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RESUMO

PEREIRA, Mateus Rodrigues, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2011.
Identificagdo de proteinas diferencialmente expressas em folhas de soja
(Glycine max (L.) Merrill) em resposta a Phakopsora pachyrhizi. Orientador:
Everaldo Gongalves de Barros. Co-orientadores: Maurilio Alves Moreira e Maria
Cristina Baracat-Pereira.

A ferrugem asiatica da soja (FAS), cujo agente causal é o fungo Phakopsora
pachyrhizi Sydow, ¢ considerada uma das doengas mais agressivas a cultura, pois ainda
ndo ha cultivares comerciais imunes ao patdogeno. O mecanismo de controle da doenca
mais utilizado € o uso de fungicidas, o que aumenta o custo de produ¢do e acarreta em
problemas ambientais. O controle das doengas de plantas por meio de resisténcia
genética ¢ a forma mais eficaz e econdmica. Estudos gendmicos e protedmicos tém sido
feitos para o entendimento molecular da resposta do hospedeiro ao patéogeno, porém,
ainda ha poucas informacdes sobre a base molecular da interagdo entre o agente causal
da FAS e a soja, as quais sdo necessarias para assistir o melhoramento genético no
desenvolvimento de cultivares resistentes. Neste trabalho, por meio do uso da
eletroforese bidimensional associada a espectrometria de massas, foram identificadas
dez proteinas diferencialmente expressas em folhas de soja em resposta a inoculagdo
com esporos de P. pachyrhizi. Foram avaliados dois gendtipos (PI561356 com
resisténcia parcial ¢ Embrapa 48, suscetivel) em dois tempos apos a inoculagdo (72h e
192h). Para cada tempo e genétipo foram coletadas folhas de plantas controle nao
inoculadas. A anidrase carbdnica, 1-desoxi-D-xilulose-5-fosfato-redutoisomerase
(DXR) e subunidade A da gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase (GAPDHa) foram mais
expressas no genoétipo suscetivel 192 h apds inoculagdo (h.a.i.) quando comparado ao
controle. No tempo de 72 h.a.i., foram identificadas sete proteinas diferencialmente
expressas quando o genoétipo resistente inoculado foi comparado ao ndo inoculado:
proteina tumoral controlada traducionalmente, gama glutamil hidrolase, proteina
ribossomal 30S de cloroplasto, fator de elongagdo 1-alfa, proteina de ligacdo a
subunidade beta da Rubisco (menos expressas no inoculado), glutamina sintetase e
frutose bisfosfato aldolase (mais expressas no inoculado). Algumas destas estdo
envolvidas com rotas metabolicas de defesa do hospedeiro ao ataque de patdgenos.
Estudos prévios indicam que a anidrase carbonica ¢ uma das proteinas efetoras do acido
salicilico (AS) que exerce um importante papel nas respostas de defesa local e
sistémica. Outros trabalhos demonstram que a enzima DXR ¢ ponto-chave na rota de
sintese de fitoalexinas que sdo isoprendides envolvidos na defesa contra ataque de

patogenos. A frutose bisfosfato aldolase participa do metabolismo das pentoses fosfato,
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que ¢ uma das vias principais para a producao de compostos fenolicos responsaveis pela
ativacdo de mecanismos de defesa. A glutamina sintetase atua no metabolismo de
nitrogénio e estudos indicam que a redugdo nos niveis de nitrogénio aumenta a
suscetibilidade a patdégenos. O aumento da expressdo de GAPDHa ¢ uma evidéncia do
acumulo de intermediarios reativos do oxigénio como parte de um dos mecanismos de
resposta da resisténcia adquirida sist€émica (RAS) contra o ataque de patégenos. Em
concordancia com outros trabalhos, a fotossintese e a sintese global de proteinas tendem
a diminuir em certos tempos de inoculagdo, o que observamos quando a proteina de
ligacdo a subunidade beta da Rubisco, a proteina ribossomal 30S de cloroplasto e fator
de elongacdo 1-alfa foram menos expressos no gen6tipo PI561356 72 h.a.i. Apesar do
papel da proteina tumoral controlada traducionalmente, em resposta a infec¢do por
patdgenos, ser ainda desconhecido, foram observadas, em outros trabalhos, alteragdes
na expressao desta proteina em resposta a diferentes condigdes fisiologicas da célula. A
expressao de proteinas da seiva do xilema pode ser alterada como foi o caso da gama
glutamil hidrolase menos expressa no genotipo PI561356 72 h.a.i. Resultados de outros
trabalhos mostram que alteragdes na expressao de proteinas da seiva do xilema inibem o
desenvolvimento de patogenos em plantas. Os genes que codificam as enzimas anidrase
carbonica e DXR, que foram mais expressas em folhas de soja no genotipo Embrapa 48,
192 h.a.i., foram também analisados in silico. A expressdo destes genes foi detectada
em bibliotecas de EST (Expressed Sequence Tags) de folhas de soja inoculadas com P.
pachyrhizi. Estes resultados contribuem para o aumento das informagdes necessarias ao

entendimento do mecanismo de resposta da soja a P. pachyrhizi.
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ABSTRACT

PEREIRA, Mateus Rodrigues, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, July 2011.
Identification of proteins differentially expressed in leaves of soybean (Glycine
max (L.) Merrill) in response to Phakopsora pachyrhizi. Advisor: Everaldo
Gongalves de Barros. Co-advisors: Maurilio Alves Moreira and Maria Cristina
Baracat-Pereira.

Asian soybean rust (ASR), caused by Phakopsora pachyrhizi Sydow, is
considered one of the most aggressive diseases to the soybean culture, since there are no
commercial cultivars immune to the pathogen. The use of fungicides is the most
commonly applied control measure against the disease, but this procedure increases
production cost and causes environmental problems. Plant disease control through
genetic resistance is the most inexpensive and effective alternative. Genomic and
proteomic studies have been carried out for molecular understanding of the host
responses to pathogens, but there is little information on the molecular basis of the
interaction between the ASR causal agent and soybean, which is needed for aiding
genetic breeding efforts and the development of resistant cultivars. In this work, through
the use of two-dimensional electrophoresis associated with mass spectrometry, ten
proteins differently expressed were identified in soybean leaves in response to
inoculation with spores of P. pachyrhizi. Two genotypes (PI561356 with partial
resistance and Embrapa 48, susceptible) were evaluated at two time points after
inoculation (72 h and 192 h). Leaves of non-inoculated control plants were collected for
each time and genotype. Carbonic anhydrase, 1-deoxy-D-Xylulose-5-phosphate-
reductoisomerase (DXR) and subunit A of glyceraldehyde-3-phosphate-dehydrogenase
(GAPDHa) were more abundantly expressed in the susceptible genotype 192 h after
inoculation (h.a.i.), compared to the control. At the time point of 72 h.a.i., seven
proteins differently expressed were identified when the inoculated resistant genotype
was compared to the non-inoculated: translationally controlled tumor protein, gamma-
glutamyl hydrolase, chloroplast 30S ribosomal protein, elongation factor 1-alpha,
Rubisco beta subunit binding protein (lower expression with inoculation), glutamine
synthetase and fructose bisphosphate aldolase (higher expression with inoculation).
Some of these proteins are involved in metabolic pathways related with host defense
against pathogens. Previous studies indicate that carbonic anhydrase is a salicylic acid
(SA) effector protein that plays an important role in systemic and local defense
responses. Other studies demonstrate that the enzyme DXR is essential for phytoalexins

biosynthesis. These compounds are isoprenoids involved in the defense against
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pathogen attack. The fructose bisphosphate aldolase participates in the pentose
phosphate metabolism, which is one of the main pathways for production of phenolic
compounds responsible for the activation of defense mechanisms. Glutamine synthetase
acts on nitrogen metabolism, and studies indicate that reduced levels of nitrogen
increase susceptibility to pathogens. The increased expression of GAPDHa indicates
that accumulation of reactive oxygen intermediates is part of the response mechanisms
of the systemic acquired resistance (SAR) against pathogen attack. Several studies show
that photosynthesis and global protein synthesis tend to decrease after pathogen
inoculation. This is in line with the observation that the Rubisco beta subunit binding
protein, the chloroplast 30S ribosomal protein and elongation factor 1-alpha were less
expressed in the genotype PI5S61356 72 h.a.i. Although the role of the translationally
controlled tumor protein on response to infection by pathogens is still unknown,
changes in the expression of this protein have been observed in other works, in response
to different physiological conditions of the cell. The expression of proteins present in
the xylem sap can be changed, as occurred with the gamma-glutamyl hydrolase, which
was less expressed in genotype PI561356 72 h.a.i. Results from other studies show that
changes in the expression of proteins present in the xylem sap inhibit the development
of pathogens in plants. The genes encoding the enzymes carbonic anhydrase and DXR,
which were more expressed in soybean leaves in the genotype Embrapa 48, 192 h.a.i.,
were analyzed in silico. Their expression was detected in EST (Expressed Sequence
Tags) libraries of soybean leaves inoculated with P. pachyrhizi. The results obtained in
this work will help the understanding of the mechanism of soybean response to P.

pachyrhizi.
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1.0. INTRODUGCAO GERAL

A soja (Glycine max (L.) Merrill) ¢ uma espécie da familia Fabaceae, sendo
considerada a cultura de maior importancia econdmica no mundo. Entre os principais
fatores que limitam a obten¢do de maiores rendimentos em soja, estdo as doencas,
gerando perdas anuais de producdo estimadas entre 15% e 20% (Embrapa Soja, 2011).
A ferrugem asiatica da soja (FAS), cujo agente causal é o fungo Phakopsora pachyrhizi
Sydow, ¢ considerada uma das doencas mais agressivas a cultura da soja em fungao dos
prejuizos causados e do aumento de custo de produgdo para o seu controle, pois ainda
ndo ha cultivares comerciais imunes ao patéogeno e o mecanismo de controle da doenga
mais utilizado é o uso de fungicidas. O controle das doengas de plantas por meio da
resisténcia genética ¢ a forma mais eficaz e econdomica. Estudos t€m sido feitos para o
entendimento da resposta do hospedeiro ao patégeno em nivel molecular (Panthee et al.,
2007; Panthee et al., 2009; Mortel et al., 2007; Janior, 2007; Choi et al., 2008;
Tremblay et al., 2010; Goellner et al., 2010; Cooper et al., 2011), porém, ainda ha
poucas informagdes sobre esta interacao (Mortel et al., 2007; Pham et al., 2009;
Tremblay et al., 2010), as quais sdo necessarias para o entendimento dos mecanismos de
desenvolvimento da doenca, o que forneceria ferramentas para programas de
melhoramento genético para a criacdo de cultivares de soja resistentes a doenga
(Panthee et al., 2007; Panthee et al., 2009).

