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RESUMO

SOUZA, Gilza Barcelos de, M.Sc., Universidade federal de Vigosa, fevereiro de 2014.
Identificaciio de proteinas que interagem com o fator de transcri¢io GmbZIP105 de
soja (Glycine max). Orientador: Luciano Gomes Fietto. Coorientador: Murilo Siqueira
Alves.

As plantas sdao organismos sé€sseis capazes de reconhecer e combater os diversos
patogenos. O reconhecimento dos organismos estranhos ou efetores liberados por eles
resulta em Imunidade Desencadeia por Padroes Moleculares Associados a Patdgenos
(PTI) ou em Imunidade Desencadeada por Efetores (ETI). Em resposta a reconhecimento
dos patogenos a planta hospedeira ativam complexas vias de sinaliza¢do de defesa, que
muitas vezes sdo mediadas pelos fito-hormonios tais como auxina, acido salicilico (SA),
acido jasmonico (JA), acido abscisico (ABA) giberilinas e etileno (ET). Outro importante
componente das vias de defesa sdo os transfatores. A familia bZIP possuem alguns
membros relatados por serem responsivos a estresses biotico e abidtico, entretanto,
poucas interagdes entre proteinas que modulam esses transfatores sdo conhecidas. Alguns
genes bZIPs do grupos C de Arabidopsis thalina e seus ortdlogos sdo relados em resposta
a estresse biotico. Considerando a similaridade de estrutura com esses genes, além de
serem responsivos a fito-hormonios e ao fungo biotroéfico em soja, acreditamos que o
gene bZIP105 possui uma fungao relevante em vias de sinalizagdo em resposta a estresse
bidtico. O objetivo deste trabalho foi identificar proteinas que interagem com
GmbZIP105 em ensaios de duplo hibrido de leveduras, utilizando o transfator como isca
para obten¢do de cDNAs alvos em biblioteca de soja submetidas a diferentes estresses.
Foram identificadas trés proteinas que interagem com GmbZIP105 na triagem da
biblioteca de soja: proteinas ndo caracterizada de soja, asparagina sintetase e proteinas
reprimida por auxina (ARP). A proteina ndo caracterizada ndo ha relatos sobre seus
dominios conservados e sua fun¢do bioquimica. A proteina asparagina sintetase ¢ descrita
por ser responsivo a infec¢do por patdogenos e tratamento com fito-hormonios. A terceira
proteina identificada foi a ARP, ¢ uma proteina reprimida por auxina durante o
desenvolvimento do fruto, dorméncia de gemas, e ativada durante o ataque de nematoides.
Assim essas interagdes obtidas por ensaios in vivo indicam que essas proteinas sao
provaveis componentes de vias de sinalizacdo de resposta a estresse bidtico, podendo

atuar modulando positivamente ou negativamente a atividade de GmbZIP105.
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ABSTRACT

SOUZA, Gilza Barcelos de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, february, 2014.
Identification of proteins that interact with the transcription factor GmbZIP105 of
soybean (Glycine max). Adviser: Luciano Gomes Fietto. Co-adviser: Murilo Siqueira
Alves

Plants are sessile organisms capable of recognizing and attack various pathogens . Foreign
organisms recognition or effectors released by them results in Pathogen-Associated
Molecular Patterns -triggered immunity or effector-triggered immunity. In response to
recognition of the host plant pathogens activate complex signaling pathways of defense,
which are often mediated by plant hormones such as auxin, salicylic acid (SA), jasmonic
acid (JA), abscisic acid (ABA) and ethylene giberilinas (ET). Other important
components of defense pathways are transfatores. The bZIP family members have
reported some for being responsive to biotic and abiotic stresses, however, few
interactions between proteins that modulate these transfatores are known. Some genes
bZIPs groups of C Arabidopsis thaliana and their orthologs are reported in response to
biotic stress. Considering similarity of structure with these genes, and are responsive to
hormones and biotrophic fungus soybean believe that the bZIP 105 gene has an important
role in signaling pathways in response to biotic stress. The objective of this study was to
identify proteins that interact with GmbZIP105 two-hybrid assays in yeast using
transfator as bait to obtain cDNAs targets in soybean subjected to different stresses
library. Three proteins that interact with GmbZIP105 for screening soybean library were
identified: uncharacterized protein soybean, asparagine synthetase and auxin repressed
protein (ARP). The uncharacterized protein there are no reports about their conserved
domains and their biochemical function. Asparagine synthetase protein is described to be
responsive to infection by pathogens and treatment with hormones. The third protein
was identified a ARP, is a protein repressed by auxin during fruit development, bud
dormancy, and activated during the attack nematode. These interactions obtained by in
vivo assays indicate that these proteins are likely components of signaling pathways in
response to biotic stress, can act positively or negatively modulating the activity

GmbZIP105.



. INTRODUCAO

Ao longo da evolucgao as plantas desenvolveram mecanismos basicos de defesa contra
a invasdo de patdégeno: a Imunidade Desencadeada por PAMPs (PTI) e a Imunidade
Desencadeada Por Efetores (ETI) (Jones e Dangl., 2006). Diferentes cascatas de
sinalizagdes sdo ativadas por esses mecanismos basais de defesa vegetal, e resultam em
reprogramagao transcricional. Os produtos desses genes ajudam a planta hospedeira a

adaptar-se ou superar as condi¢des adversas (Mahajan e Tuteja, 2005).

Os fito-hormdnios vegetais constituem um componente importante da defesa das
plantas contra estresse bidtico, entre eles podemos destacar: auxinas, SA, JA, giberilinas,
ABA e ET (Verhage et al., 2030 Essas diferentes vias de sinaliza¢do mediadas por fito-
hormonios podem interagir de forma antagonica ou sinérgica, proporcionando assim
maior flexibilidade de resposta a uma gama patogenos (Glazebook, 2005; Verhage et al.,
2010;Pieterse et al., 201Xin e He, 2013

A sinalizagao defesa mediada por JA ¢ dividida em dois ramos, dependendo do
organismo invasor: o primeiro ramo ¢ mediado pelo transfator Octadecanoi Responsive
Arabidopsis 59(ORA59) que juntamente com a sinalizagdo de ET, promovem a
resisténcia contra patdogenos necrotroficos, € o outro € mediado pelo transfator Jasmonate
insensitive 1/MYC2 (JINMYC2) e atua em resposta de defesa contra herbivoros
(Dombrecht et al., 2007; Verhage et al., 2031

As auxinas s3o fito-hormdnios envolvidos principalmente no crescimento e
desenvolvimento vegetal, mas recentemente foi relatado por atuar durante as interagdes
planta-patdgenos (Verhage et al., 2010; Multka et al., 2013). Esse fito-hormonio exerce
papel positivo na regulacdo de resposta de defesa a patogenos necrotroficos (Gonzales-
Lamothe et al., 2012; Qi et al., 2012;). Mas, parecem promover a susceptibilidade a
patogenos biotréficos e hemibiotroficos. Em contrapartida, a planta por sua vez,
desencadeia a sinalizagdo de SA que ¢ capaz de reprimir a sinalizagdo de auxina,

promovendo resisténcia a patdgenos biotroficos (Wang et al., 2007).



Além dos fito-hormonios muitas proteinas atuam nas vias de sinalizagdo de defesa,
como por exemplo, os fatores de transcri¢do ou transfatores. Os transfatores sdo capazes
de se ligarem aos cis-elementos presente nos promotores de genes alvos, resultando na
ativagdo ou repressao da atividade transcricional (Udvardi et al., 2007). As seis principais
familias envolvidas em resposta de defesa sdo: basic leucine zipper containing domain
proteins (bZIP), proteinas que contém uma ou duas regides com a sequéncia WRKYGQK
(WRKY), myelocytomatosis related proteins (MYC), myeloblastosis related proteins
(MYB), Apetala2/Ethylene-Responsive Element Binding Factors (AP2/EREBP) e no
apical meristem (NAM), Arabidopsis transcription activation factor (ATAF), and cup-
shaped cotyledon (CUC), e também denominado NAC (Alves et al., 2014).

A familia de transfatores que contém o dominio bZIP ¢ uma das maiores familias em
eucariotos, e nas plantas, essas proteinas regulam genes de resposta ao estresse abidtico,
maturacgdo das sementes, desenvolvimento floral e defesa contra patdégenos (Jakoby et al.,
2002). Jakoby e colaboradores classificaram as proteinas bZIPs de Arabidopsis thaliana

(AtbZIPs) em 10 grupos diferentes: A, B, C,D, E, F, G, H, I e S.

A modulacdo da fun¢do dos transfatores através de interagdes com proteinas
reguladoras € um processo crucial para a ativacao ou de repressdo de vias de transdugdo
de sinal. Algumas proteinas foram relatados por modular a fun¢do de transfatores bZIPs
de planta, tais como o NPR1 e TGAs (membros da familia bZIP que se ligam aos cis-
elemento TGACGTCA) durante a sinaliza¢do de SA em resposta a patdgenos biotréficos
(Zhou et al., 2000). Outra interagdo relatada ocorre entre a proteina citosolica LSDI1
(lesions simulating resistence 1) e o AtbZIP10, resultando na retengdo do transfator no

citoplasma (Kaminaka et al., 2006).

Considerando a importancia da modulagdo da atividade dos transfatores por proteinas
regulatdria por meio de interacao proteina-proteina, o objetivo desse trabalho ¢ identificar

parceiros de interagdo da proteina GmbZIP105.



I1 REVISAO DE LITERATURA

1. Mecanismos de defesa vegetal contra estresse bidtico

As plantas em seu habitat natural interagem com uma vasta gama de patégenos,
como por exemplo, virus, nematoides, oomicetos, fungos e bactérias. Essas interagdes
planta-patégeno podem ser de dois tipos: interagdes incompativeis e interacdes
compativeis. No primeiro caso a planta hospedeira possui genes R que sdo capazes de
reconhecer os efetores microbianos evitando a doenga, e nessas circunstancias o patdgeno
¢ denominado avirulento e a planta resistente. Por outro lado, as interagdes compativeis
resultam no estabelecimento da infec¢do e ocorrem quando genes de aviruléncia e/ou
gene R estdo ausentes, assim tem-se um hospedeiro susceptivel e um patdgeno virulento
(Glazebrook, 2005; Zhang et al., 2007

Ao longo da evolucao, as plantas desenvolveram mecanismos para sobreviverem
as adversidades impostas pelos organismos invasores, como por exemplo, PTI e a ETL. A
PTI ocorre quando os receptores presentes na superficie da membrana plasmatica vegetal
reconhecem os Padrdes Moleculares Associados a Patdogenos (PAMPs), e em
determinados casos ¢ suficiente para deter o microorganismo ndo patogénico (Jones e
Dang)).

