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RESUMO

ALVES, Murilo Siqueira M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, Fevereiro de
2010. Identificagdo de GmERD 15, um novo fator de transcrigdo que
controla a expressdo do gene GmNRP-B em soja. Orientador:
Luciano Gomes Fietto. Co-orientadores: Elizabeth Pacheco Batista
Fontes, Claudine Marcia Carvalho e Juliana Lopes Rangel Fietto.

Recentemente foi demonstrado através de experimentos de
microarranjos de DNA que as vias de resposta aos estresses no reticulo
endoplasmatico e osmotico convergem aumentando a expressao de um
conjunto de genes coordenadamente regulados, dentre eles o gene GmNRP-B
codifica uma proteina rica em asparagina e que esta envolvida com eventos de
morte celular programada em plantas. Este trabalho teve como objetivo
principal a identificacdo e caracterizacdo de fatores de transcricdo que
controlam a expressdao de GmNRP-B, e que portanto constitui um importante
componente da via integrativa dos estresses do reticulo e osmatico. Para tanto
a regiao promotora de GmNRP-B foi identificada em banco de dados e a partir
dela foram construidas fusdes de transcricgdo com os genes repérteres HIS3 e
LacZ. Estas construgdes foram integradas no genoma de leveduras W303,
resultando nos transformantes W303-pNRP-His/LacZ, que foram utilizadas
como hospedeiras para transformagdo com uma biblioteca de cDNA de soja
construida no vetor pEXP-AD502. Apds a varredura da biblioteca, foram
selecionados 9 clones, destes 9 apenas um manteve-se positivo apds um novo
evento de transformacdo. O sequenciamento do DNA do clone positivo e a
comparagdo de sua sequéncia com o banco de dados do Phytozome
identificou um gene que codifica uma proteina similar a ERD15 de Arabidopsis.
O gene de soja identificado foi denominado GmMERD15 e a sequéncia de
aminoacidos deduzida mostrou que a proteina possui um dominio conservado
de interagdo com proteinas que se ligam a cauda poli A de mRNAs (PABP). A
busca por sequéncias similares no banco de dados do Phytozome mostrou que
0 gene encontra-se duplicado no genoma da soja e que além dos dois genes
outros 4 constituem esta familia génica em soja. A comparagéo da sequéncia
de aminoacidos deduzida com ortélogos ERD15 de diversos organismos

mostrou que GmERD15 possui o dominio de interagao com PABP conservado

vii



em sua porgao amino-terminal e uma porgédo carboxi terminal divergente. A
analise do agrupamento destas proteinas mostrou que podemos dividir esta
familia de proteinas em pelo menos 3 subfamilias sendo que GmERD15
encontra-se em uma subfamilia separada da proteina de Arabidopsis. Para
confirmar a interagdo da proteina GmERD15 com a regido promotora de
GmNRP-B foram realizadas dele¢des a partir do nucleotideo -1000 do inicio de
tradugado originando fragmentos com 700 e 350 pares de bases. A analise
destes promotores por monohibrido em leveduras mostrou que esta proteina
ativa fortemente a expressao de LacZ sob controle do promotor de GmNRP-B
de 1000 e 700 pares de bases, porém esta ativagcao decai consideravelmente
quando o promotor € deletado até aproximadamente 350 pares de bases,
indicando uma grande perda de cis-elementos. Foi constatado também que
GmERD 15 possui atividade de transativagdo em leveduras. Além disto a
analise da sequéncia de aminoacidos mostrou a presengca de um dominio de
ativagao transcricional na porgao carboxi-terminal, e a expressao transiente de
GmERD 15 em protoplastos de soja levou a um aumento da expressao de
GmNRP-B. Quimeras de GmERD 15 com a proteina YFP expressas
transientemente em folhas de tabaco localizam-se no citosol € no nucleo.
Coletivamente, estes resultados indicam que GmERD 15 atua no controle da
expressdo do gene GmMNRP-B revelando uma nova familia de transfatores, que

atuam no controle da expressao de genes em plantas.
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ABSTRACT

ALVES, Murilo Siqueira M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February of
2010. Identification of the GmERD 15, a new transcription factor that
controls the GmNRP-B expression in soybean. Advisor: Luciano
Gomes Fietto. Co-advisors: Elizabeth Pacheco Batista Fontes, Claudine
Marcia Carvalho e Juliana Lopes Rangel Fietto.

Recently it was demonstrated through experiments using DNA
microarrays that response pathways to endoplasmic reticulum and osmotic
stresses converge with an increase in the expression of a group of coordinately
regulated genes. Among these is GmNRP-B encodes an asparagine rich
protein involved with events of programmed cell death. The main objectives of
this work are the identification and characterization of transcription factors that
control the expression of GmNRP-B. For these purposes the predict promoter of
GmNRP-B was identified with bioinformatics tools and transcription fusions
were built with the reporters genes HIS3 and LacZ. These constructs were
integrated in the genome of Saccharomyces cerevisiae (strain W303), resulting
in the transformants W303-pNRP-His/LacZ, that were used as hosts for
transformation with a cDNA soybean library built in the vector pEXP-ADS02.
After library screenings 9 clones were selected and just one proved to be
positive after a new transformation event. The isolated cDNA was found be
highly similar to ERD15 from Arabidopsis and was named GmERD15. The
deduced amino acid sequence showed that the protein possesses a conserved
interaction domain with proteins that binds to poly A mRNA tails (PABP). The
search for similar sequences in the Phytozome database showed that the gene
is duplicated in the soybean genome and belongs to a gene family represented
by four additional copies in the soybean genome. Sequence comparison
analyses of GmERD15 with plant orthologs showed that GmERD15 possesses
a conserved PABP interaction domain in the amino-terminal portion and one
divergent carboxi-terminal region. Based on clustering analysis of these
proteins, they can be divided in at least 3 subfamilies and GmERD15 was
grouped in a separated subfamily in relation to Arabidopsis protein. To confirm
the interaction of GmERD15 with the predicted GmNRP-B promoter region we
made deletions using the nucleotides -1000 upstream to the translation start