O conhecimento adquirido por meio de estudos bioquimicos do genoma e do
proteoma das espécies tem sido um importante foco para a busca de alternativas para o
controle de pragas e doencas. O proteoma corresponde ao perfil completo de proteinas
expressas em um organismo, tecido ou célula, em uma determinada situacdo fisiologica.
A analise protedmica corresponde a avaliagao sistematica do proteoma possibilitando a
identificacdo de proteinas diferencialmente expressas em tecidos sob diferentes
condicdes fisiologicas (Wilkins et al., 1995). A identificacdo de proteinas
diferencialmente expressas em situagdes de estresse bidtico permite identificar os genes
envolvidos em suas sinteses, podendo auxiliar programas futuros de manipulagao
genética na criagdo de plantas resistentes a patogenos. Este trabalho objetivou
identificar proteinas diferencialmente expressas em folhas de soja em resposta a P.

pachyrhizi.



2.0. REVISAO DE LITERATURA
2.1. A Cultura da Soja e a Ferrugem Asiatica

A soja (Glycine max (L.) Merrill) é uma espécie originaria da Asia e vem sendo
cultivada a centenas de anos. O cultivo se expandiu por véarias partes do mundo,
constituindo-se, atualmente, um dos principais. E uma cultura de clima tropical, cuja
producdo ¢ mais concentrada nos Estados Unidos e no Brasil pelas condig¢des
ambientais favoraveis ao seu cultivo (Embrapa Soja, 2011). E a segunda cultura mais
importante dos Estados Unidos contribuindo com 19 bilhdes de dodlares anuais para a
economia daquele pais (Panthee et al., 2009). O Brasil é o segundo maior produtor
mundial de soja, sendo a cultura de maior area cultivada, tendo ocupado 23,6 milhdes
de hectares na safra 2009/2010, com uma producdo de 68,7 milhdes de toneladas
(Embrapa Soja, 2011).

Entre os principais fatores que limitam o rendimento, a lucratividade e o sucesso
da producdo de soja, destacam-se as doengas (Juliatti et al., 2005). Mundialmente, sao
listadas mais de 100 doengas na cultura da soja (Sinclair e Backman, 1989), das quais
aproximadamente 50 j& foram identificadas no Brasil (Silva et al., 2007). As perdas
anuais de produgdo por doengas sdo estimadas entre 15% e 20%, entretanto, algumas
doencas podem ocasionar perdas de quase 100% (Embrapa Soja, 2011).

A ferrugem asiatica da soja (FAS), incitada pelo fungo Phakopsora pachyrhizi
Sydow, constitui-se em um dos principais problemas fitossanitarios da cultura (Juliatti
et al., 2003). Foi descrita pela primeira vez no Japao, em 1902. Por volta de 1914,
surgiu, em carater epidémico, em varios paises no sudoeste da Asia. Na Austrélia,
apareceu na década de 90, mas nao atingiu proporgdes de epidemia, e no fim da década
de 90, a doenga foi constatada na Africa (Balardin, 2004). A FAS foi constatada no
Brasil, pela primeira vez, em Lavras — MG, em 1979. A partir de 2001, esta doenca
tornou-se um dos problemas mais relevantes da agricultura brasileira, em razdo das
redugdes de produtividade e dos gastos com medidas de controle, considerando-se a
importancia da cultura da soja para o pais (Yorinori et al., 2005).

A FAS possui alto potencial de dano a cultura, pois pode causar rapido
amarelecimento e queda prematura de folhas, prejudicando a plena formacao dos graos
(Soares et al., 2004). Em casos mais severos, quando a doenca atinge a cultura na fase
de formacao das vagens ou no inicio da formagdo dos graos, pode ocorrer a queda das
vagens, resultando em comprometimento total do rendimento (Azevedo et al., 2004).
Sob condi¢des favoraveis e dependendo do tempo de infeccdo, a FAS pode causar

perdas de até 80% da produgdo (Dorrance et al., 2005; Embrapa Soja, 2011).



Ainda nao foram identificados germoplasmas com resisténcia genética suficiente
que permita o desenvolvimento de cultivares que dispensem o uso de fungicidas para o
controle da doenca (Tecnologias, 2008). Até o momento, cinco genes de resisténcia
foram descritos em soja: Rppl (Cheng and Chan, 1968; Hidayat and Somaatmadja,
1977), Rpp2 (Hidayat and Somaatmadja, 1977), Rpp3 (Bromfield and Hartwig, 1980),
Rpp4 (Hartwig, 1986) e RppS (Garcia et al., 2008). A eficiéncia destes genes ¢ limitada
(parcial) devido a viruléncia e variabilidade do patdgeno. Estas fontes de resisténcia
identificadas sdo especificas a certas ragas do patogeno (Bonde et al., 2006). Ainda ndo
ha cultivares comerciais imunes ao patégeno e o mecanismo de controle da doenga mais
utilizado ¢ o uso de fungicidas, o que aumenta o custo de producdo e acarreta em

problemas ambientais (Miles et al., 2006).

2.2. Interacdes Moleculares Hospedeiro-Patdgeno

O controle das doengas de plantas por meio da resisténcia genética ¢ a forma
mais eficaz e econdmica. Estudos tém sido feitos para a obten¢do do entendimento da
resposta do hospedeiro ao patégeno em nivel molecular. Entender a resposta do
hospedeiro ao patdogeno em nivel molecular € certamente importante para o controle da
doenca. E importante estudar os genes da soja expressos diferencialmente em resposta
ao P. pachyrhizi para entender os mecanismos de desenvolvimento da doenca e de
resposta do hospedeiro. Isto certamente fornece ferramentas para programas futuros de
melhoramento genético para a constru¢do de cultivares de soja imunes a doenga
(Panthee et al., 2007; Panthee et al., 2009). H& poucas informagdes sobre a base
molecular da interacdo entre o agente causal da ferrugem asiatica e a soja, as quais sao
necessarias para assistir esforgos futuros do desenvolvimento de resisténcia efetiva
(Mortel et al., 2007; Pham et al., 2009; Tremblay et al., 2010).

Mortel et al. (2007) analisaram as mudangas nas quantidades de mRNA
expressos em folhas de soja infectadas com a ferrugem asiatica, relativas as plantas nao
infectadas. A avaliag¢do foi feita em 10 diferentes tempos entre plantas ndo infectadas
(controle-Mock) e infectadas utilizando os genoétipos resistente (P1230970) portador do
gene Rpp2 e o completamente susceptivel (Embrapa-48). Utilizando o GeneChip
Soybean Genome Array contendo sondas que representam 35.611 transcritos de células
de folhas de soja, os pesquisadores avaliaram a expressdo diferencial de transcritos nas
plantas infectadas comparando com as ndo-infectadas. Em ambos os genotipos houve
detecgdo de transcritos que foram expressos em plantas infectadas e que s@o de resposta

a doenca. Houve uma resposta bifasica semelhante de expressao de transcritos para os



dois genoétipos e de acordo com o tempo de inoculagdo. Os pesquisadores detectaram a
expressao de genes envolvidos no metabolismo secundario (nas vias de biossintese de
flavonodides que estdo envolvidos na resposta de defesa de plantas) e fatores de
transcri¢ao associados com a resposta ao estresse biotico.

Panthee et al. (2007), utilizando técnicas de RT real time PCR ¢ Affymetrix
microarrays of soybean, apresentaram um perfil do transcriptoma de plantas jovens de
soja (estagio V2 de desenvolvimento — apos trés semanas de plantio) do cultivar 5601T
inoculadas com o fungo Phakopsora pachyrhizi. A observagdo foi feita apds 72 horas
de inoculagdo e comparada com o perfil das plantas ndo inoculadas. Um total de 112
genes foram detectados sendo diferencialmente e significativamente expressos como
consequéncia da infec¢do pelo patdogeno. Destes, 46 sdo Up-regulados e 66 sao Down-
regulados. A maioria dos genes up-regulados tem fung¢do de defesa e fungdes
relacionadas a estresse.

Panthee et al. (2009) ressaltaram a importancia de considerar o estidgio de
desenvolvimento do hospedeiro no estudo desta interag¢do. Utilizando técnicas de RT
real time PCR e Affymetrix microarrays of soybean, eles avaliaram o perfil do
transcriptoma de células de folhas do cultivar de soja 5601T (suscetivel) em dois
estadios de desenvolvimento (V4 € Ry) 72 horas apos inoculagdo. No estadio V4, 5.056
genes foram diferencialmente expressos enquanto 579 foram encontrados
diferencialmente expressos em R;.

Tremblay et al. (2010) avaliaram a diferenga de expressdo de transcritos em
folhas do cultivar Williams 82 10 dias apds inoculac¢do e identificaram cerca de 100
transcritos com expressao diferencial significativa. Cooper et al. (2011) em um estudo
de protedmica nuclear, avaliou dois cultivares soja: Williams 82 (W82) (Suscetivel) e
Williams 82/Rppl (Resistente) inoculados com isolado Louisiana 4-1 para o qual o gene
Rppl apresenta resisténcia. Apos 24 horas de inoculagdo eles observaram o aumento na
expressao de 260 proteinas no cultivar portador do gene de resisténcia quando
comparado ao suscetivel.

Em todos estes trabalhos sdo observadas diferencas de expressdo em genes
potencialmente relacionados a defesa da soja ao P. pachyrhizi. Ha o objetivo comum,
em todas estas pesquisas, em fornecer informagdes sobre as repostas bioquimicas e
fisiolégicas do hospedeiro que venham facilitar programas genéticos futuros de

desenvolvimento de plantas resistentes a este patogeno.



2.3. Procedimentos Experimentais em Analise Proteémica
2.3.1. Separacdo de proteinas por eletroforese bidimensional (2DE)

A eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida (2D-SDS-PAGE) separa
as proteinas de acordo com dois pardmetros fisico-quimicos, o ponto isoelétrico (pl) na
primeira dimensao e a massa molecular na segunda dimensao. A metodologia associa a
focalizacao isoelétrica (IEF) e a eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida
(SDS-PAGE) (O’Farrell, 1975). As proteinas separadas por 2DE podem ser
visualizadas por coloragdo com Coomassie blue, coloracdo por prata, corantes
fluorescentes, deteccdo imunoldgica ou por radiomarcagdo (Lopez, 2007). A capacidade
de separar com alta resolucdo um grande numero de proteinas de uma amostra
complexa, e a possibilidade de se fazer analise da expressdo génica por meio da
comparagdo entre perfis protéicos de diferentes situagdes fisiologicas, posiciona essa
metodologia entre as principais ferramentas protedmicas. A separacdo e visualizagdo de
proteinas de um extrato bruto obtido de um tecido, organismo ou c¢lula por 2DE
seguida por sua identifica¢do e caracterizagdo por espectrometria de massas (MS), € o
método mais comum para andlises protedmicas atuais (Sarma et al., 2008).