Entretanto alguns fito-patdgenos desenvolveram estratégias para suprimir a PTI,
como por exemplo, por meio de efetores secretados no interior da célula vegetal. Em
contrapartida, na corrida armamentista da co-evolucdo, as plantas desenvolveram
mecanismos mais sofisticados no qual resultam no reconhecimento direto ou indireto dos
efetores patogé€nicos por meio de proteinas R, resultando na ETI, frequentemente
associada com a morte celular programada, no qual restringe a proliferacdo do patdégeno
virulento nos tecidos (Jones e Dangl, 200&;in ¢ He, 2013). Esses mecanismos de defesa
das plantas contra patégenos ¢ denominado esquema em Z e esta representado na figura

1 (Jones e Dangl, 2006
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Figura 1- Imunidade da planta representada pelo esquema em Z: Na fase 1, o reconhecimento dos PAMPs
(vermelho) pelos PRRs procede em PTI. Na fase dois os patdgenos de sucesso conseguem suprimir a PTI,
resultando em susceptibilidade desencadeada por efetores (ETS). Na terceira fase o efetor (vermelho) é
reconhecido por proteinas R ativando a ETI. Na fase 4 os efetores (em azul) evoluiram, e sendo capazes de
suprimir ETI, e consequentemente tem-se ETS. A evolugdo favorece a selecdo de novos alelos que
codificam proteinas R capazes de reconhecer os novos efetores e assim novamente resulta em ETI (adaptado

do artigo Jones e Dangl, 2000).

Os patogenos estdo sujeitos, constantemente, a pressdo seletiva, alguns
desenvolveram estratégias para interferir e muitas vezes impedir a ETI, e
consequentemente estabelecer a doenga (Chisholm et al., 2006). Uma importante
estratégia das bactérias fitopatogénicas para suprimir as respostas do hospedeiro vegetal
¢ através dos efetores do tipo III, que s@o secretados no interior da célula vegetal, e
interfere em algum ponto da sinalizacdo de defesa. Um exemplo deste mecanismo de
supressao ¢ verificado quando a proteina XopD de Xanthomonas campestris pv
vesicatoria promove a relocalizag@o do transfator MYB30 de A thalianapara os corpos
nucleares, onde ambas as proteinas interagem de maneira especifica por meio do dominio
HLH (helix-loop-helix) de XopD. O efetor XopD retém MYB30 nos corpos nucleares
impedindo a transcricdo de genes relacionados com a biossintese de acidos graxos de

cadeia muito longa (VLCFA) (Raffaele et al., 2000; Canonne et al., 20Pbrtanto a
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alteracdo nuclear produzida por XopD ¢ parte de uma estratégia de viruléncia que permite
a bactéria Xanthomona alterar a resposta de defesa da planta e consequentemente
estabelecer a infecgdo (Canonne et al., 2011

Outro interessante efetor € a coronatina, uma fitotoxina produzida pela bactéria
Pseudomonas syringae pv. tomato. A coronatina mimetiza o acido jasmaonico- isoleucina
(JA-ILE) (Pieterse et al., 2012), e assim é capaz de se ligar ao receptor Coronatine-
Insensitvel (COI1) do fito-hormonioJA, desencadeando toda a via de sinalizacdo
subsequente. A coronatina induz a expressao de 3 genes da familia NAC (NAM, ATAF
e CUC) de fatores de transcricdo: ANAC019, ANACO055, e ANACO72. Esses genes séo
ativados diretamente por MYC2, pois 0 mutante myc2 apresenta reducéo substancial na
expressado dos 3 genes. Por suavez, os genes NACs descritos parecem atuar parcialmente
na reabertura dos estbmatos pds-infec¢cdo, bem como reprimindo o gene que codifica a
enzima isocorismato sintase 1 (ICS1) da via de biossinteSA @eativando gene SA
glicosil transferase 1 (SAGT1) que atua na conjugacao desse horménio. Assim a bactéria
manipula componentes de vias de sinalizagdo da planta por meio da coronatina, com
consequente inibicdo da via de defesa mediada por SA do hospedeiro, promovendo o
estabelecimento da infeccao (Zheng et al., 2012).

Aparentemente a capacidade de secretar efetores no interior da célula vegetal ndo
esta restrita apenas as bactérias, pois o efetor LxLR (P103192) do oomyceto Phytophthora
infestans ¢ capaz de interagir com dois fatores de transcri¢do da familia NAC no reticulo
endoplasmatico e impedir sua relocalizagdo para o nicleo, e consequentemente reprimir
a atividade transcricional exercida pelo transfator. Possivelmente, esses transfatores
NACs atuam em vias de defesa da célula na resposta a estresse biotico, uma vez que
estudos funcionais utilizando Silenciamento Génico Induzido por Virus (VIGS) dos genes
que codificam esses dois NACs resultam no aumento da susceptibilidade a infec¢do por
P, infestans. Por outro lado, o silenciamento do efetor Pi03192 em P. infestans diminuiu

a viruléncia do oomyceto em Nicotiana benthamiana (McLellan et al., 2013).

1.1Vias de sinalizagdo de horménios na resposta a estresse biotico

Muitos dos mecanismos de defesa utilizados para minimizar os danos causados pelo
estresse biotico envolvem vias de transdugdo de sinal controlado por fito-hormonios. Os
primeiros hormonios descritos por atuar em vias de defesa a estresse biotico foram: SA,

JA e ET. Mas recentemente a mesma funcao também foi atribuida a ABA, giberilinas, e
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auxinas (Verhage et al., 2030 JA e ET sdo descritos por mediarem vias de defesa em
resposta a insetos herbivoros e patdgenos necrotroficos, parasitas que derivam seus
nutrientes de células mortas ou prestes a morrer, enquanto o SA atua em defesas contra
os hemibiotroficos e biotréficos, parasitas que requerem células vivas para sobreviver
(Glazebook, 2005; Pieterse et al., 201Xin e He, 2013)Interessantemente, as auxinas
parecem atuar promovendo a suscetibilidade do hospedeiro na presenga de patdégenos
biotroficos e hemibiotroficos (Zhang et al., 2007; Kidd et al., 2011 Por outro lado, o
acumulo de auxina resulta em resisténcia contra necrotréficos (Mah et al., 2012; Qi et al.,
2012. As diferentes vias de sinalizagdo podem agir de forma antagénica ou sinérgica,
proporcionando assim uma flexibilidade de resposta adaptativa da planta a uma variedade
de organismos invasores (Verhage et al., 2000As interagdes entre as vias mais bem
relatadas na literatura sdo: sinergia entre JA/ET em resposta a necrotroficos e insetos,
antagonismo entre JA/SA (Glazebook, 2005) e SA/Auxina contra biotroficos e
hemibiotréficos (Wang et al., 2007

1.1.1 InteracBes entre as vias de transducédo de sinal de acido jasmonico, etileno e

acido salicilico

JA ¢ um importante fito-hormdnio vegetal que atua durante a reproducdo e em
vias de defesa a estresse abidtico e biotico (Katsir et al., 2008). A via de sinalizacao de JA
¢ desencadeada quando o conjugado bioativo JA-ILE, produzido apds o estresse hiético
se liga as repeticdes ricas em leucina dos receptores COI1 de JA, e consequentemente
promove uma interacao especifica entre COI1 e a proteina Jasmonate ZIM-Domain (JAZ
(Chini et al., 2007; Thines et al., 2007). COI1 é parte do complexo Skp, Cullin e F-box
(SCF°Y), e possui um dominio F-box capaz de ubiquitinar JAZ para subsequente
degradacdo no proteassoma 26S. Mutantes coil apresentam a sinalizacdo de JA
bloqueada, pois ndo sao capazes de remover a proteina repressora JAZ, e assim essa
mantém-se ligada ao transfator JIN1/MYC2, reprimindo a transcricdo de genes
responsivos a JA (Chini et al., 2007).

A sinalizacao de defesa mediada por JA é dividida em dois ramos dependendo do tipo
de organismo invasor em questdo: o primeiro ramo € mediado pelo transfator
Octadecanoi Responsive Arabidopsis 59 (ORA59), enquanto o outro segmento da via é
regido pelo transfator MYC2 (Verhage et al., 2011).



A via de defesa a patdgenos necrotréficos convergem para integracao sinérgica do JA
com ET mediada pelo fator de transcricdo ORA59 (Verhage et al., 2011). O gene ORA59
é induzido na presenca de ambos os horménios em planta selvagem, e fortemente
reprimido nos mutantes com deficiéncia na sinalizacdo de JA e ET (Verhage et al., 2011
Zarei et al., 2011). Plantas que superexpressam ORA59 apresentam maior resisténcia ao
fungo necrotrofico Botrytis cinerea, em contraste com o mutante RNA de interferéncia
(RNAI) para silenciamento do gene ora59 que € susceptiveis a esse fungo (Pré et al.,
2008; Verhage et al., 2011). O transfator ORA59 liga ao cis-elemento GCC presente no
promotor do gene Plant defensin 1.2 (PDF1.2) ativando sua transcricdo (Zarei et al.,
2011). O gene PDF1.2 codifica uma defensina de planta, grupo de proteinas que atuam
em resposta a diferentes espécies de fungos alterando a permeabilidade da membrana
celular, e assim levando a morte (Bart et al., 2002

O outro ramo da sinalizacao de JA é orquestrado pelo fator de transcricdo MYC2. O
transfator MYC2 atua como regulador positivo na resposta a insetos herbivoros, também
regula positivamente a tolerancia ao estresse oxidativo e biossintese de flavonoides. Be
como reprimi a transcricdo de genes relacionados ao metabolismo de triptofano e
alongamento de raizes (Dombrecht et al., 2007). Esse transfator tem papel central na via
de resposta a insetos herbivoros, pois plantas mutantes MYC2 (jinl-1, jin1-2gjin1-7
jin1-10) infestadas com larvas do inseto herbivoro Pieris rapae apresentam reduc¢éo
significativa nos niveis de mMRNA de Vegetative Storage Protein 2 (VSP2), enquanto em
plantas selvagens a expressdo do mesmo gene é elevada sob condicdo de herbivoria,
evidenciando o controle positivo exercido pelo transfator sobre a expresséo do gene VSP2
(Verhage et al., 2011). O gene VSP2 codifica proteina com atividade de fosfatase acida
gue tem propriedade anti-inseticida, o alvo exato dessa enzima no inseto ainda néo esta
claro (Liu et al., 200p

Além do sinergismo relatado entre JA/ET em respagtatogenos necrotroficos,
existe também o antagonismo entre SA/Auxina e SASMreprime a sinalizacdo de
auxina estabilizando o repressor Auxin/Indole-3-acetic acid (AUX/AIA) de genes
responsivos a auxina (Wang et al., 2007), entretanto parece ndo agir de forma semelhante
no antagonismo sobre a sinaliza¢do de JA, ou seja, SA ndo estabiliza as proteinas JAZ,
bem como nio interfere nos componentes do complexo SCFC©!!, SA atua sobre os cis-
elemento GCC-box do promotor dos genes responsivos a JA via fator de transcrigao
ORAS59. O mecanismo exato de como SA interfere no transfator ORAS59 ainda nao esta

claro, mas pode-se especular que provavelmente induz alguma modificacdo pos-
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transcricional, como por exemplo, a ubiquitinagdo com subsequente degradacao no
proteassoma (Van der Does et al., 2013

