RT-PCR em
tempo real nas folhas opostas as infiltradas com a solu¢do CDE nos periodos indicados na

figura. O valor de expressao foi determinado com base no método 27hhct

, usando a helicase
como controle endégeno. A normalizagdo foi realizada utilizando os tratamentos controles
respectivos (folhas opostas as infiltradas com solugdo tamp&o sem adicdo das enzimas
hidroliticas). Os cDNAs utilizados foram obtidos a partir de um pool de 2 réplicas bioldgicas (n =

2 réplicas manuais).
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Figura A2. Padrdo de expressdo dos genes relacionados a patogénese na resposta
hipersensivel. A expressdao dos genes PRs (GmPR1, GmPR2, GmPR4 e GmPR)5) foi
determinada por RT-PCR em tempo real nas folhas infiltradas com a bactéria fitopatogénica Pst

nos tempos indicados. O valor de expresséao foi calculado usando o método 2hAct

, utilizando
como controle enddgeno a helicase, e normalizado com o tratamento controle. Os cDNAs

utilizados foram obtidos a partir de um pool de 3 réplicas biolégicas (n = 2 réplicas manuais).
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Figura A3. Inducédo dos novos genes NACs de soja na interacdo compativel. A expressao
dos genes NACs em folhas inoculadas com a bactéria fitopatogénica Ralstonia solanacearum
foi avaliada por PCR em tempo real. O valor de expressao foi calculado usando o método 2~
A8¢ tendo por controle enddgeno a helicase. Os cDNAs utilizados foram obtidos a partir de um

pool de 3 réplicas bioldgicas (n = 2 réplicas manuais).

108



©

2

& 600 -

o

o

i

§ 400-

=

©

& 200 -
0,0 -

NRP-A NRP-B GST CNX

O 3h @ 6h B 12h @ 24h

Figura A4. Expressdo dos genes relacionados ao estresse no reticulo endoplasmético
durante a infeccdo com Ralstonia solanacearum. A expressdo dos genes responsiveis ao
estresse no RE (NRPs, GST, Calnexina) foi avaliada por PCR em tempo real. O valor de

expressao foi calculado usando o método 2-hAct

, utilizando como controle enddégeno a helicase.
Os cDNAs utilizados foram obtidos a partir de um pool de 3 réplicas biologicas (n = 2 réplicas

manuais).
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Figura A5. Expresséo transiente de GmNRP-A (A) e GmNRP-B (B) em protoplastos.
Plasmidios contendo cassete de expresséo de NRP-A (pMON921-NRP-A) e NRP-B
(PMON921-NRP-B) foram eletroporados em protoplastos de soja. Decorridas 30 horas de
incubagdo, a expressdo génica foi avaliada por RT-PCR quantitativo. pMON indica a
eletroporagéo com o vetor vazio pMON921. Os valores de expressao foram calculados usando
o método 272%, utilizando como controle endégeno a helicase. Os valores representam uma

média de 2 réplicas bioldgicas (+DP, n = 2 réplicas manuais).
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Figura A6. Expressdao transiente de GmNAC6 em protoplastos. Protoplastos de soja foram
eletroporados com cassete de expressdo de NAC6 (pYFP-NACG) e o vetor vazio. A expressao

génica foi avaliada por PCR em tempo real. YFP indica a eletroporagao com o vetor vazio. Os
A€t utilizando como controle

mRNA/helicase

YFP-GNACS

valores de expressdo foram calculados usando o método 2

enddgeno a helicase (+DP, n = 3 réplicas bioldgicas).
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Figura A7. Expressdo de GmNAC6 em células e protoplastos eletroporados com YFP
vazio. Plasmidio contendo cassete pYFP vazio foi eletroporado em protoplastos de soja. A
expressdo do gene GmNACG6 foi avaliada por PCR em tempo real. Os valores de expresséo
foram calculados usando o método 2 2%, utilizando como controle endogeno a helicase. O

resultado corresponde a média de 2 experimentos independentes (DP+, 6 repeticoes

bioldgicas).
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Figura A8. Atividade do promotor GmNAC6 em folhas de tabaco transformadas
transientemente com NRP-B. As folhas de tabaco foram infiltradas com suspensbes de
agrobactérias transformadas com as construgdes de interesse: vetor vazio (pCAMBIA vazio),
pNACG6:GUS (GUS, sob o controle do promotor de GmNACS6), e co-transformacgdes: pCAMBIA
vazio + YFP-GmNRP-B; pNAC6:GUS + YFP-GmNRP-B. A atividade especifica de GUS foi
determinada pelo ensaio fluorimétrico com extrato protéico das folhas infiltradas e expressa em

nmol de 4-methylumbelliferone. ug " proteina. min

(+DP, n= 3 repeti¢cdes bioldgicas). Nao
houve diferenca significativa na atividade enzimatica com a superexpressdo de NRP-B (p<

0,05).
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Figura A9. Confirmac&o da transformacgéo transiente de tabaco com constru¢gdes do vetor
pCAMBIA1381Z. A presenca do vetor pCAMBIA1381Z foi verificada nas folhas de tabaco
infiltradas, utilizando o primer para o gene de resisténcia a higromicina (hptll). M, marcador

molecular, 2, controle positivo, 3 e 14 amostras correspondentes ao ensaio da figura A8.
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Figura A10. Confirmacdo da transformacdo transiente de rpL18 de Arabidopsis. A
superexpressao de rpL18 foi analisado por RT-PCR utilizando oligonucleotideos especificos.
M corresponde ao marcador. A canaleta 1 refere-se ao controle negativo enquanto a canaleta 2

ao controle positivo. 3 a 5 correspondem as amostras demonstradas na Figura 23.

Figura A11. Confirmac&o da expressédo transiente de NRP-B em folhas de tabaco. O
acumulo de mRNA de NRP-B foi analisado por RT-PCR utilizando oligonucleotideos
especificos para o gene de soja. M corresponde ao marcador. A canaleta 1 refere-se ao
controle negativo enquanto a canaleta 2 ao controle positivo. 3 a 5 correspondem as amostras

demonstradas na Figura 23.
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Figura A12. Confirmac&o da expressédo transiente de NRP-B em folhas de tabaco. O
acumulo de mRNA de NRP-B foi analisado por RT-PCR utilizando oligonucleotideos
especificos para o gene de soja. M corresponde ao marcador. A canaleta 1 refere-se ao
controle positivo enquanto a canaleta 2 ao controle negativo. 3 a 8 correspondem as amostras

demonstradas na figura A8.
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