A 2D-SDS-PAGE-MS (eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida
associada a espectrometria de massas) aplica-se, em geral, ao estudo comparativo da
fisiologia celular, permitindo a identificagdo de proteinas ja conhecidas, expressas em
concentragdes diferentes, por meio de andlises de sua impressdo digital (mass-
fingerprinting) (James et al., 1993), que corresponde a um perfil de peptideos obtidos

pela protedlise (tripsindlise, em geral) da proteina em estudo (Henzel et al., 2003).

2.3.2. Espectrometria de Massas (MS)

A MS ¢ uma técnica analitica que determina as massas moleculares com base no
movimento de particulas carregadas em um campo elétrico ou magnético. As moléculas
da amostra sdo convertidas em ions na fase gasosa e separadas de acordo com as suas
relacdes de massa/carga (m/z) (Westermeyer e Naven, 2002). Um espectrometro de
massas ¢ um instrumento constituido por uma fonte de ionizacdo, um analisador de
massas, um detector ¢ um sistema de aquisi¢do de dados. Para serem separadas pelo
campo eletromagnético, moléculas neutras devem ser ionizadas e convertidas a fase
gasosa pela fonte ionizadora. As fontes de ionizagdo empregadas em MS aplicada a
analise proteomica s3o Electrospray (ESI) e MALDI (Matrix-Assisted Laser
Desporption lonization), tendo a fun¢do de ionizar (de maneira suave, preservando

assim a estrutura polipeptidica) e transferir as espécies a serem analisadas para a fase



gasosa. Os analisadores de massas, como o proprio nome indica, tém como fungdo
basica separar os ions formados de acordo com suas relagdes m/z. Diversos analisadores
de massas, tais como, quadrupolos, ion-traps (tridimensionais e lineares), time-of-flight
(TOF), Fourier-transform ion cyclotron resonance (FT-ICR), orbitrap, entre outros, sdo
comercialmente disponiveis e cada um possui aspectos positivos e negativos, de acordo
com o experimento planejado e o resultado experimental requerido (Canas et al., 2006;
Cantt et al., 2008).

Apoés a etapa de extragdo de proteinas de um tecido e separacdo pela 2DE, o
préximo passo € converter estas proteinas isoladas em um conjunto de peptideos. Isso é
feito com o uso de enzimas (em geral, tripsina) que clivam as ligagdes peptidicas apos
residuos de Arginina e Lisina. Os peptideos obtidos sdo analisados por espectrometria
de massas, sendo ionizados (ESI ou MALDI), transferidos para o analisador de massas
(TOF, por exemplo) e detectados. O espectro de massas dos peptideos oriundos da
digestdo enzimatica ¢ adquirido. Este resultado indica a relagdo m/z e, por conseqiiéncia,
a massa molecular dos peptideos (Cantu et al., 2008). A lista de massas de peptideos
adquirida pode ser transferida para o software de busca MASCOT como arquivo de
dados (Thiede et al., 2005). O programa correlaciona a lista de massas de peptideos
obtida experimentalmente com a lista de massas resultante da clivagem in silico de
proteinas registradas em bancos de dados publicos (Chamrad et al., 2004; Elias et al.,
2005). A este processo, que utiliza a massa molecular dos peptideos tripticos para
localizar proteinas em bancos de dados publicos, com o auxilio de softwares como o
MASCOT, da-se o nome de PMF (Peptide Mass Fingerprinting). O software
MASCOT também correlaciona espectros de massas de fragmentagcao de peptideos com
sequéncias de aminoacidos de proteinas registradas em bancos de dados (Chamrad et
al., 2004; Elias et al., 2005). A este processo, da-se o nome de PFF (Peptide Fragment
Fingerprinting).

Devido a importancia econdmica da soja, alguns grupos ja comegaram a estudar
o seu proteoma utilizando a espectrometria de massas (Mooney & Thelen, 2004;
Hajduch et al., 2005; Xu et al., 2006; Batista et al., 2007; Natarajan et al., 2007;
Krishnan et al., 2007).



3.0. OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi identificar proteinas diferencialmente expressas em
folhas de soja em resposta a inoculagdo por Phakopsora pachyrhizi. Para este fim,
foram analisados os gendtipos suscetivel (Embrapa 48) e o parcialmente resistente

(PI561356) em dois tempos distintos de inoculagdo (72 e 192 horas apds inoculagdo).
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Capitulo 1

IDENTIFICACAO DE PROTEINAS DIFERENCIALMENTE EXPRESSAS EM
FOLHAS DE SOJA (Glycine max (L.) Merrill) EM RESPOSTA A Phakopsora
pachyrhizi

RESUMO: A ferrugem asiatica da soja, cujo agente causal é o fungo Phakopsora
pachyrhizi Sydow, ¢ considerada uma das doengas mais agressivas a cultura da soja em
funcdo dos prejuizos causados e do aumento de custo de producdo para o seu controle,
pois ainda ndo ha cultivares comerciais imunes ao patéogeno e o mecanismo de controle
da doenga mais utilizado ¢ o uso de fungicidas. Para uma maior compreensdo da
resposta do hospedeiro ao patdogeno em nivel molecular, foram analisados dois
gendtipos de soja (PI561356, com resisténcia parcial e Embrapa 48, suscetivel) nos
tempos de 72 horas e 192 horas apods inoculagdo com esporos de P. pachyrhizi. Os
perfis protéicos das plantas foram comparados por eletroforese bidimensional associada
a espectrometria de massas (MALDI-TOF-TOF). Foram observados 22 spots
diferencialmente expressos. Destes, foi possivel identificar dez proteinas por meio da
analise dos espectros de massa. Algumas estdo envolvidas em rotas metabolicas
relacionadas ao processo de defesa, como € o caso da anidrase carbdnica, 1-desoxi-D-
xilulose-5-fosfato-redutoisomerase (DXR), frutose bisfosfato aldolase e glutamina
sintetase. Os possiveis significados bioquimico-fisiologicos da expressdo diferencial

dessas proteinas sdo discutidos a luz da resposta da soja a este patdgeno.

Palavras-chave: Ferrugem asiatica da soja, protedmica, eletroforese 2-D,

espectrometria de massas, MALDI.

1.0. INTRODUCAO

A soja (Glycine max (L.) Merrill) é uma planta da familia Fabaceae, sendo
considerada a cultura de maior importancia econdmica no mundo. Sua produ¢do ¢ mais
concentrada nos Estados Unidos e no Brasil, devido as condigdes ambientais favoraveis
ao seu cultivo (Embrapa Soja, 2011). E a segunda cultura mais importante dos Estados
Unidos contribuindo com 19 bilhdes de dolares anuais para a economia daquele pais
(Panthee et al., 2009). O Brasil ¢ o segundo maior produtor mundial, sendo a cultura de
maior area cultivada no pais, tendo ocupado cerca de 23,6 milhdes de hectares na safra

de 2009/2010, com uma producdo de 68,7 milhdes de toneladas (Embrapa Soja, 2011).
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Entre os principais fatores que limitam o rendimento, a lucratividade e o sucesso
da producao de soja, destacam-se as doengas (Juliatti et al., 2005). Sdo listadas mais de
100 doengas que acometem essa cultura (Sinclair & Backman, 1989), das quais cerca de
50 ja foram identificadas no Brasil (Silva et al., 2007). As perdas anuais de produgdo
por doencas sdo estimadas entre 15% e 20%, entretanto, algumas doengas podem
ocasionar perdas que podem atingir 100% (Embrapa Soja, 2011).

A ferrugem asiatica da soja (FAS), incitada pelo fungo Phakopsora pachyrhizi
Sydow, constitui-se em um dos principais problemas na cultura da soja (Juliatti et al.,
2003). E considerada uma das doengas mais agressivas, representando uma ameaca em
funcdo dos prejuizos causados € do aumento de custo de produgdo para o seu controle
(Embrapa Soja, 2011). A partir de 2001, a FAS tornou-se um dos problemas mais
relevantes da agricultura brasileira (Yorinori et al., 2005). Apesar de varias doencas
causarem perda na produgdo, a FAS tem se tornado uma das doengas mais importantes
em quase todas as regides produtoras de soja no mundo (Purdue, 2011). Uma das
caracteristicas mais importantes da FAS ¢ o fato de o fungo reduzir o potencial
fotossintético da planta devido ao amarelecimento e queda prematura das folhas (Soares
et al., 2004; Embrapa soja, 2011). Sob condi¢des favoraveis e dependendo do tempo de
infec¢do, a FAS pode causar perdas de até 80% da producdo (Dorrance et al., 2005;
Embrapa Soja, 2011).

Ainda nao foram identificados germoplasmas com resisténcia genética suficiente
que permita o desenvolvimento de cultivares que dispensem o uso de fungicidas para o
controle da doenga (Tecnologias, 2008). At¢ o momento, cinco genes de resisténcia
foram descritos em soja: Rppl (Cheng and Chan, 1968; Hidayat and Somaatmadja,
1977), Rpp2 (Hidayat and Somaatmadja, 1977), Rpp3 (Bromfield and Hartwig, 1980),
Rpp4 (Hartwig, 1986) e Rpp5 (Garcia et al., 2008). A eficiéncia destes genes ¢ limitada
(parcial) devido a viruléncia e variabilidade do patéogeno. As fontes de resisténcia
identificadas sdo especificas para certas racas do patégeno (Bonde et al., 2006). Ainda
nao ha cultivares comerciais imunes ¢ o mecanismo de controle da doenca mais
utilizado € o uso de fungicidas, o que aumenta o custo de producado e acarreta problemas
ambientais (Miles et al., 2006; Goellner et al., 2010).

O controle das doengas de plantas por meio de resisténcia genética ¢ a forma
mais eficaz e econdmica. Para viabilizar o uso dessa estratégia, ¢ importante estudar os
genes da soja expressos diferencialmente em resposta a P. pachyrhizi, pois isso pode
ajudar no entendimento dos mecanismos de desenvolvimento da doenga, fornecendo

ferramentas para programas de melhoramento genético para a criagdao de cultivares de
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soja resistentes a doenga (Panthee et al., 2007; Panthee et al., 2009). Apesar de estudos
moleculares sobre a resposta do hospedeiro ao patogeno estarem sendo realizados, ha
ainda pouca informacdo sobre a base molecular dessa interagdo (Mortel et al., 2007;
Pham et al., 2009; Tremblay et al., 2010). Estudos bioquimicos tém sido feitos visando
esse mesmo fim (Panthee et al., 2007; Panthee et al., 2009; Mortel et al., 2007; Junior,
2007; Choi et al., 2008; Tremblay et al., 2010; Goellner et al., 2010; Cooper et al.,
2011).