O Antagonismo SA/JA pode ser observado em plantas selvagens tratadas com SA e
metil-jasmonato (MejA), onde a expressdo PDF1.2 é suprimida, entretanto em mutantes
com deficiéncia na sinalizacdo de SA (nahg, nprl-1, nprl-2 e quadruplo mutantes tga2-
1/tga3-1/tga5-1/tga6-1) a transcricdo de PDF1.2 é induzida por Mad#samente
determinadas concentragdes de acido 1-aminociclopropano-1-carbaxilico, precursor do
fito-hormonio ET, é capaz de neutralizar o efeito antagdnico de SA sobre a expressao de

genes promovida por JA (Leon-Reyes et al., 2010

1.1.2 Interagdo entre vias de sinaliza¢édo de &cido salicilico e auxina

Auxinas s3o fito-hormdnios envolvidos principalmente no crescimento e
desenvolvimento vegetal, e mais recentemente foi relatada sua agdo durante as interagdes
planta-patégeno (Verhage et al., 2010; Multka et al., 2013). Sao produzidos nos tecidos
meristematicos, incluindo parte aérea e apices das raizes, e sdo transportados via floema
(transporte ndo polar) ou célula a célula por meio de proteinas de transporte presente na
membrana plasmatica (transporte polar de auxina- PAT) para tecidos alvo (Kidd et al.,
2011; Mah et al., 2022

A sinalizagdo de auxinas ¢ desencadeada quando o fito-hormonio se liga a uma
repeticdo rica em leucina na regido C-terminal do receptor Transport inhibitor response
1 (TIR1). A auxina atua como uma cola molecular promovendo a interacdo entre
TIR1/ABF e AUX/AIA, sendo que ap6s a interagdo a por¢do F-box do receptor TIR1
(Dharmasiri et al., 200%diciona uma cadeia de poliubiquitina em AUX/AIA marcando-

o assim para a degrada¢do no proteassoma 26S (Maraschin et al., 2009 Com a
degradagdo da proteina AUX/AIA os genes responsivos a auxina sao expressos, pois
AUX/AIA atua como um repressor transcricional quando interage com os auxin
responsive factors (ARFs) (Mockaitise Estelle, 2008; Robert-Seilaniantz et al 2011

Estudos recentes evidenciam que a auxina promove a resisténcia a patdgenos
necrotroficos, como por exemplo, o fungo Alternaria brassicicola (Qi et al., 2012),
Macrophomina phaseolina (Mah et al., 20E8otrytis cinerea (Gonzalez-Lamothe et
al., 2012).



Andlises de transcriptoma de raizes de Medicago truncatula infectadas com o fungo
Macrophomina phaseolina mostraram que os genes Gretchen Hagen 3)(GH3.3
envolvidos na homeostase de auxiea, no transporte polar de auxina Pin-Formed
(PIN9), Auxin Efflux Carrier (AEC) sao diferencialmente expressos durante a infeccao
Bem como os gesuxin Response Factor 4 (ARF4), Aux/IAA Repressor 30 (IAAS0)
Aux/IAA Repressor 20 (IAA20) envolvidos na sinalizagcdo de auxina foram indu24dos
horas pés-inoculagédo (Mah et al., 2012).

Plantas de arabidopsis infectadas com o fungo necrotrofico A brassicicola
apresentaram aumento substancial na expressao de genes relacionados a biossintese de
auxinas: Anthranilate Synthase Alpha Subunit (ASAl), Anthranilate Synthase Beta
Subunit 1 (ASB1), Cytochrome P450, Family 79, Subfamily B, Polypeptide 2/3
(CYP79B2 e CYP79B3) e consequentemente resultou no aumento do contetdo de AlA
livre (Qi et al., 2012). Plantas de Arabidopsis mutantes para os genes asal-1, €yp79b2
b3 e axr2-1 (Auxin Resitent 2) sdo mais susceptiveis a infeccao pelo fungo necrotrofico.
Assim esses resultados sugerem que a via de sinalizacdo de auxina exerce uma papel
positivo na regulacédo na resposta de defesa a A brassicicola (Qi et al., 2012).

Além da regulacdo dos genes relacionados as vias de biossinteses de auxina, a
regulacdo de enzimas que controlam a homeostase da auxina é de grande importancia
para a resposta de defesa das plantas em condi¢cbes de estresse bidtico, e nessas
circunstancias as enzimas de conjugacdo de auxina GH3, também denawidada
indol-3-acético amido sintetase representa um papel de destaque (Ding et al., 2008). Essa
enzima atua conjugando a auxina AIA com aminoacidos, geralmente aspartato e alanina,
tornando-a inativa. A converséo da auxina em uma forma inativa (AlA-Asp) contribui
para a susceptibilidade de plantas de arabidopsis selvagens a Botrytis cinerea. Por outro
lado, mutantes gh3-2 apresentam menor contetdo de AlA-Asp e maior resisténcia ao
fungo (Gonzalez-Lamothe et al., 2012).

A forma conjugada da auxina AlA-Asp também contribui para a susceptibilidade de
plantas de arabidopsis, tabadd penthamiana) e tomate (Solanum lycopersicum cv
Moneymaker) ao hemibiotréfico P. syringae (Gonzalez-Lamothe et al., 2012). Partanto
via de sinalizacdo de auxina parece contribuir para a resisténcia de arabidopsis, tomate e
tabaco ao hemibiotrofico, entretanto esse dado é conflitante com alguns relatos da
literatura no qual a auxina promove a susceptibilidade a P.syringae (Mutka et gl., 2013

Plantas mutantes de arroz superexpressando o gene GH3-8 apresentam maior

resisténcia a infec¢do por bactérias Xanthomonas oryzae e ao fungo hemibiotrofico
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Magnoporthe grisea. A resisténcia ¢ devida a conversao do excesso de AIA na forma
inativa, e consequentemente resulta no bloqueio da sinalizacdo de auxina (Ding et al.,
2008; Fu et al., 2011; Kidd et al., 2011 Os genes de biossintese de expansinas sao
induzidos por auxina (Ding et al, 2008). As expansinas atuam enfraquecendo a parede
celular vegetal e consequentemente promovendo a expansao celular, o que no caso de
organismos biotroficos e hemibiotréficos contribui para sobrevivéncia no tecido
hospedeiro, pois esses organismos requerem, pelo menos por um determinado tempo,
células vivas para sobreviver (Ding et al., 2008).Todavia a auxina parece promover a
susceptibilidade a determinados organismo biotréficos e hemiotroficos, assim para se
defender contra esses parasitas as plantas desencadeiam a cascata de sinalizagdo mediada
por SA (Glazebook, 2005; Pieterse et al., 2012). Nesta circunstancia tem-se uma
importante interagdo entre duas vias de sinalizagdo que agem de maneira antagénica. O
SA inibe a sinaliza¢do de auxina por meio da repressdao na transcricdo do gene TIR1, e
consequentemente ocorre uma reducdo na degradacdo do repressor Aux/AIA via
proteassoma, pois tratamento com SA resultou em aumento dréstico desse repressor

detectado com um anticorpo contra AXR2/AIA7 (Wang et al., 2007).

1.2Familia de fatores de transcri¢cao bZIPs

Os transfator séo proteinas capazes de se ligarem a sequéncias especificas no DNA
resultando na ativacéo ou repressao de genes alvos (Udvardi et al., 2007). A familia dos
transfatores bZIP&encontrada em todos os eucariotos, e em plantas atuam em diferentes
processos fisioldgicos tai®mo desenvolvimento de flores, maturagdo de sementes, e
estresse abidtico e bidtico (Jakoby et al., 2002). O motivo bZIP presente nessa familia
caracteriza-se por possuir um dominio de ligacdo ao DNA formado por duas estruturas
em forma de alfa hélice: a primeira € composta por uma regido basica que contém um
sinal de localizagéo nuclear seguida por um motiwo/NR/K; a outra regido é rica em
leucina espacados regularmente em intervalos de seis aminoacidos, localizados
exatamente 9 residuos de aminoacidos antes do C-terminal, criando assim uma hélice
anfipatica. Para se ligar ao DNA duas subunidades se ligam por meio de interacbes
hidrofobicas formando homodimeros e heterodimeros, dando origem ao ziper de leucina
(Schutze et al., 2008).
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Em Arabidopsis os 75 genes bZIPs (AtbZIP) descritos foram separados em dez
grupos de acordo com a similaridades da sequéncia da sua regido béasica: A, B, C, D, E,
F, G, H, I e S (Jakoby et al., 2002Ilguns membros desses grupos ou ortélogos desses
genes estado relacionados a resposta a estresse biotico.

Os representantes (AtbZIP9, AtbZIP10, AtbZIP25 e AtbZIP63) do grupo C de A
thaliana possuem sitios para fosforilacdo conservados que regulam a translocacao nuclear
e a ligagdo ao DNA, bem como um ziper de leucina extenso o qual € responsavel pela
dimerizacédo (Jackoby et al., 2002; Kaminaka et al., 20D§ genes bZIPs de outras
espécies possuem estruturas relacionadas aos membros do grupo C: Opaque2 de milho,
CPFR2 de salsa (Petroselinum crispum), BZI1 de tabaco e SBZ1 e G/HBF1 de soja (G.
max) (Alves et al., 2013). Os representantes desse grupo atuam principalmente no

desenvolvimento da semente e defesa a patdogenos (Jackoby et al., 2002).

O fator de transcricdo bZIP10 de Arabidopsis thaliana € um regulador positivo de
morte celular programa em resposta ao ataque do oomiceto biotréfico Hyaloperonospora
parasitica, visto que plantas mutantes de Arabidopsis que superexpressam AtbZIP10 sdo
mais resistentes a esse biotrofico (Kaminaka et al., 2006).

O fator de transcricdo bZIP de soja G-box/H-box binding factor 1(G/HEBF1)
fosforilado pela G/HBF1 cinase que € ativa na presenca de elicitores e patégenos. A
fosforilacdo do transfator possibilita a ligacdo ao DNA. G/HBF1 é capaz de se ligar aos
cis-elementos CACGT@5-Box) e TCACCTACCCTA(H-BoxllIl) do promotor do gene
CHS15, promovendo assim a ativacéo da transcricdo desse gene em resposta a estresse
bidtico (Droge-Laser et al., 1997). O gene CHS15 codifica chalcona sintase, enzima
chave na via de biossintese de fenilpropanoides, compostos relatados por atuar em
mecanismos de defesa a estresse bibtico (Déao et al., 2011). Mas recentemente foi descrito
outra proteina bZIP de soja (SBZ1) capaz de se ligar ao promotor dos genes CHS1 e
CHSY de soja, entretanto ao contrario de G/HBF1 a atividade de ligacdo ao DNA de SBZ1
nao é regulada por fosforilacdo, embora possui sitio de fosforilagdo na regido N-terminal
(Yoshida et al., 2008). BZI1 é transfator bZIP de N. tabacum que apresenta 97% de
identidade de sequéncia de DNA com G/HBF1. BZI1 é capaz de se ligar aos cis-
elementos G-box de CHS in vitro, entretanto a superexpressao do transfator n&o altera a
expressdo de gene CHS, assim ao contrario dos bZIPs de soja relatados, BZI1 ndo € um

regulador da via de fenilpropanoides (Heinekamp et al.,)2002
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O grupo D também é relado em resposta a patdégenos, além de atuar durante o
desenvolvimento vegetal (Jackoby et al., 2002). A esse grupo pertencem a subfamilia
TGA (AtbZIP47/TGALl, AtbZIP20/TGA2, AtbZIP22/TGA3, AtbZIP57/TGA4,
AtbZIP26/TGA5, AtbZIP15/TGAG6) em tabaco e Arabidopsis. Os TGAs juntamente com
SA ativam genes relacionados a defesaisténcia sistémica adquirida (SAR) (Schutze
et al., 2008