Diante deste quadro, ha um crescente interesse por métodos alternativos que
eliminem ou diminuam o uso dos defensivos quimicos. O conhecimento adquirido por
meio de estudos bioquimicos do genoma e do proteoma das espécies pode fornecer
subsidios na busca de alternativas para o controle de pragas e doengas. O proteoma pode
ser definido como o conjunto de todas as proteinas expressas em um tecido, célula ou
sistema bioldgico em dado momento celular, ou como o perfil das proteinas celulares
expressas pelo genoma de um organismo sob determinada situagdo fisioldgica. A
analise protedmica refere-se a avaliagdo sistemdtica do proteoma, de forma a comparar
a expressdo protéica de células, tecidos ou organismos em distintos momentos
fisioloégicos, como por exemplo, tecidos doentes e sadios, tratados e ndo-tratados,
resistentes e suscetiveis (Wilkins et al., 1995). As proteinas diferencialmente expressas
em situacdes de estresse bidtico permitem identificar os genes envolvidos em suas
sinteses, podendo auxiliar programas futuros de manipulagdo genética na criacdo de
plantas resistentes a patdgenos. Utilizando técnicas de separagdo de proteinas por
eletroforese bidimensional (2D-SDS-PAGE) e de identificacdo por espectrometria de
massas do tipo MALDI-TOF-TOF (Matrix-Assisted Laser Desporption lonization/time-
of-flight), o presente trabalho objetivou identificar proteinas diferencialmente expressas
em dois genotipos de soja (PI5S61356 — com resisténcia parcial ¢ Embrapa 48 —

suscetivel) em resposta a inoculagdo com esporos de P. pachyrhizi.

2.0. MATERIAL E METODOS
2.1. Material vegetal e inoculacdo com esporos de P. pachyrhizi

Os genotipos utilizados neste experimento foram disponibilizados pelo Banco
Ativo de Germoplasma de Soja (BAG) da Embrapa Soja, Londrina — PR. As plantas
foram inoculadas no estddio de desenvolvimento V2 com esporos de um conjunto de
isolados do fungo P. pachyrhizi, por meio de pulverizagdo com uma suspensdo de
uredosporos ajustada para uma concentragdo de 70.250 esporos por litro. As folhas de

plantas de dois gendtipos distintos (PI561356, com resisténcia parcial e Embrapa 48,
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suscetivel) foram coletadas nos tempos de 72 horas ap6s inoculag¢do (h.a.i.) e de 192
h.a.i. Tem sido observado, em alguns trabalhos, que a resposta celular ao patogeno tem
sido intensa no tempo de 72 h.a.i. (Mortel et al., 2007, Panthee et al., 2007; Panthee et
al., 2009) e também quando o fungo atinge um estddio de producdo das uredinias
(urediniosporos) (Tremblay et al., 2010). Para cada genotipo e dentro de cada tempo
foram coletadas também folhas de plantas do controle ndao inoculado. Foram analisados

oito tratamentos, com trés repeti¢des biologicas para cada tratamento.

2.2. Extracdo de Proteinas

A extragao das proteinas das folhas foi feita pelo método do SDS/FENOL,
seguida da precipitagdo com acetato de amdnio 0,1M em metanol (Wang et al., 2003),
com modificagdes. As folhas foram maceradas com N, liquido em almofariz e pistilo
até ser produzido um po fino. O po, juntamente com o nitrogénio liquido, foi transferido
para tubo do tipo Falcon de 50 mL. Apds evaporagcdo do N,, foram adicionados ao po
20 mL de tampdo de extra¢do (polivinilpolipirrolidona (PVPP) 1%, B-mercaptoetanol
2%, fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF) ImM em acetona gelada). Em seguida, o
material foi agitado em vortex, sonicado a 30% da poténcia maxima do aparelho
UltraSonic Processor (Modelo GE 50) (amplitude de 70 dB) e centrifugado a 6000 g, a
4 °C, por 15 min. O pellet foi lavado (ressuspendido com auxilio de vortex e
centrifugado a 6000 g, por 10 min, a 4 °C) sucessivamente em acetona P.A. (duas
vezes), acido tricloroacético (TCA) 10% em acetona (quatro vezes), TCA 10% em agua
(duas vezes), acetona 80% (duas vezes) e etanol 80% (uma vez), e seco a temperatura
ambiente durante a noite.

O pellet obtido na etapa anterior foi ressuspendido em 10 mL de tampao de SDS
denso (0,75M de sacarose; Lauril Sulfato de Sédio (SDS) 2%; 0,1M de Tris-HCI, pH
8,0; B-mercaptoetanol 2%; PMSF 1mM) e mantido a temperatura ambiente por 10 min.
A mistura foi transferida para tubo tipo Falcon de 15 mL e acrescida de 5 mL de fenol
tamponado (pH 8,0) para a extracdo das proteinas. A mistura foi mantida em gelo por
10 minutos sendo agitada em vortex em trés ciclos de 30s e entdo centrifugada a 6000 g
por 10 min a 4 °C para a separagdo da fase fendlica contendo as proteinas. A fase
fendlica foi transferida para novo tubo tipo Falcon de 50 mL ao qual foram adicionados
20 mL de acetato de amonio 0,1M em metanol para a precipitacdo das proteinas. Apos
30 min a -20 °C, o tubo foi centrifugado a 6000 g por 15 minutos, a 4 °C. O pellet obtido
foi lavado (ressuspendido com auxilio de vortex e centrifugado a 6000 g por 10 min a 4

°C) sequencialmente em acetato de amonio 0,1M em metanol (duas vezes), acetona 80%
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(duas vezes) e etanol 70% (uma vez). O pellet final foi seco a temperatura ambiente
durante a noite, ressuspendido em tampao de amostra (uréia 7M, tiouré¢ia 2M e CHAPS
4%) e sonicado a 10% da poténcia maxima do aparelho UltraSonic Processor (Modelo
GE 50). A quantificagdo de proteinas totais foi feita pelo Método de Bradford (1976) e o

extrato protéico foi armazenado a -80 °C até o momento da eletroforese bidimensional.

2.3. Separacao de proteinas totais por Eletroforese Bidimensional (2D-SDS-PAGE)
2.3.1. Reidratacgao das tiras de gel da primeira dimensao

Para a primeira dimensdo (separacdo por ponto isoelétrico), foram utilizadas
tiras de gel de 24cm (com um gradiente linear de pH de 3,0 a 10,0). A reidratagdo foi
realizada em aparato de reidratagdo IPG BOX (GE Healthcare) em um periodo de 12h a
20h. Para reidratar cada tira, foi utilizada uma mistura (450uL) contento solugdo de
reidratagdo (uréia 7M, tiouréia 2M, CHAPS 2%(m/v), azul de bromofenol
0,002%(m/v), ditiotreitol (DTT) 0,2%(m/v) e tampao IPG 2,5%) e tampdo de amostra
contendo 1 mg de proteinas (Handbooks-GE Healthcare, 2004).

2.3.2. Focalizacéo Isoelétrica (IEF)

A focalizacdo isoelétrica (IEF) foi realizada no equipamento IPGphor III (GE
Healthcare). A corrida eletroforética para a primeira dimensao foi feita segundo o
Handbooks (GE Healthcare, 2004), de acordo com as seguintes etapas: 1) 200 V por
18h; 2) 500 V em passo unico por 1 h; 3) 800 Vh em gradiente até¢ 1000 V; 4) 16500 Vh
em gradiente at¢ 10000 V; 5) 27000 Vh em passo unico de 10000 V. Apos a IEF, as
tiras foram armazenadas a -80 °C até o momento da segunda etapa da eletroforese

bidimensional.

2.3.3. Equilibrio das Tiras de gel

Apos a IEF, as tiras foram equilibradas em 10 mL de tampao de equilibrio (Tris-
HCI1 75mM pH 8,8, uréia 6M, glicerol 29,3% (v/v), SDS 2% (m/v) e azul de bromofenol
0,002% (m/v)). Foram realizadas duas etapas de equilibrio de 30 min cada, com a
finalidade de reduzir e alquilar as proteinas. Na primeira, foram adicionados 180 mg de
DTT a 10 mL do tampao de equilibrio, e na segunda, 430 mg de iodoacetamida a outros
10 mL do mesmo tampao (Handbooks-GE Healthcare, 2004). Apds os dois passos de
equilibrio, as tiras foram submersas por alguns segundos em tampao de corrida 1x
(Laemmli, 1970) e imediatamente submetidas a segunda dimensdo: eletroforese em gel

de poliacrilamida na presenca de SDS (SDS-PAGE).
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2.3.4. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A segunda dimensdo da eletroforese das proteinas presentes nas tiras IPG foi
efetuada em gel de poliacrilamida na presenga de SDS (SDS-PAGE), utilizando a
metodologia descrita por Laemmli (1970), em gel de separacdo por massa molecular na
concentragdo de 12,5% de poliacrilamida (Acriliamida 30%, N,N’metilbisacrilamida
2,6%), em cuba DaltSix (GE Healthcare). A corrida foi processada a 10 mA/gel por 45
min e em seguida a 40 mA/gel até que o azul de bromofenol atingisse o limite inferior
do gel. A temperatura foi mantida a 8 °C por meio de refrigeragdo com circulador

termostatico.

2.3.5. Analise da expressao de proteinas

As proteinas presentes nos géis bidimensionais foram evidenciadas pela
coloragdo com coomassie blue G-250 (Handbooks-GE Healthcare, 2004). Os géis foram
fotodigitalizados em aparelho Image Scanner III (GE-Healthcare) e as imagens foram
calibradas com o software Labscan (GE-Healthcare). As analises comparativas das
imagens foram efetuadas utilizando o software ImageMaster 2D Platinum 7.5 (GE-
Healthcare). A comparagao foi feita entre o controle ndo inoculado e o inoculado para
cada genotipo e para cada tempo de inoculacdo, considerando trés repetigdes biologicas
para cada tratamento. Nas andlises, foram considerados diferencialmente expressos,
spots que apresentaram uma variagdo de sobreposi¢do de medidas (Ratio) acima de 1,5
e ANOVA com p < 0,05. Dentro de cada tratamento e para cada um dos Spots
diferencialmente expressos, foi calculado o valor médio da porcentagem de volume
(%Vol) para o inoculado e para o ndo inoculado. A comparagdo destes valores indica a
diferenca de expressdo destas proteinas entre o inoculado e seu controle ndo inoculado,

no seu determinado tempo e genotipo.

2.4. Tripsinizacao de proteinas em gel

Os spots correspondentes a proteinas diferencialmente expressas foram retirados
e submetidos a tripsindlise em gel segundo o protocolo de Shevchenko et al. (2006),
com algumas modifica¢des. Os pedagos de gel foram transferidos para tubos de PCR
(200uL) siliconizados e previamente lavados em dois banhos de metanol. A
descoloracdo das proteinas no gel foi feita em solucdo de acetonitrila 50%/bicarbonato
de amoénio 25mM, pH 8,0 por duas lavagens de 1 h cada, uma lavagem durante a noite e

outra de 1 h no dia seguinte, todas elas incubadas a temperatura ambiente a 750 rpm no
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aparclho Thermomixer digital Comfort (Eppendorf). A seguir, a solu¢do de
descoloragao foi removida e os pedagos de gel foram desidratados com acetonitrila pura
por duas vezes de 5 min e secos em Speed Vac Concentrator Plus (Eppendorf) por 15
min. As proteinas foram, entdo, reduzidas com DTT a 65mM em bicarbonato de amonio
a 100mM, pH 8,0, por 30 min, a 56 °C, em thermomixer, a 500 rpm. Ap0s esta etapa, as
proteinas foram alquiladas com iodoacetamida a 200mM em bicarbonato de amodnio a
100mM, pH 8,0, por 30 min, a temperatura ambiente, na auséncia de luz, e incubadas
em thermomixer a 500 rpm. Sequencialmente, os pedagos de gel foram, por duas vezes,
lavados em bicarbonato de amoénio a 100mM (pH 8,0) por 10 min, desidratados em
acetonitrila pura por 5 min e apds uma etapa adicional de desidratagdo, secos em Speed
Vac por 15 min. A digestdo triptica foi realizada utilizando a Trypsin Gold, Mass
Spectrometry grade, Promega V5280. A enzima (100ug) foi ressuspendida em 100uL
de 4cido acético S0mM (J.T. Backer). A solucdo de clivagem foi feita a partir da
solucdo estoque da tripsina (1000 ng/ulL) acrescentando um volume da solucdo de
bicarbonato de amoénio 40mM/acetonitrila 10% pH 8,0, de modo que a concentragdo
final da enzima ficasse a 25 ng/uL. Em cada tubo, foram aplicados 20uL de solucdo de
clivagem de forma a cobrir os pedacos de gel. Os tubos foram mantidos em gelo por 45
min para que a enzima pudesse penetrar no gel sem que se iniciasse a digestdo. Apds
este periodo, 50uL da solug¢do de bicarbonato de amonio 40mM/acetonitrila 10%, pH
8,0, foram adicionados a cada tubo. As amostras foram, entdo, incubadas a 37 °C por
16h (durante a noite) no thermomixer a 500 rpm. Apos a digestdo, os pedacos de gel
foram submetidos a banho ultrassom por 10 min, vortex por 20 s e toda a solugdo do
tubo foi removida para um novo tubo. A cada pedago de gel restante, em duas etapas
sequenciais, foram adicionados 30uL da solugdo de acido formico 5%/acetonitrila 50%,
sendo submetidos a vortex por 20 s e incubados 15 min em repouso a temperatura
ambiente, 2 min no banho ultrassom e mais 20 s no vortex. Toda a solugdo foi removida
e adicionada a solug¢dao do tubo novo. As amostras, contento peptideos tripticos, foram
concentradas até cerca de 10uL em SpeedVac. Os peptideos foram posteriormente

dessalinizados em coluna de hidrofobicidade C18 (Zip Tip) da marca Millipore.

2.5. Espectrometria de Massas e Identificacdo das Proteinas

A obtengdo de espectros de massas dos peptideos resultantes foi feita no
espectrometro de massas tipo MALDI-TOF/TOF (Ultraflex 111, Bruker Daltonics)
disponibilizado pelo Nucleo de Anélise de Biomoléculas (NuBioMol) da UFV. As

amostras de peptideos tripticos foram aplicadas numa propor¢ao 1:1 com a matriz acido
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a-Ciano-4-hidroxicinamico. As listas de massas dos espectros obtidos foram analisadas
para a identificacdo das proteinas pelo método “peptide mass fingerprinting” (PMF) e
por “MS-MS ion search” (PFF-Peptide Fragment Fingerprinting) utilizando o software
MASCOT DAEMON disponibilizado também pelo NuBioMol. Nestes processos,
foram utilizados os bancos de dados do NCBI, Swissprot ¢ da Glycine max (Phytzome),
com trés valores de tolerancia para a variagao de massas (0,05Da, 0,1Da e 0,5Da).
Alguns pardmetros de modificagdes pds-traducionais também foram estabelecidos como
a carbamidometilagdo dos residuos de cisteina como modificagdo fixa (alquilagdo com

iodoacetamida) e oxidacdo da metionina como variavel.

3.0. RESULTADOS

O primeiro tempo analisado foi o de 192 h.a.i., fase na qual o fungo produz os
urediniésporos (Mortel et al., 2007; Tremblay et al., 2010). Neste tempo, a analise dos
géis do gendtipo PIS61356 permitiu a observacao de 1.449 spots bem resolvidos, com
um nimero de matches igual a 790 sendo detectados quatro spots diferencialmente
expressos, porém nao identificados. A andlise dos géis do genotipo Embrapa 48
permitiu a observagao de 1.367 spots bem resolvidos com um niimero de matches igual
a 779 sendo detectados cinco spots diferencialmente expressos dos quais trés foram
identificados. Estes spots identificados representam trés proteinas mais expressas no
inoculado: subunidade A da gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase (Cloroplasto), 1-
desoxi-D-xilulose-5-fosfato-redutoisomerase (DXR) e anidrase carbdnica. Na Figura 1
estdo indicados os Spots correspondentes a estas proteinas.

O segundo tempo analisado foi o de 72 h.a.i. Neste tempo, a analise dos géis do
genotipo Embrapa 48 permitiu a observagdo de 716 spots bem resolvidos, com um
numero de matches igual a 580 ndo sendo detectados spots diferencialmente expressos.
A andlise dos géis do genotipo PIS61356 permitiu a observacdo de 711 spots bem
resolvidos, com um numero de matches igual a 552 sendo detectados 13 spots
diferencialmente expressos dos quais nove foram identificados. Estes spots
identificados corresponderam a sete diferentes proteinas: proteina tumoral controlada
traducionalmente, gama glutamil hidrolase, proteina ribossomal 30S de cloroplasto,
fator de elongagao 1-alfa,
proteina de ligacdo a subunidade beta da Rubisco (menos expressas no inoculado),
glutamina sintetase e frutose bisfosfato aldolase (mais expressas no inoculado). A
Figura 2 mostra os spots referentes as proteinas identificadas e diferencialmente

expressas no gendtipo PI561356 72 h.a.i.
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Figura 1- Spots correspondentes a proteinas diferencialmente expressas no genotipo
Embrapa 48 (suscetivel) 192 horas apds inoculacdo (h.a.i.). I = inoculado; NI = ndo
inoculado. A) Subunidade A da gliceraldeido-3-fosfato-desidrognase; B) 1-desoxi-D-
xilulose -5-fosfato-redutoisomerase (DXR); C) Anidrase carbonica.

A subunidade A da gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase (Cloroplasto)
apresentou um valor médio de %Vol para o inoculado igual a 0,332% e para o ndo
inoculado igual a 0,155% sendo, portanto, 2,14 vezes mais expressa por efeito da
inoculagdo (Figura 3).

A enzima I-desoxi-D-xilulose-5-fosfato-redutoisomerase (DXR) foi 2,5 vezes
mais expressa no inoculado como observado na Figura 3.

A enzima anidrase carbdnica foi mais expressa no genotipo suscetivel inoculado

sendo identificada como ausente no nao inoculado (192 h.a.i.) pelo software

ImageMaster (Figura 1).
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Figura 2 - Spots correspondentes a proteinas diferencialmente expressas no genotipo
PI561356 (com resisténcia parcial) 72 horas ap6s inoculagdo (h.a.i.). I= inoculado; NI =
ndo inoculado. D) Proteina tumoral controlada traducionalmente; E) Gama glutamil
hidrolase; F) Proteina ribossomal 30S de cloroplasto; G) Frutose bisfosfato aldolase; H)
Fator de elongacdo 1-alfa; I) Glutamina sintetase; J, K e L) Proteina de ligagdo a
subunidade beta da Rubisco.
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Figura 3- Diferenca de expressdo das proteinas subunidade A da gliceraldeido-3-
fosfato-desidrogenase (Cloroplasto) e 1-desoxi-D-xilulose-5-fosfato-redutoisomerase
(DXR) com base na comparagdo entre valores médios da %Vol de spots do inoculado e
do ndo-inoculado para o gendtipo Embrapa 48, 192 h.a.i. I = inoculado; NI = nao
inoculado.

A anidrase carbonica ¢ uma enzima que exerce funcdes importantes no
cloroplasto e ndo deve estar ausente nas células do ndo inoculado, mas uma das
limitacdes da técnica da eletroforese 2D ¢ que proteinas de baixa concentragdo podem
ndo ser detectadas. Na andlise de imagem no software ImageMaster, estabelecemos
parametros minimos de identificagao de spots, como saliéncia, Smooth ¢ area minima e
se o spot estd aquém destes parametros, ele ndo ¢ detectado. Mas, o importante ¢ que
fica evidente a maior expressao da anidrase carbonica nas plantas inoculadas.