O gene bZIP de pimenta (Capsicum annum) (CabZIP1) possui sequéncia similar com
HY'5 do grupo H de A. thaliana (Alves et al., 2013), entretanto HY'S parece atuar durante
a fotomorfogénese das sementes (Jakoby et al., 2002), enquanto CabZIP1 ¢ fortemente
induzido pela infecgdo de X. campestris pv. Vesicatoria e elicitores biético (ET, SA
MeJA) em folhas de pimenta (Lee et al., 2006a; Lee et al., 2006b). O transfator CabZIP1
€ capaz de se ligar ao cis-elemento G-box presente no promotor do gene @aPR-1,
provavelmente é capaz de ativar esse gene pois a expressao ortologo NbPR-1 € aumentada
quando CabZIP1 é superexpresso de forma transiente em foldabetgehamiana (Lee
et al., 2006 a). A superexepressao do gene CabZIP1 em arabidopsis reduz o crescimento
das plantas, mas por outro lado os mutantes sdo mais resistentes ao crescimento de P.
syringae pv. tomato, seca e salinidaggerindo que CabZIP1 pode atuar em resposta a
estresse biodtico e abiodtico (Lee et al., 2006). Portanto o fator de transcrigdo CabZIP1
parece atuar promovendo a interagdo entre a sinalizacdo de SA e ET, bem como resposta
a estresse bidtico e abiotico (Lee et al., 2006a; Lee et al., 2006b

VvbZIP23 ¢é um fator de transcrigdo da familia bZIP de uva (Mtis vinifera) que
apresenta alta similaridade com AtbZIP23 que pertence ao grupo F de A. thaliana (Jakoby
et al.,, 2002; Tak e Mhatre 2012 VvbZIP23 foi identificado como um importante
regulador em resposta a estresse abiotico e bidtico, sua expressao foi fortemente induzida
por seca, salinidade, frio, ABA, ET, JA e SA. A indu¢do de VvbZIP23 provavelmente esta
diretamente correlacionada a presenca de varios cis-elementos responsivos a estresse na
regido 5’ do gene VvbZIP23 (Tak e Mhatre 2012

O grupo S € o maior grupo em A. thaliana (AtbZIP1, AtbZIP2, AtbZIP3, AtbZIP4,
AtbZIPS5, AtbZIP6, AtbZIP7, AtbZIPS, AtbZIP11, AtbZIP42, AtbZIP43, AtbZIP44,
AtbZIP48, AtbZIP53, AtbZIP58, AtbZIP70 e AtbZIP75), mas apenas o AtbZIP11 foi
analisado em detalhe, sendo sua transcri¢ao induzida pela luz (Rook et al., 1998, Jakoby
et al.,, 2002). Uma caracteristica importante desse grupo ¢ a capacidade de formar
heterodimeros com membros do grupo C, provavelmente devido a presenca do dominio

ziper longo encontrado nesses bZIPs (Jakoby et al., 2002; Ehlert et al., 2006
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1.3Interagdo entre proteinas em vias de sinalizagao

Muitos fatores de transcricdo estdo diretamente relacionados com respostas a
estresses, visto que controlam a expressao de genes que participam de vias de sinalizagao
que levam a tolerancia a essas condi¢des adversas. Algumas familias de fatores de
transcri¢do de plantas possuem papel fundamental em vias moleculares de defesa da
planta, sdo elas: bZIP, ERF, MYB, MYC, NAC, WRKY (Eulgem 2005). Transfatores
destas familias interagem com diversas proteinas que atuam modulando a atividade de
controle transcricional do transfator. Entre as familias menos estudadas com relacdo as
interagdes em vias moleculares de defesa das plantas, a familia bZIP apresenta um menor
nimero de interagdes relatadas na literatura, sendo que sdo conhecidas as interagdes
NPR1/TGA, LSD1/AtbZIP10 e BZI1/ANKI.

Um dos exemplos de interacdo mais bem elucidado ¢ da proteina NPR1 com as
proteinas TGA’s (membros da familia bZIP que se ligam a cis-elemento TGACGTCA).
O hormonio vegetal SA ¢ liberado no citoplasma apds ataque de patdogenos biotrofico
resultando na alteragdo da condicdo redox e com consequente liberagdo de monomeros
de Nonexpressor of Pathogenesis-Related 1(NPR1) que posteriormente sera translocado
para o nucleo, onde interage de forma especifica com membros da subfamilia TGA por
meio do dominio de repeti¢cdo de anquirina (Zhou et al., 2000). A acumulacéo nuclear de
NPR1 resulta no aumento da expressdo de genes Pathogenesis-Related 1 (PR1)
relacionados com a defesa sistémica da planta (Kinkema et al., RaQ@kéncia de
NPR1 praticamente toda reprogramagao transcricional induzida por SA ¢ bloqueada (Fu
etal., 2012). Apds a ativagdo transcricional mediada por NPR1 a enzima E3 ligase cullin
3 liga-se a NPR1. E3 ¢ capaz de ubiquitinar NPR1 marcando-o para posterior degradagao
pelo complexo do proteassoma (Spoel et al.,, 2009 Plantas mutantes cul3acul3b
apresentam acumulo de NPR1 e expressdo constitutiva de genes relacionados a SAR
(genes PR1, PR2 e PRS). Plantas triplo mutantes, cul/3a cul3b nprl, ndo sao capazes de
expressar esses genes marcadores, sugerindo que a expressao € dependente de NPR1
(Spoel et al., 2009 NPR3 ¢ NPR4 sao paralogos de NPR1 e parecem atuar como
adaptadores para atuacdo de Cullin 3, visto que plantas duplo mutante, npr3npr4,
apresentam acumulo de NPR1 no ntcleo. Assim NPR3/NPR4 media interacdo entre

NPR1 e Cullin 3 na presenca de SA para promover a constante degradacdo de NPR1 no
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proteassoma, apos a ativagdo transcricional promovida por TGA (Spoel et al., 200%u
etal., 2012).

Outra interacdo relatada na literatura ocorre entre AtbZIP10 e a proteina citosolica
Lesions Simulating Disease Resistance 1(LSD1). Em A. thaliana, o fator de transcrigdo
AtbZIP10 ¢ um importante regulador positivo de defesa basal e morte celular induzido
por espécies reativas de oxigénio (ROS). A interagdo ocorre no citoplasma entre a regiao
C-terminal de AtbZIP10 e a LSDI1. A regido C-terminal é menos conservada entre
membros do grupo C, assim especula-se que essa divergéncia ¢ a base molecular da
interacdo, visto que LSD1 ndo é capaz de interagir com AtbZIP63, AtbZIP25 ou
PcCPRF2 que também pertencem ao grupéaininaka et al., 2006

O fator de transcri¢do de N. tabacum BZI1, quando supreexpresso em plantas de
tabaco com delecdo no dominio N-terminal afeta a sinalizacdo de auxina ¢ defesa a
patdgenos, evidenciando a importancia dessa regido para a fun¢do desse transfator. O
fragmento interno que codifica os dominios D1 e D2 fusionados com o dominio de
ligagdo ao DNA de GAL4 para ensaios de duplo hibrido em leveduras resultou no
isolamento de um cDNA que codifica a proteina ANK1 de N. tabacum. Analisando a
estrutura de ANK1 pode-se observar a presenca no dominio C-terminal de quatro
repeti¢des de ankirina, que sdo descritas por estar envolvidas em interacdo proteina-
proteina. Considerando que BZII esta evolvido em sinalizagdo de auxina e estresse
biotico, foi analisada a alteragao no nivel transcricional de ANKI1 sob esses mesmos
estimulos. Assim, infecgdo com P. syringae resulta em uma diminui¢do transitéria no
nivel de transcrigdo ANK1, entretanto nenhuma alteracao na transcricao de ANKI1 foi
observada quando as plantas foram tratadas com auxina, assim a transcricdo de ANK1
responde especificamente a patogenos (Kuhlmann et al.2003).

Os bZIP sdo capazes de interagir com membros de outras familias de fatores de
transcri¢do (Hartmann et al., 200u até mesmo com outros bZIPs, neste caso formando
homodimeros ou heterodimeros para regular a expressdo génica (Schutze et al., 20080s
membros dos grupos C e S de A. thaliana sdo capazes de formar heterodimeros. As
interacdes mais fortes foram observadas entre representantes de C e S1. Também foram
identificadas algumas interagdes mais fracas entre membros do grupo S2 (AtbZIP42/
AtbZIP58), grupo C (AtbZIP 10/AtbZIP63) e grupo S1 (Atb-ZIP53/AtbZIP11). A
estrutura do dominio ZIP ¢ muito importante para a dimerizagdo, visto que mutagdes
nessa regido inibem interacdes (Shen et al., 2007). Interessante ressaltar que todos os

representantes dos grupos S1 e C possuem um dominio ZIP longo (Jakoby et al., 2002;
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Ehlert et al., 2006 Por outro lado, membros dos grupos S2 e S3 que ndo sdo capazes de
interagir com bZIP do grupo C, possuem prolina e multiplos residuos de glicina nas
ultimas repeti¢des em dominio ZIP reduzido (Ehlert et al., 2006 AtbZIP 34 ¢ AtbZIP61
(grupos E) ndo sdo capazes de interagir em ensaios de duplo hibridos de leveduras
formando homodimeros, entretanto quando ocorre uma mutagao alterando um residuo de
prolina por um residuo de alanina ambas as proteinas sdo capazes de formar homodimeros
(Shen et al., 2007).

Nosso grupo de pesquisa identificou uma proteina bZIP da classe C (GmbZIP105)
que ¢ fortemente induzida por hormonios SA e MeJA e por infec¢do do fungo biotréfico
Phakopsora pachyrhizi, agente causador da ferrugem asiatica da soja (Alves., 2013). Esse
transfator tem estrutura similar as proteinas G/HBF1, SBZ1 e BZII, ja descritas na
literatura como responsivas a estresse biotico (Droge-Laser et al., 1997; Heinekamp et
al., 2002; Yoshida et al., 20p8Visto a importancia das interconexdes entre as vias de
sinalizacdo de defesa das plantas mediadas pelos diferentes hormonios (SA, JA, ET e
Auxinas), bem como o papel decisivo da modulagio da fungdo de reguladores
transcricionais a partir de interagdes proteina-proteina no funcionamento correto destas
vias, este trabalho teve como objetivo principal identificar proteinas que interagem com

a proteina GmbZIP105.
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ITII. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi identificar proteinas que interagem com a proteina

GmbZIP105.

1 Metas especificas

1. Clonar o gene de soja que codifica o fator de transcricdo GmbZIP105 em vetores
de expressdo em leveduras, para ensaios de duplo-hibrido.

2. Transformar e expressar o gene GmbZIP105 em leveduras, analisando sua
capacidade de transativacgéo.

3. ldentificar proteinas que interagem com a proteina GmbZIP105 através de triagem
pelo sistema de duplo-hibrido de leveduras.