A Figura 4 mostra a diferenca de expressdo de proteinas 72 h.a.i. no genotipo
resistente. Pela andlise dos graficos observa-se que houve proteinas menos expressas
por efeito da inoculagdo e uma que foi mais expressa. Na Tabela 1 estdo os valores das
diferengas de expressdo de cada proteina identificada, de ambos os tempos analisados,
com base na comparagdo dos valores médios de %Vol dos sSpots entre plantas
inoculadas e ndo inoculadas. O Spot correspondente a proteina frutose bisfosfato
aldolase foi detectado apenas nos géis do inoculado (Figura 2) e a ela aplica-se a mesma

interpretacdao dada para a anidrase carbonica.
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Figura 4- Diferenca de expressdo de proteinas no genotipo PI561356 com base na
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Tabela 1 - Proteinas diferencialmente expressas no genétipo Suscetivel 192 h.a.i. e no
genotipo resistente 72 h.a.i. e seus respectivos valores de diferenca de expressdo entre o
inoculado e ndo inoculado. O sinal (+) indica o aumento de expressao em resposta ao P.

pachyrhizi. O sinal (-) indica diminuigao da expressao.
Nome da Proteina Diferenga de Expressao
Subunidade A da gliceraldeido-3-fosfato- +2,14x
desidrogenase (Cloroplasto) Embrapa 48
1-desoxi-D-xilulose-5-fosfato- +2,5x 192 h.a.i.
redutoisomerase (DXR)
Proteina tumoral controlada traducionalmente -1,49x
Gama glutamil hidrolase -2,46x
Proteina ribossomal 30S de cloroplasto -2,13x
Fator de elongacao 1-alfa -1,97x
Glutamina sintetase +141x PI561 35.6
72 h.a.i.
J — Proteina de ligagdo a subunidade beta da -3,58x
Rubisco
K — Proteina de ligagdo a subunidade beta da -2,86x
Rubisco
L — Proteina de ligacdo a subunidade beta da -2,25x
Rubisco

A Tabela 2 mostra dados de identificacdo das dez proteinas cujos peptideos
tripticos foram analisados em espectrometro de massas MALDI-TOF-TOF para a
obtencdo das listas de suas massas. Estes dados foram tuteis para identificar cada uma
delas por meio do software MASCOT DAEMON que confronta massas obtidas
experimentalmente com as tedricas existentes em bancos de dados publicos, tanto para a
lista de massas de espectros resultantes de peptideos tripticos (PMF) como para a lista
de massas de espectros resultantes da fragmentagdo de cada um destes peptideos
tripticos. Para cada proteina, foi determinado o valor de score encontrado pela analise
do PMF e o namero de peptideos que foram fragmentados para confirmar a
identificacdo destas proteinas pelo PFF. Todos os espectros obtidos da fragmentagdo
que foram utilizados para estas confirmacgdes apresentaram valores de score
significativos (dados ndo mostrados). Na Tabela 2 estdo também o numero de acesso da

proteina e o banco de dados onde ela foi localizada.
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Tabela 2 - Proteinas diferencialmente expressas em folhas de soja em resposta a P.
pachyrhizi nos genétipos Embrapa 48 (Spot ID A-C) e PI1561356 (Spot ID D-L).

Dados do Mascot
Expenmental Teonco
i FFF Numero da
. - EMF Protein . Sequance MM I
Spot ID | Nome da Protema {espécie _ | (mimemde | acsso Baneo e | MM pl by p
5:0153]?5;‘.;:0 de Fragments deDados COVSESE | D) {kDa)
’ glies)
Gliceraldeido-3-fosfato- (77540210
A desidrognase subunidade A 78/ NCEInr 3 o MCBlur 28% 45,628 6.7 43479 | 842
(Cloroplasto).(Glycine max) "
1-dezoxi-D-xilulose-3-fosfato- <il35187000
B redutoisomerase (DXR) 143/ NCBIur 4 ~ NCBIne 22% 49,157 3,69 50,809 | 3,83
(Pueraria Moniana var. lobata) "
Anidraze carbonica 114/Ghcine N £il270342124 oy - N2 ogss aa
C (Phaseolus vulearis) . 3 NCElar 67% 27413 6.9 23453 71,36
Proteina tumorzl controlzda i ] - 2 ssar - \ 5 e
D traducion slm ente 83/NCBInr 4 Eil20140683 53% 21,560 419 19098 | 4,37
Gama glutamil hidrolase . - Po3l6d.1 250y - = .
E (Ghcine Max) 80 /SwissProt h] SwissProt 35% 353,397 213 37824 | 608
— a = < — SFEE
F Prot,.mailbossomal 308 de 109/ Ghcine 7 P20344.1 31, 44510 476 4520 | 514
cloroplasto M SwissProt
G Frutose bisfosfato sldolsse OV Glycine 4 063733.1 27% | 30423 77 32045 | 673
e SwissProt
Fator de elongacdo 1-zlfa R ] £il223332338 ~gor 4 As B . R
H (Ricimss communis) 16/NCBInr 4 NCEIn 29% 34,273 9.7 40746 | 913
Glutamm a smtetase %0/ Ghcine - eil13877511 . [ R . .
I (Ghicine Max) i 3 MCBlur 30% 47,703 5,18 47046 | 763
Proteina de ligacde & (R
i subunidade beta dz Bubisco | 113/NCBlnr 12 S | 3% | 62228 | 526 | 64583 | 580
(Ricinus communis) B
Protema de ligacde 2 (2306277
K subunidade beta da Rubisco 94 NCBInr 12 El\;EBIm 26% 62,168 519 63,287 | 3,83
Proteina de ligacdo 2 2506277
L subunidade beta da Rubisco T7/NCBInr 12 " MCBIer 24% 62,929 5,11 63,287 | 3,83

4.0. DISCUSSAO

A identificacdo de proteinas diferencialmente expressas nos dois tempos
analisados apds a infec¢do da soja com P. pachyrhizi permite a discussdo das suas
possiveis fungdes na interagdo patodgeno-hospedeiro. A anidrase carbonica é uma
metaloenzima contento zinco em sua estrutura que catalisa a interconversao CO,/HCO;
em plantas. Ela catalisa a conversdo de HCO’; em CO; para a fixacdo do carbono pela
Rubisco; a conversdo de CO, em HCO'; para fixagdo do carbono pela PEPcarboxilase
em plantas C4, promovendo o rapido equilibrio entre estes compostos e facilitando a
difusdo do CO,. Para as plantas C3, como a soja, a anidrase carbonica facilita a difusao
do carbono pelo citosol e estroma mantendo-o na forma de HCO';, convertendo-o a CO,
para a Rubisco no momento da fixagdo do carbono pelo ciclo de Calvin (Badger and
Price, 1994).

Ha evidéncias de que esta enzima, que tem papéis importantes na fotossintese,
esta envolvida com mecanismos moleculares de defesa de plantas contra patégenos. Em

plantas, o acido salicilico (AS) exerce um importante papel nas respostas de defesa local
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e sistémica (Slaymaker et al., 2002). Ele ¢ sintetizado por plantas em resposta a
patogenos biotroficos (Loake and Grant, 2007). Para elucidar os mecanismos pelos
quais este composto induz respostas de defesa, algumas proteinas potencialmente
efetoras do AS foram identificadas (Slaymaker et al., 2002). Em folhas de tabaco,
Slaymaker et al. (2002) relataram a presenca de mais uma proteina de ligagdo a AS
(SABP3) somando-se a duas previamente encontradas (SABP e SABP2). Foi observado
que a fragdo soluvel do cloroplasto de tabaco tem afinidade por AS. Para identificar a
SABP3, esta fracdo foi purificada por cromatografia e a fragdo correspondente a SABP3
apresentou um aumento de 600 vezes na atividade de ligagdo ao AS. Dados de
espectrometria de massas e sequenciamento revelaram que esta fragdo protéica
corresponde & anidrase carbonica do cloroplasto. Em um ensaio enzimatico que
envolveu todas as fragdes resultantes das etapas de cromatografia, a que apresentou
afinidade pelo AS foi a mesma que apresentou ter a atividade da anidrase carbdnica.
Restrepo et al. (2005) analisaram a varia¢ao na expressdo génica de Solanum tuberosum
em sua interacdo compativel com o fungo Phytophthora infestans. Neste trabalho, os
autores observaram um decréscimo na expressdo da anidrase carbdnica ao longo do
tempo de inoculagdo. Os autores promoveram o silenciamento do gene que codifica esta
enzima em Nicotiana benthamiana ¢ demonstraram que nas plantas silenciadas o
patogeno se desenvolveu mais rapidamente, indicando que a supressao desta enzima do
cloroplasto aumenta a suscetibilidade ao P. infestans. Panthee et al. (2007) encontraram
transcritos correspondentes a proteinas relacionadas ao AS super expressas no cultivar
5601T no estadio V2 em resposta a P. pachyrhizi. Estes resultados, somados aos
encontrados no presente trabalho, indicam uma possivel funcdo da anidrase carbdnica
nos mecanismos metabolicos envolvidos em defesa de plantas.

A enzima 1-desoxi-D-xilulose-5-fosfato-redutoisomerase (DXR) de cloroplasto
¢ uma das primeiras da via metabdlica MEP (2C-metil-D-eritritol 4-fosfato) que ¢ o
precursor do isopentenil difosfato (IPP) e do seu isomero dimetilalil difosfato
(DMAPP), os quais sdo os precursores na sintese de isoprenodides (Hasunuma et al.,
2008; Estévez et al., 2001). Os isoprendides desempenham importantes fun¢des em
muitos aspectos do metabolismo celular, incluindo a fotossintese (carotendides e
clorofilas), respiragdao (ubiquinona), regulacdo do desenvolvimento (4cido giberélico e
acido abscisico) e defesa contra ataque de patogenos (Wanke et al., 2001). Hasunuma et
al. (2008) citam varios trabalhos que permitem concluir que a enzima DXR ¢ um ponto-
chave na via metabolica MEP e correlacionam o aumento da expressdo génica de DXR

com o aumento na producdo de isoprenoides. Esses autores demonstram que a super
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expressdo do gene da DXR em cloroplastos contribui ainda mais para o aumento na
sintese de isoprendides. Zhi-lin et al. (2007) citam a via metabolica MEP como uma das
que sdo induzidas por fungos endofiticos.

Hé dois mecanismos de defesa em plantas contra o ataque de patogenos: a
resposta hipersensitiva (RH) e a resisténcia adquirida sist€émica (RAS). A RH ¢
caracterizada pela morte celular ao redor do sitio de infecgdo. Como resultado, o
patégeno permanece confinado proximo das lesdes necréticas e o anel de células ao
redor destas lesdes impedem a propaga¢do da infeccdo, sendo o processo conhecido
como resisténcia adquirida local (RAL). Esta resposta local freqlientemente desencadeia
o segundo mecanismo de defesa, a RAS. Uma das alteracdes metabolicas que
acontecem na RAL ¢ a estimulag¢do das vias de metabolismo secundario, algumas das
quais produzem pequenas moléculas com atividade antibidtica, como as fitoalexinas
(Odjakova and Hadjiivanova, 2001). As fitoalexinas sdo um grupo especifico de
isoprenodides conhecidos como diterpenos que sao terpendides (ou isoprendides),
apresentando 20 4tomos de carbono em sua estrutura molecular (Iriti and Faoro, 2009).
No presente trabalho, foi verificado um aumento na expressdo de DXR no genétipo
Embrapa 48 192 h.ai. A luz da literatura, verifica-se que esta enzima é uma das
principais controladoras da via metabolica MEP que tem os isoprendides como uma
classe de produtos finais e que apresenta alguns tipos envolvidos no mecanismo de
defesa contra o ataque de patdgenos: as fitoalexinas.

O genoétipo Embrapa 48 também apresentou um nivel de expressdo mais elevado
da subunidade A da enzima gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase (GAPDHa) em
plantas inoculadas 192 h.a.i. No cloroplasto, esta enzima participa da via de fixacdo do
carbono para a sintese de glicose. Laxalt et al. (1996), por meio de andlises por
Northern blot, evidenciaram um aumento no acimulo de transcritos para a subunidade
C da GAPDH citosolica (GAPDHc) em folhas ¢ caules de Solanum tuberosum L.
quando inoculadas com P. infestans. Quando células do caule foram submetidas ao
acido eicosapentandico, um elicitor encontrado em P. infestans, os niveis de transcritos
para a GAPDHc também aumentaram e paralelamente houve inducdo do gene que
codifica a enzima hidréximetil glutaril coenzima A redutase (HMGR), que participa da
sintese de isoprendides (fitoalexinas). Neste mesmo trabalho os autores submeteram
tecidos foliares ao acido salicilico e constataram também um acumulo de transcritos
para a GAPDHc.

Durante a interacao de plantas com patogenos, a RAS ¢ induzida como parte da

reacdo de defesa da planta como um todo, ocorrendo um aumento nos niveis dos
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intermediarios reativos do oxigénio (H,O;) (Chen et al. 1993). Zaffagnini et al. (2007),
examinando modificagdes redox em AsGAPDH, observaram que a atividade desta
enzima foi inibida por oxidantes como H,0O,. Diante desta observagdo, ¢ plausivel
especular que o aumento na sintese de GAPDHa seja uma resposta compensatoria da
sua atividade reduzida pelo acimulo de H,O, como parte da RAS. Por eletroforese 2D
associada a espectrometria de massas, GAPDHa também foi encontrada super expressa
em uma linhagem resistente de arroz (LSBR-5) 24 h.a.i. com Rhizoctonia solani (Lee et
al., 20006).

Hill et al. (1999) analisaram genes de Gossypium hirsutum expressos em
resposta a infecgdo com Verticillium dahliae. Nesta interagdo, os niveis de mRNA da
proteina tumoral controlada traducionalmente foram menores em plantas inoculadas em
relacdo as plantas controle ndo inoculadas ao longo dos tempos de infeccdo. Em arroz,
Zhao et al. (2008) identificaram niveis aumentados de mRNA da mesma proteina 12
h.a.i. com Rhizoctonia solani. A proteina tumoral controlada traducionalmente recebeu
esta denominagdo por Gross et al. (1989) com base no fato de que seu cDNA foi
clonado de tumor humano e na observagdo de que esta proteina também ¢ regulada em
nivel traducional. E altamente conservada e expressa em todos 0s organismos
eucaridticos. Os niveis de expressao desta proteina sdo altamente regulados em resposta
a uma ampla variedade de sinais extracelulares e condigdes celulares (Bommer and
Thiele, 2004). A proteina tumoral controlada traducionalmente é expressa em tecidos
mitoticamente ativos, apresentando expressao reduzida em tecidos que ndo apresentam
divisdo celular (Thiele et al., 2000). Segundo Li et al. (2001), esta proteina exerce
também fungdes anti-apoptoticas. Estudos mencionam que ela ¢ capaz de se ligar a
tubulina e também ao calcio (MacDonald et al., 1995; Arcuri et al., 2005; Cans et al.,
2003). Segundo Zhao et al. (2008), o papel desta proteina em resposta a infec¢do por
patogenos ¢ ainda desconhecido. Em nossas andlises, encontramos uma expressao
reduzida desta proteina no gendtipo PIS61356 72 h.a.i.

Muitos estudos das interagdes biotroficas entre fungo e planta hospedeira
mostram que a atividade traducional e a biogénese ribossomal sdo reduzidas nos
estadios iniciais da infec¢do (Mould and Heath, 1999; Heath, 1997; Manners and Scott,
1983; Manners and Scott, 1985; Tani and Yamamoto, 1978). Yamamoto et al. (1976)
demonstraram que a redu¢do na sintese de proteinas, de fato, ocorre especificamente nos
estadios iniciais de infeccdo até trés dias apos infeccdo (72 h.a.i.). Confirmando estas

observagdes, neste trabalho foi constatada uma redugdo nos niveis da proteina
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ribossomal 30S de cloroplasto e do fator de elongagdo 1-alfa no genotipo PI1561356 72
h.a.i.

Segundo Tremblay et al. (2010), o metabolismo das pentoses fosfato ¢ uma das
principais vias para a producdo de compostos fenolicos que sdo responsaveis pela
ativacdo de mecanismos de defesa. No presente trabalho, no genotipo PI561356, que
apresenta resisténcia parcial, foi identificada a frutose bisfosfato aldolase, uma proteina
pertencente a esta via e que se apresentou mais expressa em plantas inoculadas.
Tremblay et al. (2010) encontraram transcritos correspondentes a proteinas desta rota
metabolica menos expressos em cultivares de soja inoculados (cultivar Williams 82, 10
dias apds inoculag¢ao) com P. pachyrhizi, dentre eles, o da frutose bisfosfato aldolase.
Eles afirmam que este resultado estd em concordancia com o fato da planta suscetivel
(Williams 82) ndo conseguir construir um mecanismo de defesa eficiente.

Uma reducdo na expressdo do transcrito correspondente a subunidade menor da
Ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase (Rubisco), no cultivar Williams 82, 10 dias apos
infec¢cdo, foi observado por Tremblay et al. (2010). Panthee et al. (2007) também
constataram uma reducdo deste mesmo transcrito 72 h.a.i. no genotipo 5601T. O
presente trabalho mostra a expressdo reduzida de uma proteina de ligacdo a subunidade
beta da Rubisco no genotipo PIS61356 72 h.a.i. Segundo Ellis and Van Der Vies
(1988), o cloroplasto contém proteinas soluveis que se ligam nao covalentemente as
subunidades pequena e grande da Rubisco durante suas sinteses. Estes autores também
discutem algumas observacdes relacionadas com a idéia de que estas proteinas de
ligacdo sdo um exemplo de uma classe geral de proteinas denominadas de “chaperonas
moleculares” as quais sdo requeridas para a montagem correta de certas proteinas
oligoméricas tais como a Rubisco e suas subunidades. Durante a infec¢do, muitas
mudanc¢as podem ocorrer em tecidos de plantas hospedeiras. Uma delas consiste no
decréscimo da taxa de fotossintese (Tremblay et al., 2010).

A disponibilidade de nitrogénio tem um impacto significativo no
desenvolvimento de doengas em plantas e a enzima glutamina sintetase (GS) ¢ uma das
que participam do metabolismo do nitrogénio em células vegetais (Pageau et al., 2006).
A baixa disponibilidade de nitrogénio freqlientemente aumenta a suscetibilidade de
plantas a doencgas (Solomon et al., 2003). Além disso, alguns estudos t€m mostrado que
a limitagdo de nitrogénio pode induzir genes de bactérias e fungos patogénicos (Talbot
et al., 1997). Pageau et al. (2006) observaram alteragdes no nivel de transcrito
correspondente a GS citosodlica (GS1) em folhas de tabaco (Nicotiana tabacum L.)

inoculadas com patogenos virais e bacterianos. Nas condi¢des de infeccao, foi
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constatado um aumento da expressao de transcritos para a GS1 nos tecidos foliares. Um
aumento na expressao destes transcritos também foi observado quando tecidos foliares
de tabaco foram submetidos a espécies reativas do oxigénio (H>0O,), que acumulam nas
células durante a RAS. No presente trabalho foi detectado um aumento na expressao da
GS no gendtipo PI561356 72 h.a.i. Em contraste a esta observagdo, Tremblay et al.
(2010) verificaram uma redugdo na expressdo de transcritos correspondentes a esta
proteina em um genoétipo suscetivel (Williams 82) 10 dias apds inoculagao.

Utilizando eletroforese bidimensional associada a espectrometria de massas,
Krishnan et al. (2011) identificaram a gama glutamil hidrolase como parte integrante da
seiva do xilema em Glycine max. Trabalhos prévios indicam que a composi¢do de
proteinas do xilema pode ser alterada significantemente por infec¢do de patdgenos e
estas proteinas podem ser detectadas em pontos distantes do sitio de infec¢dao (Rep et
al., 2002). Proteinas relacionadas a patogenicidade como peroxidades, quitinases e
serino-proteases foram encontradas em grande quantidade na seiva do xilema em varias
espécies de plantas (Buhtz et al. 2004). Um estudo protedmico foi conduzido por
Subramanian et al. (2009) para identificar mudancas de expressao protéica na seiva do
xilema de soja em resposta as interagdes simbidticas (Bradyrhizobium japonicum) e
patogénicas (Phytophthora sojae). Como resultado da interagdo patogénica, os autores
constataram que houve um aumento na sintese de varias proteinas na seiva do xilema e
que este aumento inibiu o desenvolvimento do fungo. Rep et al. (2002) observaram
alteragdes na expressdo protéica da seiva do xilema em tomate (Lycopersicon
esculentum) quando plantas infectadas com o fungo Fusarium oxysporum foram
analisadas. Diante disto, ha algumas evidéncias de que a altera¢ao da expressao da gama
glutamil hidrolase que, em nossas analises, foi menos expressa no genétipo PI561356

72 h.a.i. possa estar relacionada com uma das respostas da soja a P. pachyrhizi.

5.0. CONCLUSOES

As proteinas diferencialmente expressas nos genotipos PI561356 e Embrapa 48,
em resposta a inoculagdo com P. pachyrhizi, estdo potencialmente envolvidas com a
resposta do hospedeiro ao patogeno. Algumas estdo envolvidas em rotas metabolicas
relacionadas ao processo de defesa, como ¢ o caso da anidrase carbonica, DXR, frutose
bisfosfato aldolase e glutamina sintetase. A super expressio de GAPDHa ¢ uma
evidéncia de um acumulo de intermedidrios reativos do oxigénio (H,0O,) pela RAS, uma
vez que a atividade desta enzima ¢ inibida por este acumulo. Apesar do papel da

proteina tumoral controlada traducionalmente, em resposta a infecg¢ao por patdégenos, ser
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ainda desconhecido, foram observadas, em outros trabalhos, alteracdes na expressao
desta proteina em resposta a diferentes condigdes fisioldgicas da célula. Neste trabalho,
foi detectada uma expressao reduzida desta proteina no genotipo PI561356 72 h.a.i. A
expressdo de proteinas da seiva do xilema pode ser alterada como foi o caso da gama
glutamil hidrolase que foi menos expressa no gendétipo PI561356 72 h.a.i. Resultados
paralelos aos nossos mostram que alteragdes na expressao destas proteinas inibem o
desenvolvimento de patdogenos em plantas. As demais proteinas confirmam observagdes
prévias de que a fotossintese e a sintese global de proteinas tendem a diminuir em
plantas por ataque de patogenos.