4. Sequenciamento e analises de bioinformética dos cDNAs isolados nmtriage
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IV  MATERIAL E METODOS

1. Identificacao e clonagem do gene de soja que codificam para transfator da

familia bZIP relacionados com a resposta a patogenos

Uma busca textual foi realizada banco de dados do National Center for Biotechnology

Information (NCBI) ((http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) para identificagao de transfatores ja

documentados por estarem envolvidos na defesa contra patogenos em especial a ferrugem
de diferentes espécies. Os textos “transcription factors”, “rust’, “pathogen” e “soybean”
foram combinados de maneira a buscar as proteinas de interesse.

Apoés a identificacdo dos genes utilizeeiferramentas do pacote CLC Main
Workbench para um alinhamento acurado entre as sequéncias de transfatores bZIP de
soja e as sequéncias mineradas pelo NCBI comprovadamente ligadas a defesa contra
patdgenos e ferrugem. Para o alinhamento foram utilizados os parametros padrées do
programa (gap open cost de 10; gap extension cost de 1). Cladogramas foram construidos
utilizando o algoritmo Neighbor Joining e 100 repeticbes para visualizacdo das
similaridades dos genes. O gene selecionado foi GmbZIP105, e sua sequéncia foi

utilizada para o desenho de primers para clonagem (tabela 1).

Tabela 1- Oligonucleotideos especificos utilizados para clonagem do gene
GmbZIP105 e primer que flanqueia a regido da biblioteca de cDNA no vetor
pEXPADS502.

Oligonucleotideos Sequéncia 5°-3’
PEXPAD Fw CGGTCCGAACCTCATAACAACTC
PEXPAD Rv GTAAATTTCTGGCAAGGTAGAC

GmbZIP10 5Fw AAAAAGCAGGCTTCACAATGAATGAAATTCAAATACT
GmbZIP105 Rv AGAAAGCTGGGTCGCGGCCGCAAGCTTTCAATTAGAA
GGAGTTCCAC

O gene GmbZIP105 foi primeiramente clonado em vetores para clonagem de
fragmentos de PCR e transferidos para vetores doadores (pDONR201) do sistema

Gateway da Invitrogen e posteriormente foi transferido por recombinacéo por meio da
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enzima LR clonase para vetores de expressao em leveduras pDEST32 e pDEST22 para
ensaios funcionais. A proteinas expressa em leveduras foi utilizada para ensaios de

transativacao e duplo hibrido.

2. Transformar e expressar o gene GmbZIP105 em leveduras

Os cDNAs clonados nos vetores de expressdao do sistema Gateway foram utilizados
para os ensaios de expressao apropriados. Para os ensaios de duplo hibrido foi utilizado
o gene clonado nos vetores pDEST22 (GmbZIP105-pDEST22) e pDEST32
(GmbZIP105-pDEST32) foram fusionados ao dominio de ativa¢do da transcri¢ao (AD) e
ao dominio de ligagao (BD) ao DNA, respectivamente, do fator GAL4 de Saccharomyces
cerevisiae. Ap6s a obtencao dos clones eles foram introduzidos em cepas de S. cerevisiae
AHI109 que possuem genes “reporteres” sob o controle do promotor GALI, para os

ensaios de duplo hibrido utilizando o vetor pDEST32.

3. Identificacdo de proteinas que interagem com a proteina GmbZIP105 através

da triagem pelo sistema do duplo-hibrido de leveduras

A triagem de proteinas que interagem com GmbZIP105 foi realizada pelo ensaio
de duplo-hibrido de leveduras, por meio de protocolo de triagem sélida. Foi utilizada cepa
de leveduras AH109 (MATa, Trpl-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, gal4A,
LYS2::GAL1IUAS-GALI1TATAHIS3, @ MELI1 GAL2UAS-GALTATA::MELUAS-
MELI1TATA-lacZ), que ¢ deficiente na produgdo de leucina (Leu), triptofano (Trp) e
uracila (Ura) e possuem os genes reporteres LacZ e HIS3 sob o controle do promotor
GALI. Os transformantes com o vetor pDEST 32-GmbZIP105 foram inoculadas em meio
seletivo deficiente em leucina (SD, Synthetic Dropout, — LEU) e crescidas durante a noite
a 28° sob agitacdo de aproximadamente 180 rpm. Apds o crescimento, todo o contetido
foi inoculado em meio SD — LEU duas vezes concentrado e mantidas a 28°C sob agitagao
de 180 rpm até que fosse atingida a D.O. entre 0,4 e 0,6. A cultura foi centrifugada a 8000
rpm, e o pellet foi ressuspendido em agua destilada autoclavada para lavagem das células
e retirada do meio de cultura. O passo anterior foi repetido por mais duas vezes, sendo
que na ultima vez o pellet foi ressuspendido no mix de transformagdo. O mix de

transformagao foi preparado com adicao de PEG 50 %, acetato de litio 1 M, DNA fita
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simples de esperma de salmao (ssDNA) e biblioteca de cDNA de soja clonado no vetor
pEXPADS502. Apds adigdo do mix de transformacao as células, estas foram mantidas em
banho-maria 42° durante 50 minutos, sendo realizada uma homogeneizag¢do a cada 5
minutos. Apos este periodo, todo o contetdo foi centrifugado a 8000 rpm e o pellet
ressuspendido em agua destilada autoclavada para a lavagem das células e retirada total
do mix de transformacdo. Este passo foi repetido por mais duas vezes, sendo que por
ultimo o pellet foi ressuspendido em meio de cultura SD — LEU - TRP — HIS e plaqueado
em meio SD- LEU-TRP-HIS so6lido com 10 mM de 3-amino-triazol (3 AT) e ampicilina
50ug/mL. As colonias positivas foram submetidas ao ensaio para medida da atividade de
p- galactosidase em membrana (Dadalto, 2012).

Em paralelo foi realizado também uma triagem em meio liquido, no qual o
precipitado foi posteriormente ressuspendido em 150 mL de meio de cultura SD-Trp —
Leu contendo 10 mM de 3AT, além de ampicilina 100 pg/mL e distribuidos em placas
deepwell (1,5 mL por poco). Apos incubagdo a 28°C e 200 rpm por 72 horas, foi realizada
uma diluicdo de 1:10, utilizando nova placa deepwell, que foram mantidas a 28°C e 200
rpm. Apds 24 horas, foi realizada uma nova dilui¢ao 1:10, as culturas foram novamente
incubadas a 28°C por mais 24 horas e tiveram sua D.0O600 aferidas em leitor de
microplaca (Versa Max — Molecular Devices). As culturas dos pogos que apresentaram
os maiores valores de D.O. foram plaqueadas em meio SD-Trp —Leu com uma
concentragdo de 3AT de 10mM. As células que cresceram foram inoculadas em meio
SD-TRP —HIS liquido contendo 20mM de 3AT, e entdo submetidas a extragdo de DNA
plasmidial, utilizando o Kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA purification System
(Promega). Estas culturas foram inoculadas em placas deepwell com concentragdes
crescentes de 3AT e tiveram seu crescimento observado através da medida da DO600 em
leitor de microplaca ap6s 4 dias (Dadalto, 2012).

A intera¢do dos possiveis candidatos foi monitorada pela ativagdo dos genes
reporteres f-galactosidase (LacZ) e imidazoleglycerol-phosphate dehydratase (HIS3). Os
transformantes de levedura obtidos durante os ensaios de duplo hibrido, o controle
positivo (AH109 com vetores pDEST32- bZIPE2 e pDEST22- bZIPE2), e o controle
negativo (AH109 com vetores pDEST32 e pDEST22 vazios) foram crescidos em meio
seletivo para marca auxotréfica do respectivo vetor por 72 horas, e a ativagdo do gene
reporter LacZ foi avaliada por revelagdo em membrana de nylon, embebida em solugdo

reveladora especifica para atividade da enzima f-galactosidase segundo Clontech 1989.
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A prototrofia a histidina foi monitorada por crescimento em meio SD- Leu- Trp- His com
adi¢ao de concentracdao de SmM a 30mM de 3 AT com diluicao da cultura em meio SD-

Leu- Trp- His 1:1, 1:10 e 1:100 segundo protocolo (manual Clontech 1989).

A biblioteca de ¢cDNA utilizada foi construida anteriormente, utilizando cDNA
obtido a partir de RNA extraido da soja (G. max) submetida a diversos estresses (Alves

et al.,2011).

4. Sequenciamento dos cDNAs isolados

As culturas que tiveram sua interacdo confirmada na etapa anterior foram
submetidas a extracdo de DNA plasmidial de leveduras, utilizando o Kit Wizard® Plus
SV Minipreps DNA purification System (Promega). O DNA extraido foi utilizado para
transformar Escherichia coli da linhagem DHS5a por eletroporacdo. Estas células foram
selecionadas em meio contendo ampicilina 50pg/mL. As colonias transformadas foram
inoculadas em meio liquido Luria-Bertani (LB) com 50pug/mL de ampicilina, incubadas
por 24h para extracdo do DNA plasmidial que foi quantificado em gel de agarose 1%
corado com brometo de etidio, confirmada a presenca do vetor da biblioteca por meio de
PCR com primer especifico para o vetor pEXPADS502 (tabela 1). Apds a confirmagao as
amostras devidamente liberadas pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA) foram enviadas para o sequenciamento na empresa Macrogen

(Seul, Coré¢ia do Sul).

5. Analises de bioinformatica

As sequéncias obtidas foram analisadas no programa Vecscreen
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/vecscreen/) para eliminar a regido correspondente ao
vetor pEXPAD-502. Apds excluir a sequéncia referente ao vetor, as sequéncias foram
analisadas pelo programa ORFINDER (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html) no
qual identificou-se se as sequéncias obtidas estavam em correta janela de leitura (frame)

com a sequéncia do vetor.
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Os resultados do sequenciamento também foram analisados no programa
Phytozome (http://www.phytozome.net/) e Genbank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) para identificagdo das proteinas isoladas no
duplo hibrido de leveduras, e escolha do menor E-value e maior identidade.

As sequéncias mais similares as das proteinas identificadas foram obtidas no
programa BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast) sendo utilizadas para constru¢ao
do dendrograma no programa Mega e alinhamento das sequéncias no programa

ClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/).
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\Y% RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Clonagem do transfator GmZIP105

A proteina codificada pelo gene GmbZIP105 possui 414 residuos de aminoécidos,
sendo que as proteinas bZIPs de outras espécies relacionadas variam de 314 a 450

residuos de aminoacidos.

O alinhamento da sequéncia predita para proteina GmbZIP105 com proteinas
relacionadas, evidencia a presenca de algumas regides conservadas destacado em
preto, essa regido corresponde ao ziper de leucina que € conservada entres os

membros do grupo C (Jakoby 2002) na figura 2.