Estes achados fornecem informacdes que ajudam a compreender como a soja
responde a infecgdo por P. pachyrhizi. Nossos resultados vém se somar aqueles ja
relatados na literatura e representam uma grande contribui¢do para o entendimento dos
mecanismos moleculares da interacdo hospedeiro- patdégeno. Esse entendimento ndo s6
¢ importante sob o ponto de vista fitopatologico e fisioldégico, mas também abre
possibilidades concretas para o desenvolvimento de cultivares de soja resistentes a FAS.
Salienta-se que hé necessidade de mais estudos em outros tempos de inoculagdo e com
plantas inoculadas em outros estddios de desenvolvimento, tanto nos genotipos ja

avaliados como em outros genotipos.
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Capitulo 2

ANALISE IN SILICO DA EXPRESSAO DIFERENCIAL DE PROTEINAS DE
FOLHAS DE SOJA EM RESPOSTA A Phakopsora pachyrhizi

1.0. INTRODUCAO

A cultura da soja (Glycine max (L.) Merrill) ¢ uma das culturas com maior
importancia econdmica mundial. Entre os principais fatores que limitam o rendimento, a
lucratividade e o sucesso da produgdo de soja, destacam-se as doencas (Juliatti et al.,
2005). A ferrugem asiatica da soja (FAS), incitada pelo fungo Phakopsora pachyrhizi
Sydow, constitui-se em um dos principais problemas na cultura da soja (Juliatti et al.,
2003) e ¢ considerada uma das doengas mais agressivas, representando uma ameaga em
funcao dos prejuizos causados e do aumento de custo de producdo para o seu controle
(Embrapa Soja, 2011). Ainda nao foram identificados germoplasmas com resisténcia
genética suficiente que permita o desenvolvimento de cultivares que dispensem o uso de
fungicidas para o controle da doenga (Tecnologias, 2008).

Dentre os métodos usados para o controle de doengas de plantas, a resisténcia
genética ¢ a forma mais eficaz e econdmica. Para viabilizar o uso dessa estratégia no
controle da FAS, ¢ importante estudar os genes da soja expressos diferencialmente em
resposta a P. pachyrhizi, pois isso pode ajudar no entendimento dos mecanismos de
desenvolvimento da doenga, fornecendo ferramentas para programas de melhoramento
genético para a criagdo de cultivares resistentes a doenga (Panthee et al., 2007; Panthee
et al., 2009).

Apesar de estudos moleculares sobre a resposta do hospedeiro ao patégeno
estarem sendo realizados (Panthee et al., 2007; Panthee et al., 2009; Mortel et al., 2007;
Junior, 2007; Choi et al., 2008; Tremblay et al., 2010; Goellner et al., 2010; Cooper et
al., 2011), ha ainda poucas informacdes sobre a base molecular desta interagdo, as quais
sd0 necessarias para assistir esforcos futuros para o desenvolvimento de resisténcia
efetiva (Mortel et al., 2007; Pham et al., 2009; Tremblay et al., 2010).

Com a finalidade de ampliar os conhecimentos sobre a base molecular da
resposta do hospedeiro ao patdégeno, nosso grupo realizou um estudo da protedmica
desta interacdo identificando dez proteinas diferencialmente expressas em soja em
resposta a P. pachyrhizi (Pereira et al., 2011).

Para confirmar os resultados, foi avaliada a expressdo diferencial in silico de
duas dessas proteinas que foram mais expressas em folhas de soja no genotipo Embrapa

48, 192 horas apds inoculagao.
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O objetivo do presente trabalho foi avaliar a expressao diferencial in silico dos
genes que codificam as enzimas anidrase carbonica e 1-desoxi-D-xilulose-5-fosfato-
redutoisomerase (DXR), visando confirmar ou refutar os dados de protedmica

previamente encontrados.

2.0. MATERIAL E METODOS

Como a soja ¢ considerada uma espécie paleopoliploide (Schmutz et al., 2010),
ha diferentes regioes codificadoras (CDS - coding sequence) que estdo repetidas no
genoma. Para determinar quais os genes e quais as sequéncias CDS que correspondem
as proteinas anidrase carbonica e DXR e que sdo diferencialmente expressas em
resposta a inoculag@o por P. pachyrhizi, foram coletadas varias CDS que codificam
estas proteinas em soja, as quais foram analisadas (blast analysis) contra bancos de EST
(expressed sequence tag) da soja.

Para cada uma das duas proteinas, a sequéncia de aminoacidos, em formato

FASTA, de alguns organismos, foi obtida no NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

apods a entrada com seus respectivos nomes. Cada uma destas sequéncias foi analisada
(TBLASTN) contra o banco de dados da soja no Phytozome

(http://www.phytozome.net/search.php). Foram coletadas todas as sequéncias de

transcritos (CDS) que neste BLAST apresentaram um E-value menor que 10°. Cada
uma destas sequéncias CDS foi submetida ao banco de dados contendo diferentes

bibliotecas de ESTs da soja depositadas no Soybase

(http://soybase.org/GlycineBlastPages/). Foi observada a expressdo destas CDS em
bibliotecas de ESTs de folha, raiz, caule, semente, do estadio de desenvolvimento da
planta e da folha em resposta ao P. pachyrhizi. Para cada sequéncia CDS, foi observado
o numero total de hits ou a auséncia de hit com as sequéncias de ESTs depositadas
nestas bibliotecas. As sequéncias CDS, relacionadas a estas duas proteinas, que
apresentaram hit com ESTs depositadas na biblioteca de sequéncias expressas em folhas
em resposta a inoculacdo com o fungo, foram uteis na confirma¢do dos nossos dados

obtidos pela analise protedmica.
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3.0. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a enzima anidrase carbonica, foram obtidas sequéncias de aminoécidos de
sete espécies (Glycine max, Arabidopsis thaliana, Zea mays, Solanum lycopersicum,
Hordeum vulgare, Lotus japonicus, Populus trichocarpa) pelo NCBI e para a DXR
foram obtidas sequéncias de duas espécies (Arabidopsis thaliana e Arabidopsis lyrata
lyrata). A analise destas sequéncias submetidas ao banco de dados da soja no
Phytozome (TBLASTN), permitiu a detec¢do de, respectivamente, 45 e 6 sequéncias
CDS para a anidrase carbonica e DXR.

Ao submeter estas sequéncias CDS ao banco de dados contendo varias
bibliotecas de ESTs da soja depositadas no Soybase, foi observado que, para a anidrase
carbonica, os transcritos codificados por genes localizados nos cromossomos 19 e 5
apresentaram um maior nimero de hits com sequéncias expressas em folhas inoculadas
com P. pachyrhizi, conforme mostra a figura 1.

A figura 2 apresenta o numero de hits das CDS para a enzima DXR com
sequéncias expressas em folhas apos inoculagdo com o fungo. Observa-se que
transcritos codificados por genes localizados nos cromossomos 5, 16 e 17 apresentaram

expressdo em resposta a P. pachyrhizi.
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Figura 1. Numero de hits das CDS da anidrase carbonica com ESTs de resposta a

Phakopsora pachyrhizi.
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de resposta ao fungo.

Niamero de Hits das CDS com ESTs

Figura 2. Numero de hits das CDS da enzima DXR com ESTs de resposta a Phakopsora
pachyrhizi.

A analise da expressdao diferencial in silico para estas proteinas, corrobora os
resultados encontrados em andlise protedmica. Dados de eletroforese bidimensional e
espectrometria de massas revelaram, em nossos trabalhos anteriores, que estas proteinas
foram mais expressas em soja no genodtipo Embrapa 48 apos 192 horas de inoculagdo
com o P. pachyrhizhi. Os dados de analise in silico somam-se aos ja encontrados
reforcando a idéia de que estes genes realmente estdo envolvidos com a resposta do
hospedeiro a doenca. Nestas andlises, observamos que genes localizados nos
cromossomos 5 ¢ 19 codificam transcritos da anidrase carbdnica que estao envolvidos
com a resposta a ferrugem asiatica da soja. Do mesmo modo, estas andlises permitem a
observacao de que os cromossomos 5, 16 e 17 codificam transcritos para a enzima DXR
cuja expressao esta envolvida com a resposta celular da soja ao fungo.

Estudos mostram que estas proteinas estdo potencialmente envolvidas com
mecanismos de defesa em plantas contra o ataque de patdogenos. Slaymaker et al. (2002)
revelaram que a anidrase carbonica ¢ uma proteina efetora do acido salicilico e que este
composto esta envolvido com as respostas de defesa local e sistémica. A enzima DXR ¢
ponto chave na via metabdlica MEP (2C-metil-D-eritritol 4-fosfato) que ¢ o precursor
do isopentenil difosfato (IPP) e seu isdmero dimetilalil difosfato (DMAPP), os quais sdao
os precursores da sintese de isoprendides (Hasunuma et al., 2008; Estévez et al., 2001).

Wanke et al. (2001) afirmam que isoprendides, estdo relacionados a defesa contra o
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ataque de patogenos. Hasunuma et al. (2008) citam varios trabalhos que permitem a
conclusdo de que a enzima DXR ¢ uma das enzimas principais e controladoras da via
metabolica MEP e correlacionam o aumento da expressdo génica de DXR com o
aumento na producdo de isoprenodides. Dentre algumas alteragdes metabolicas que
ocorrem durante a resisténcia adquirida local em plantas, uma delas ¢ a estimulagdo das
vias de metabolismo secundario, algumas das quais produzem compostos de baixo peso
molecular e com atividade antibidtica como as fitoalexinas (Odjakova and
Hadjiivanova, 2001). As fitoalexinas sdo um grupo especifico de isoprendides
conhecidos como diterpenos que sdo terpendides (ou isoprendides) que apresentam 20
atomos de carbono em sua estrutura molecular (Iriti and Faoro, 2009). Zhi-lin et al.
(2007) citam a via metabolica MEP como uma das que sdo induzidas por fungos

endofiticos.
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4.0. CONCLUSOES

Os dados encontrados pela andlise protedmica e pela andlise de expressao
diferencial in silico, somados aos possiveis significados bioquimico-fisiologicos da
anidrase carbonica e DXR, indicam que elas exercem papéis importantes durante a

resposta da soja a P. pachyrhizi.
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