CmbZIP105 NP 001237113.1_ MWEIQILIVATTTHKRLOFGMERVLSVIE- 1SEQYRVALSSSSS55555F 49
CmbZIPS NP 001237085.1 MDRVFSVDD-1SDEFWPEDPIPVSGANTS- 28
MtOpaque XP 003626455.1_ MERVLSIAE- ITEQYWLT-—--SKACKGG 24
NtbZIP ALZTIS0.1_ MERVFSMEDDICDHFWSTEFTADLGVDSET 30
G/HBF1_NP_001236299.1

DcCDRFZ (99090.2_ MDRVFSVED- ISDQFWSPPAREDS———-— 23
AtbZID63 NP 563508.2 MEXVFSDEE] SENEHASTNG--——-—-—-— 20
0sbZIP BAR36492.1 MERVFSVEE- ISDPFWVPEFPPQSARARQQ 29
InOpaque-2_BCGI3567.1_ MERVFSHEE- I ENEYWAPDHE-————-— op 22
CmbZIP105 NP 001237113.1_ ESEMNRSESEN 60
CobZIPAS NP 001237085.1 SQMSRSASEW 38
MtOpague XP 003626455.1_ DTEMARSDSEN 35
NtbZIP ZAL27150.1 ARRAVSYSEMMNRSSSEWAFORFLOEATARGTSTSSEPOPPTMIASSSSS 80
G/HBFL_NP 001236299.1_ MIASSSSS B
PcCPRFZ_(99090.2_ SELVMNRSDSEW 35
AtbZID63 NP 568508.2 MTSLNRSASEW 31
0sbZID EAR3E492.1 QGecs VASGGGEEVAGGGEEGNAMRCPSEN 60
InOpaque-2 BCE33567.1 RACGA VAAFGG——VGEGEEDARGAMNRCESEW 51
EmbZIP105 NP 001237113.1_ AFQQFLOQEARSSS S~~~ -~---NSDHDODHHHAKLEKESHINIBVILH 101
CmbZIPG3 NP 001237085.1 AFQRFIQEASASAPSD---———- PSSSSEAIVVEVEIDOQPEETFEEESH 81
MtOpague XF 0036264551 AFQRFLREQEARFEAE-———--- AATARDSSSSTSTSTSSSTVDVNLEIN 78
HtbZIP AALZT150.1 SHQNDVVEIKDENLS-————-—-1PHLNDSTALNSKDASSFGLADETNIA 122
G/HBF1_NP_001236299.1_ c=Hc1nrr= JVEIKDENLE-——--—- IPNLNPSTALNSKTASSFGLAPPDNIA 50
EcCERFZ_Q39090.2 FQSFLOQASALESS-—----—-QP--LESDEVEVACDVENDVEIBANVE 75
AtbZIDG3 NP 5E8508.2 AFILTQE'IQEEE-A}..!LDF‘———---——-—--———GES':'I.':‘-.CG’-.I'S",'SE?E'.‘-E’-IE 64
0sbZID BAR3E492.1 YFQRFLEEAVLDS PVINDS PRAEACC IRGAGEYVEVIVKQPQLSARATTS 110
ImOpaque-2 ACG33567.1 YFQRFLEEAVLDS —--PGEVAGVERNSCGQAGVERAESKPLGARADASYS 37
CmbZIPIDS NP 001237113.1 —————-mmmmv YDSQDYHAT LK TRLNLACAAVINTRG-SLVESQNP—- 135
GmbZIPGS NP 001237085.1 GGVLESDPGRVALDSEEYQAFLKSELNLACARVAMTRG-SLAKSODRSEF 130
MtOpaque ¥P 0036264551 Hmmmm e SIDSEDYQALLRTRLOLACAAVARSRG-SLVKEQDD——— 114
WtbZIP AAL2TIE0.1 e VDSEEYQAFLESQLELACARVALTRCKSLNDODSGETA 160
C/HEF NP 001236293.1  ——————————- YDSEEYQAFLKSOLHLACAAVALTRCKSLNDQDSGETE 88
DoCPRF2 Q98080.2 00— YDSEDYQAYLESRLDLACARVALTRASSLKDQDE-2AL 112
RtbZID63 NP 568508.2  —————mm— - VDSEEYRAFLXSKLNLACAAVAMKRG-TFIKPQDTSGR 101
0sbZID BAR2E432.1 - —AVVDEVEYNAMLEQRLEKDLAAVAMWKASGTVEDERDG-- 148
rOpaque-2 ACG33567.1 §~———-———SVVDEVEYNAMLEQRLEXDLART AMWRASGAREEDLEA-— 136
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GmbZIP105 NP 001237113.1 -DSGPORSNE SEVGSHATIRG—————==-—= SGEFNDDPSKLED 171

cubz1P89 NP 001237085.1 SECG8QPTHESLVES)TTSHE-——mmmm STBSEND-PSKIQIKD 166
MtOpaque %P 003626455.1 ~DNGSQPSYRYELGSLATIRGLFFGTRTCMCLIA GRS CND-PSKIQHKD 162
NtbZIP ARL27150.1 HIRESR TR AR GEHT S TL A ———=-SEJE-TANIOTRD 193
G/HBFL NP (01236295.1 HDRGSETASAR)SGSHVSTLG-—==nmm=n SOOE-VARIQURD 121
BCCPRE? 099090.2 ) e R AR SGHD-LSYEEIRE 145
AtbZIPE3 NP 568508.2. SDNGG--2NESEQRSTASSKA 120
0sbZ1P BBA36402.1 ASSLLNADVSHIGARTSIEG NATEVQL 178
InCpaque-2 ACG33567.1 AMASTESVINEHARRIKDYEG TESIVQRAL 166
GbIIPI0S NP 0012371131 T2VDRKRVRRMLSWRESARESRRREQIFLTELET(VSQLASENSSLIFRR 270
GabzIPg9 NP 001237085.1 DEADVRR R ML SNFESARR SRR QAR TOLETQVSOLAGENS TLIKEL 264
MiOpaque XP 003626455.1  NOTDRARVRJMLSNRESARSSRERAGAHITELETQVSELRGENSSLIKRL 25!
NEET? AAL2T1S0.1 D2ADAKR VR RN SWRESARR SRR RA QAL TELETQVS)LEVENSSLIKEL 2
G/EBFL NP 001236290 DPADRKRVE . SHRE SARR SRR AHL TRLETQVSLEVENSSLIEL 219
?~cmz_g990:«.:n.__ DESDAKRVRJME SNFES2RESRRRRQARMTELETQVSOLAVENSSLIREL 244
BEbEIPE3 NP 568508.2 HETHVRR VO SHRE SARRSRRRH A SELETOVSLRVENSKIMKGL 197
OshZIP BEA3E492.1 RPADQRLORR ) SNFESARE SR SRIAAEINELER QVSQLAVENSSLIRRL 274
Ta0paque-? AOG33567.1 NPYgRCORRESRESARRSRSREAAE NELERVRQLRVENSSLLPRL 263
QubZ12103 WP Q0I237II3.L  TOVSGRYSARVDNRVTKGDETLARKVRUBRETRG 161 SULIMT- 319
GubZT2E% WP 001237085.1 DS QK SDSAVINAV L KADVE TL A TKVRMAEE TV} TGLNELIARNS - 313
Hogme 0 00362 e4w. IOV TORFNNSAVINR L KAIVE TLEARVIMAETVRRF T 3
HtbEI2 ARL2TIS0. D SQRFNE AV DN KAIVE T R THVRMREETVRR| T

”!ZBF- W2 0012 azs‘u 1 DTSR NERA N LEADVE TLRTKVIRREETVREY TG X
DCCPREZ 099090 DTS QRN DAAV DRV AT TE THRAX VRMARE TVRR TCLIBHEQSNSS 294
AthAI263 NP | 568500, DV D) TFNDASVENRV AN ETLRARVIMAEETVRR TCFEMERRMEY 247
OsbZI2 BAR36492.1 AGENDARVTIRY KRR SAXVOREDSTRRY TOALERAS - 323
ImOpaque-2 A0G33567.1 DGR NEA DNV E TR VRIBEDSVRRY TCHBLIZAVS - 312
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PcCERFZ QE‘S“S".:_
AthZIPE3 NP 568508 _'_
0sbLEIP BAR3E4592.1
ImCpaque-2 ACG33567.1

Figura 2- Alinhamento multiplo de sequéncias de aminoacidos da proteina GmbZIP105 obtido pelo BLAST do
NCBI com sequéncias homdlogas: GmbZIP105 de G. max (NP001237113.1), GmbZIP89 G. max
(NP001237085.1), OsbZIP de Oryza sativa (BAA36492.1), NtbZIP de N. tabacum (AAL27150.1), MtOpaque de
Medicago Medicago truncatula (XP_003626455.1), G/HBF1 de G. max (NP001236299.1), ZmOpaque-2 de Zea
mays (ACG33567.1), PcCPRF2 de Petroselinum crispum (Q99090.2) e AtbZIP63 de A. thaliana (NP568508.2).

As regides conservadas entre essas proteinas estdo destacadas em preto.

2. Proteinas isoladas na triagem

Com a finalidade de identificar parceiros de interacdo do fator de transcrigao
GmbZIP105 foi utilizada em uma biblioteca de ¢cDNA de soja construida no vetor
pEXPAD 502 como presa e o pDEST32- GmbZIP105 como isca. Foram obtidos nove
clones na triagem s6lida, mas apenas trés clones cresceram em meio seletivo (SD- leu-
Trp- His) até¢ 30mM de 3AT (figura 3A), evidenciando a ativagdo do gene reporter HIS3.
Nenhum clone foi obtido por meio da triagem liquida. Para confirmar a expressao do

outro gene reporter foi realizado o ensaio de atividade de - galactosidase em membrana,
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onde foi possivel observar a ativagdo desse gene evidenciado pela coloracdo azul
produzida apds a conversdo do substrato 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-galactopyranoside

(X-gal) em um precipitado de coloragdo azul (figura 3B)

A)
1:1
1:10
1:100
o
B) ~ o/ ™ \GQ\AO @\@o
o I & SIS NS
§ ol 5 C L SE
& © S § g
r r 71 r F r
4 4 4 = _ 4

Figura 3- Confirmacéo da ativagdo dos genes reporteres: a) Crescimento dos clones positivos (1, 2 e 3) na triagem em meio
seletivo deficiente em leucina, triptofano e histidina, suplementado com 25 mM de 3AT. O duplo transformante contendo os
vetores pDEST32 e pDEST22 vazios foi utilizado como controle negativo. A levedura mutante AH109 pDEST22-
GmbZIPE2/pDEST32- GmbZIPE2 foi utilizada como controle positivo do ensaio, visto que a proteina GmbZIPE2 apresenta
uma forte capacidade de homodimerizagdo em leveduras (dados ndo publicados). Todos os clones estdo nas seguintes dilui¢des

1:1; 1:10 e 1:100. B) Medida qualitativa da atividade da enzima f- galactosidade, feita em membrana de nylon.
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Esses clones de levedura foram submetidos a extracdo de DNA plasmidial, e a
presenca do vetor da biblioteca foi confirmada por meio da reagdo de PCR com primer
especifico para o vetor pPEXPADS502 bem como do gene GmbZIP105 (tabela 1). O DNA
plasmidial foi utilizado para transformagdo de cepas de DHS5a. E entre as coldnias

positivas foram selecionados 12 para o sequenciamento.

3 Identificacdo dos clones positivos

Apo6s o sequenciamento do DNA extraido dos clones positivos e analise de sua
sequéncia através do programa BLAST, verificou-se que os cDNAs contidos em cada
clone codificam para as seguintes proteinas: clone 1 uma proteina ndo caracterizada de
soja (Glyma04g29490) (figura 4), clone 2 a uma asparagina sintetase (Glymallg27720)
(figura 5) e clone 3 uma proteina denominada Auxin repressed proteins (ARP)
(Glymal5g08300) (figura 6). A analise do sequenciamento dos clones 1, 2 e 3 demonstrou
que ele estavam em frame com o dominio AD-GAL4 de ativagdo transcricional no vetor
pEXPADS502, descartando a possibilidade de isolamento de um gene inexistente devido a

alteracao na ordem de leitura.

3.1 Proteina nao caracterizada de G. max

O cDNA do clone 1 de levedura codifica uma proteina com 58 residuos de
aminodcidos. Esse polipeptidio possui dominio e fun¢do desconhecido de acordo com as
analises nos bancos de dados NCBI e PFAM (figura 4). A proteina desconhecida de soja
possui 59% de identidade com a proteina hipotética PHAVU (ESW20930.1) de P.
vulgaris, 73 % com a proteina hipotética MTR (XP 003598552.1) e 63% com a proteina
hipotética MTR (XP 003598551.1), ambas de M. truncatula.

AAATTCTATTTCGATGATGAAGATACCCCACCAAACCCAAAAAAAGAGGGTGGGTCGAT
CACAACTNCIACAAAAACEASEENNC CGAJECACGCGTCCGGACCCAAMGCTGC

CAAAGGCAAGTTGAATACCAAAAAATAATCAAATCAGACAGCACTGGGTTTCAAGGAC
AAAACTTGCTGTGGAGAAGAAGATATATTTGCAAACATACTACTAATAAATTATAGTAT
TAAATTGTTTTGGAATTACGATTTCTTGTGAATGTCAATAATTAGGTTAATAAATTGAGT
GCATTGTGTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGG
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Figura 4 O cDNA da proteina ndo caracterizada (Glyma04g29490.1) clonado no vetor pEXPADS502
foi sequenciado e as sequéncias de nucleotideos estdo representadas na figura. O provavel condon de
iniciacdo esta destacado em azul, e os sitios de restricdo utilizados na clonagem estdo marcados em

amarelo (Sall), regido marcada em vermelho corresponde a parte da sequéncia do vetor.

3.2Asparagina sintetase

O clone 2 possuia um cDNA com parte da sequéncia codificadora da grotein
asparagina sintetase (figura 5). A asparagina sintetase € uma enzima presente em
procariotos e eucariotos que catalisa a transferéncia dependente de ATP da amodnia para
0 aspartato resultando em uma asparagina (Gaufichon et al., 2010).

A asparagina sintetase desempenha um papel central no transporte e
armazenamento de nitrogénio nas plantas em diferentes fases do desenvolvimento
vegetal: mobilizacdo do nitrogénio armazenado nas sementes, reciclagem do nigrogénio
fluxo no tecido vegetativo em resposta a estresse abidtico e bidtico (Lam et gl., 1998
Gaufichon et al., 2010).

O gene asparagina sintetase 1 (CaAS1) de pimenta (C.annuum) € fortemente
induzido por Xanthomonas campestris pv. Vesicatoria ()@&) MeJA e ferimentos em
folhas de pimenta. Esses dados sugerem que a asparagina sintetase pode estar envolvida
em vias de defesaaexpressdo de CaAS1 pode ser regulada por meio da sinalizacao de
SA e MeJa (Hwang et al., 2011). O silenciamento do gene CaAS1 resultou em aumento
da susceptibilidade a Xcv. Por outro lado a superexpressdao de CaAS1 em Arabidopsis
resultou em reducéo da susceptibilidade a P. syringae e ao oomiceto Hyaloperonospora
arabidopsidis isolado Noco2. Os experimentos mostram que a asparagina sintetase
codificada pelo gene CaAS1l €& um regulador positivo de defesa basal contra
microorganismos (Hwang et al.,, 2011), entretanto a asparagina sintetase pode atuar
também como proteina efetora em vias de defesa.

A interacdo entre asparagina sintetase com o tran§&atbZ|P105 em ensaios
de duplo hibrido pode indicar que essa enzima modula de alguma forma a atividade de

GmbZIP105 em resposta a estresse em soja.

GTCGACECACGCGTCCGCA. GGTTATATCTGG

AGAAGGATCTGATGAGATCTTTGGAGGGTATCTATATTTCCACAAGGCACCAAACAAAGAAGA
ATTTCATCAAGAAACATGCCGCAAGATTAAAGCACTCCACAAATATGATTGCTTGCGAGCCAA
TAAATCGACCTTTGCCTGGGGTCTAGAAGCCAGAGTGCCATTTTTGGACAAAGATTTTATCAG
AGTTGCAATGAACATTGATCCTGAGTATAAAATGATTAAAAAAAAAAAAAAAGG
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Figura 5 O cDNA de asparagina sintetase (Glymal1g27720) clonado no vetor pPEXPADS502 foi sequenciado
e as sequéncias de nucleotideos estdo representadas na figura. O provavel condon de iniciacdo estd
destacado em azul. O sitio de restri¢do utilizado na clonagem esta marcados em amarelo (Sall), e regido

marcada em vermelho corresponde a parte da sequéncia do vetor.

3.3Proteina reprimida por auxina (ARP)

Verifica-se que a sequéncia estava completa, contendo sitio de iniciacdo e
terminacao de tradugdo do gene (figura 6). A sequéncia de nucleotideos obtida codifica
um polipeptideo de 117 residuos de aminoacidos. Wood et al. (2013)elataram que os
genes da familia DMR/ARP geralmente codificam um polipeptideo de 92 a 155 residuos
de aminoacidos. O que pode ser observado nas espécies de Pyrus pyrifolia Shi et al.,
2013), Robinia pseudoacacia (Park e Han, 2003) e Elaeagnus umbellata (Kim et al.,
2007) A sequéncia de aminoacidos de ARP ndo possui sinais de localizagdo nuclear nem
para organelas (Lee et al., 2013b).

Os genes ARP sdo relacionados com os genes DMRs que codifica para proteina
associada a dorméncia. Juntos esses genes formam uma superfamilia de genes reprimidos
por auxina (ARP/DMR). Essa superfamilia de proteinas ¢ restrita as plantas superiores o
que indica que desempenham papel especifico nesse grupo taxondmico. Alguns trabalhos
relatam o envolvimento em manuten¢do da dorméncia e resposta a estresse bidtico e
abidtico, entretanto ainda ndo se conhece a fun¢do bioquimica destas proteinas (Rae et
al., 2013a).

O gene DMR de Actinidia deliciosa (AdeMR1j)la familia ARP/DMR, pertence a
classe das proteinas denominadas intrinsicamente desordenadas, esses polipeptideos
mesmo em condigdes nativas ndo possui uma estrutura terciaria definida. Essas proteinas
estdo envolvidas em varios processos fisiologicos: regulacao da transcri¢do e tradugao,
transdugdo de sinal e modifica¢ao de proteinas (Wood et al., 2018 Devido a estrutura
desordenada podem se ligar a multiplos parceiros, € muitas vezes participam de redes de
interacdo entre proteinas desempenhando fungoes cruciais (Patil e Nakamura, 2006A
estrutura altamente conservada das proteinas ARP/DMR indica que, provavelmente,
outros homologos de AdeDMRI1 também possuem estruturas intrinsicamente

desorganizada.
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GTCGAC ACTCACTTTTCATCCTTCGATCAT

ACACTTAGTTGCTTCCAATTAAGATGGTTCTGCTAGAGAAGCTCTGGGATGATGTTGTGGCTG
GCCCTCAACCTGAGCGTGGCCTTGGCAAGCTCAGAAAACTCACCACCCTCAAAACTATTGAT
GAAGGAGAAAGTAGCAAGCTGCAGAAGACGTTGTCGATGCCGTCGACACCAACAACCCCGA
TGACTCCGACGACTCCAACGACACCGGGATCGGCCCGTAAAGCTGACAACGTTTGGAGGAG
CGTCTTCCATCCTGGGAGCAACTCCGCCACAAAGACCATCGGTGCTCAGATGTTTGACAAAC
CACTTCCCAACACTCCCACTGTCTATGACTGGCTGTACAGTGGGGAGACCAGAAGCAGGCAC
CGCTGAAGCTGAAGTCTTTAGCTAAGATGACCGTGGGTTGCATGTAAATATTGTCGTTTTTCGT
TAAGCATCTGCCACGTTTGCAGCTACTATTACTATTATGTGTCGGGAATTTATTGCTCCGTTGCT
GACTCAAACATAATATTACTAGCGTGTTTGGTTTTTTTGAGCAAGTGAATGTAAAAATGCTAAA
TAATTCGTTAGTATGCTAAGTTTTGTTAAGCCAGATCTGCCTTGAACTTTGGCGATTGGTTAATC
TTTTTCTCCCTTTGTTAAATGATTAGTATTAAAATAAATAAATTTTTGTTAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAGG

Figura 6 O cDNA de ARP (Glymal5g08300) clonado no vetor pEXPADS502 foi sequenciado e as
sequéncias de nucleotideos estdo representadas na figura. O provavel condon de iniciago esta destacado
em azul, e os sitios de restri¢ao utilizados na clonagem estdo marcados em amarelo (Sall), regido marcada

em vermelho corresponde a parte da sequéncia do vetor.

O alinhamento da sequéncia de GmARP com outros membros da familia
DMR/ARP indicou a presenca de regides conservadas na regido C- terminal e outro na
regido N-terminal (destacado em preto na figura 7). A presenca de dominio conservados
foram previamente relatados no alinhamento de proteina ARPs de pera (Shi et al., 2013)

e Brassica rapa L. ssp. pekinendiee et al., 2013), bem como no alinhamento de ARP
de Robinia pseudoacaciasm sequéncias de outras espécies de monocotiledoneas e
dicotiledoneas (Park e Han, 2003). Entretanto a fungdo destes dominios conservados ndo

¢ conhecido.
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GmARF
FvARP
GuaRP
SdARP
Eu2RP
ATDMRL
DMRI.1
CIARP
PsaARP
SVARP
NtARP

FwAEF

SdREP
EulRRFE
LtDMR1
DMR1.1
C1ERP
E=sLEP
SwLEP
NtRARP

GmARP
FvARP
GuaRP
SdARP
EuZRP
AtDMRI
DMR1.1
CIaRrp
PsARP
SvARP
NtARP

MVLLERLWDDVVAGERPERGLGRLRRLFTIRTI———— DEGESS--KLORTLSMPSTETTE
MVLLERLWDDVV QPERGLGRLRRL [’TLKT ----- DEGESS-—-RLORSLSMPNTPSTE
——MLERLWDDV QFERGLERLRRLFTSVR————— DEGQGI-—-KLORKE S‘lP_T"TZ'E
MVLLERLWDDIVAGPQPERGL "'VC.RK.L{""CD--—-GEGSS-“K_‘QR}\.:SQ{PT TET
MYVLLDRIWDDVE Q JETRESAL-NIRDVEGS——TLORSMSMP '_SQ’"ZE
MVLLEH QFPDE [TQPINIRDIGEGSSSKVVMERSL """_E-AI-YSE
MVLLEH PQPDRG [TQPINIRDIGEGSSSKVVMERSLTMF-ARVSE
MVLILERLWDDVVZ .C'E‘C'ED?:G’_SKIRKI [TRPFILKDLEGEGSK———-YQRSMSMPASEGTE
MVLILDREWDDVIAGCFQPERGLGRLRRIFTRE———-IDVEVEGSKL--YQRSLSMFASFGTE
MVLIDRLWDDVMEGE SEDEGLGRLRKSLTVOTAGESSGEGSSK——-YQRSLSMPASEATE
MVLICRLWDDVMAGESPDRGLGRLRRSLTVQTAGESSGEGSSK———YQRSLSMPASFATE

MTPTTFIT———— PGYARFANNVWESVFHPGSNSATRT IGAOMFDREF-LENTPTVID
LTPTTPIT————— PGYGREADNVWESVFHPGSN SATRTLGAOMFDEF-LENTPTVID
GIPTTPIT———— PGYARFANNVWRSVENEPGSNSATESIGAEYFIRP-LENTPTVYID
VIFTIPIT———- W ARFVDNVWRSVEHPGSNAATRT IGAQMFDEP-LENSETVYD
ATESTEART-————— EGARE-ENVWRSVFNPGSNLATRGLGTEMFDEESQFNSPTVYD
GIPTIPIT————- PTYPRE-DNVWESVFNPGSNLATRAIGSNI FDRFTHPNSPSVYD
GTFTTPIT—— ETPRE-DNVWRSVEFNEGSNLATRAIGSNI FDRFTHENSPSVYD
TTEVIPIT————— FLTHARE-DNVWRSVFHNEGENFATES IGAEVFDRF-QFNSEFTVYD
VIPLTPTAGSPSSVGSPSVER-DNVWNRSVEFNEGSN LATRGIGSNVFDEE-QFNSPTIVYD
GIPVIPIN-———— ISPYVER-ENVWRSVFHPGSNLATRRIGAEVFDRPSHENAPTVYD
GIEVIEAN-——— ISPYVER-ENVWESVFHPGSNLATRRIGAEVFDRPSHPNAPTVID
WLYSGETRSRHR-—— 117
WLYSGETRSSHR—— 116
WLYSGDTRSRKER—— 114
WLYSGETRSKER——— 115
WLYSGETRSKHR——— 120
WLYSGDSRSCHR—— 122
WLYSGDSRSQHCWIEK 125
WLYSGDTKSQHER——— 120
WLYSGDTRSKHHR—— 126
WLYSGNTRSKAHEKL 124
WLYSGNTRSKAHEKL 124

Figura 7 Alinhamento multiplo de sequéncia de aminoacidos de GmARP com proteinas ARP de outras
espécies: GmARP de G. max (NP001236920.1), PvARP de Phaseolus vulgaris (AGV54274.1), SAARP
de Sesbania drummondii (ABQ44282.1), GuARP de Glycyrrhiza uralensis (ABR15095.1), EuARP de
Elaeagnus umbellata (AAC62104.2), CIARP de Citrullus lanatus subsp. Vulgaris (BAI52956.1),
PsARP Paconia suffruticosa (ABW74471.1), AtDMR1 (NP564305.1) ¢ DMRI1.1 de A.thaliana
(NP001154378.1), SVARP de Solanum virginianum (AAS75891.1) e NtARP de Nicotiana tabacum

(AAS76635.1). As regides conservadas estdo destacadas em preto.
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Andlise do agrupamento entre GmARP com outros membros da familia
DMR/ARP esté representado na figura 9. Pode-se observar no agrupamento a formagao
de quatro grupos. O primeiro grupo ¢ formado GmARPA, PvARP, SAARP, GuARP ¢
EuARP. O segundo grupo ¢ representado por CIARP e PsARP. O terceiro grupo AtDMR1
e DMRI.1 proteinas de A. thaliana. E o Gltimo grupo ¢ composto por SYARP e NtARP.
O agrupamento de proteinas ARP de espécies diferentes pode sugerir que desempenham

a mesma funcdo em diferentes espécies de planta.

q7 GmARF

7 PVARP

4 SAARP
40 GUARP
FUARP

F7 CIARF
PsARP
35 r AtDMR1
100 L DMRA_1
r SvARP
100 L tARP

Figura 8- Dendrograma de ARP de soja com outras proteinas ARP. O niimero de acesso das proteinas no
NCBI sdo: GmARP (Glycine max, NP_001236920.1), PvARP (Phaseolus vulgaris, AGV54274.1),
SAARP (Sesbania drummondii, ABQ44282.1), GuUARP (Glycyrrhiza uralensis, ABR15095.1), EuARP
(Elaeagnus umbellata, AAC62104.2), CIARP (Citrullus lanatus subsp. Vulgaris, BA152956.1), PsARP
(Paeonia suffruticosa, ABW74471.1), AtDMRI1 (A4.thaliana NP564305.1), DMRI1.1 (A4.thaliana, NP
001154378.1) SvARP (Solanum virginianum, AAS75891.1) e NtARP (Nicotiana tabacum,

AAS76635.1). Os grupos formados estdo destacados em vermelho.
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3.3.1 Funcdo das proteinas reprimidas por auxinas em plantas

Dentre os ¢cDNAs identificados neste trabalho a auxin repressed foi o que mais
nos chamou a ateng¢do, pois o clone contém toda a regido codificadora da proteina. A
literatura mostra que existe uma relagdo entre a via de auxina e a via de resposta a
patdgeno, indicando que pode ser uma interagdo funcional entre 0 GmbZIP105 ¢ a ARP.

Os genes PpARP1 e PpARP2 de pera (Pyrus pyrifolia) sdo predominantemente
expressos no mesocarpo. Sugerindo envolvimento no desenvolvimento do fruto, assim
analisou-se o padrdo de expressdo dos genes PpARPs, e observaram que PpARP1 foi
expresso em niveis elevados, enquanto PpARP2 apresentaram niveis relativamente
baixos durante o desenvolvimento do fruto, indicando que ambos 0s genes estdo
envolvidos em processos diferentes no desenvolvimento desse 6rgao vegetal (Shi et al
2013). Por outro lado, o geiSARS (ARP de Fragaria ananassa) é reprimido durante
o desenvolvimento normal do fruto do morango em resposta a auxina endégena produzida
nos aquénios desse 6rgao, pois quando 0s aquénios sdo removidos os niveis de mMRNA de
ASARS comegam aaumentar 2 horas apos a depreciagdo de auxina (Reddy e Poovaiah,
1990.

Em tabaco os niveis da proteina ARP sdo elevados durante a maturagao do polen,
mas cai rapidamente durante a germinacao do poélen (Steiner et al., 2003). Em R.
pseudoacacia a expressao de RpARP ¢ correlacionada negativamente com alongamento
do hipocotilo (Park e Han, 2003 Em brassica os niveis de transcritos de BrARP1 e
BrDRM1 sdo relativamente baixo em cotilédones, folhas jovens, botdes florais, estames
e anteras. Por outro lado em raizes, hipocotilo, folhas maduras, pétalas e sépalas os niveis
dos transcritos de BrARP1 e BrDRMI1 sdo elevados (Lee et al., 2013b). A superexpressao
de BrARP1 e BrDRMI1 em Arabidopsis resulta em reducdo do crescimento vegetativo e
producdo de sementes (Lee et al., 2013b).

Além da expressao diferencial em diferentes estagios do desenvolvimento
vegetal, os genes ARP também s&o regulados sob tratamento com fito-hormonios e
estresse bidtico (Steiner et al., 20P3ark e Han, 2003;ee et al., 2013b; Shi et al 2013).

A familia DRM1/ARP de A thaliangem cinco membros, sendo que algumas variantes
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sao produzidapor splincing aumentando a complexidade da familia. A transcricdo dos
genes AtDRM1 e AtDRMZ2 foi reduzida sob tratamento com MeJA, etherfon e AIA em

A thaliana (Rae et al., 2013). Em pera os genes PpARP1 e PpARP2 sédo reprimidos por
SA (Shi et al, 2013). Atuac&o da auxina sobre a expressao dos genes ARP varia de acordo
com a espécie, em A thaliarid pseudoacacia e morango os genes ARP séo reprimidos
por auxina, enquanto em raizes de Elaeagmillata e fruto de pera séo induzidos por
auxina (Reddy e Poovaiah, 19%xrk e Han, 200Xim et al, 2007Rae et al., 2013Db,

Shi et al, 2013).

A interacdo incompativel entre o nematéide biotréfico Meloidogyne arenaria
(Trudgill, 19979 e plantas resistentes de amendoinachis stenosperma) induz a
expressao diferencial de genes ARP no estagio inicial da infeccdo quando comparado
com a expressao de raizes ndo inoculadas (Guimarées et alMa@janhte et al., 2013
Dois genes ARP também foram diferencialmente expressos em raizes de soja resistente
infectadas com aematoide Meloidogyne javanica (S et al., 20P2)y outro ladem
plantas susceptiveis Arachis hypogaea o gene ARP foi reprimido em raizes inoculadas
quando comparado com as ndo parasita@asn{ardes et al., 20L00s resultados
indicam que a proteina ARP desempenha uma fun¢éo na resposta da planta ao ataque de

nematéides em plantas resistentes.
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VI CONSIDERACOES FINAIS

A proteina ndo caracterizada de soja ndo possui funcdo descrita na literatura, a
interacdo forte com o transfator GmbZIP105 em ensaio in vivo indicam que pode
desempenhar algum papel na modulagéo desse transfator

A proteina asparagina sintetase possui fungdo no metabolismo de aminoéacidos
durante o desenvolvimento da planta bem como em respostas a estresse bidtico em
espécie pimenta. A interagcdo com o transfator GmbZIP105 pode indicar alguma
funcdo especifica na modulacdo da atividade transcricional de GmbZIP105, ou
mesmo como proteinas efetora nas vias de defesa

A interacao identificada entre GmbZIP105 e ARP indica que essa proteina pode
ter um papel na modulacéo desse transfator. Segundo trabalhos anteriores a proteina
ARP pode ser ativada ou reprimida pela via de sinalizagéo de auxina sob diferentes
condi¢cbes fisiologicas da planta. A proteina ARP ¢é ativada por infec¢do de
nematoides, e GmbZIP105 ¢é ativado na presenca do fungos Phakopsora pachyrhizi
SA, assim podemos especular que ambas as proteinas interagem sob condicdo de
estresse bidtico podendo ativar ou reprimir genes de vias de resposta a estresse bidtico
em soja (figura @
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Ataque de patogenos biotroficos

/N

Sinalizacao de SA Sinalizacao Auxina

7 Repressio
o ou ativagdo
Ativacio

GmBZIP103 Gene GmARP (Genes responsivos a estresse biotico

\ / ?
pressio ou ativacio
ARP

Figura 9- Modelo de via de sinalizagdo mediada pelo fator de transcrigdo GmbZIP105 em resposta a estresse
biotico
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VIIT CONCLUSAO

No presente trabalho verificou-se que o transfator GmbZIP105 possui capacidade
de interagir com trés proteinas diferentes de soja em um sistema in vivo, denominado
duplo hibrido de levedura, utilizando bibliotecas de cDNA de soja submetidos a diferentes
estresses. As proteinas identificados foram: proteinas nao caracterizada, asparagina
sintetase e proteina reprimida por auxina.

Futuros estudos funcionais e de expressao dos trés genes e GmbZIP105 podem
contribuir para a elucidacdo da fun¢@o bioquimica dessa proteina em vias de sinalizagio

de defesa da planta a estresse biotico e abiotico.
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