codon leading to fragments with 700 and 350 bp. One-hybrid analysis in yeasts



showed that this protein activated the expression of LacZ when this is under the
control of GmNRP-B promoter with 700 and 1000 base pairs. However this
activation decreased when the promoter was deleted to approximately 350 bp,
indicating a possible loss of cis-elements. It was also verified that GmERD 15
possesses transactivation activity in yeasts. Furthermore, sequence analysis of
GMERD15 showed the presence of a transcriptional activation domain in the
carboxi-terminal portion and the transient expression of GmERD 15 in soybean
protoplasts led to an increase in GmNRP-B expression. GmERD 15 YFP
protein fusions when expressed transiently in tobacco leaves were located in
the citosol and in the nucleus. Collectively, these results indicate that GmERD
15 acts in the control of GmMNRP-B gene expression revealing a new transfactor

family in soybean.



Introducéo

Plantas sdo constantemente expostas a diversas condi¢des ambientais
adversas, tais como variagcdes de temperatura, seca e alta salinidade. Esses
fatores restringem significativamente o crescimento da planta e a produtividade
agricola, limitando a disponibilidade geografica de areas cultivaveis viaveis.
Estresses do tipo abidticos constituem a principal causa de prejuizos na
agricultura em todo o mundo, diminuindo a média de lucros para os principais
cultivares em mais da metade, acarretando numa perda de milhdes de délares
a cada ano (Bray et al.,, 2000). Esses estresses ambientais desencadeiam
rapidas vias de transducao de sinais em resposta a estes estimulos na planta,
visando aumentar a tolerancia da planta aos respectivos estresses (Mahajan &
Tuteja., 2005). Dentre estas vias de sinalizagdo da planta encontra-se a via em
resposta ao acumulo de proteinas mal-dobradas no interior do reticulo
endoplasmatico — UPR — a qual estdo envolvidos uma série de fatores que
desempenham o papel de manutengcdo da homeostase do lumen do RE, tais
como calnexinas e chaperones moleculares (Urade 2009). Assim, UPR & uma
via de transducéao de sinais que ativa a transcrigao coordenada de um conjunto
de genes envolvidos no restabelecimento da homeostasia no reticulo, pela
acao conjunta no aumento da capacidade de dobramento de proteinas no
reticulo como pelo decréscimo da demanda destes dobramentos (Urade 2009).
Estudos anteriores avaliaram que a superexpressao de uma isoforma de BiP
de soja, em plantas de tabaco, determinou um aumento na tolerancia de
plantas a estresse hidrico, durante condigdes de seca (Alvim et al., 2001), e
que plantas contendo a construcdo com o cDNA antisenso desta chaperone
exibiam diminuigdo da tolerancia basal (Alvim et al., 2001).

Recentemente foi verificado que a expressdao constitutiva desta
chaperone molecular também determinou um aumento significativo na
tolerancia a estresse hidrico em plantas de soja (Valente et al.,, 2009),
evidenciando assim uma conexao entre a via de resposta a estresse no reticulo
e ao estresse hidrico. Um estudo posterior, utilizando microarranjos de DNA de
plantas soja submetidas a ambos os estresses (Irsigler et al., 2007), mostrou

que ha um grupo de dez genes que apresentam um aumento de expressao de



seus transcritos quando ambos os estresses eram aplicados em conjunto,
indicando assim a presenca de uma via de sinalizagdo que integra os dois
sinais de resposta, tanto ao estresse no reticulo quanto ao estresse osmatico
(Irsigler et al., 2007). Dentre este grupo de genes verificados, dois
correspondiam a genes que codificavam proteinas ricas em asparagina (NRP-A
e NRP-B), e que posteriormente foi visto estarem envolvidos com o
desencadeamento do processo de morte celular programada em plantas
(Costa et al.,, 2008). A expressdao dos genes NRP-A e NRP-B de soja é
induzida tanto por estresse no RE quanto por estresse osmotico. Sendo que a
expressao possui um aumento sinérgico quando a planta é tratada com os dois
estresses simultaneamente, reforcando com isso a hipdtese da existéncia de
uma conexao entre as vias de resposta a estresse do reticulo e osmatico
(Irsigler et al., 2007; Costa et al., 2008). A proteina NRP-A de soja foi descrita
primeiramente como uma proteina que € induzida durante a reposta
hipersensivel servindo como um marcador para morte celular programada que
ocorre durante uma interagdo ndo compativel (Ludwig e Tenhaken, 2001). O
gene NRP-A codifica uma proteina que consiste de dois dominios. O dominio
N-terminal que é extremamente rico no aminoacido asparagina (25%) e por isto
a proteina foi chamada de N-rich protein (NRP) (Ludwig e Tenhaken, 2001). A
regidao C-terminal apresenta um dominio conservado em outras proteinas de
plantas e que foi relacionado com o desenvolvimento e morte celular,
denominado DCD (development and cell death) (Tenhaken et al; 2005).
Recentemente foi verificado que a Proteina NRP-B causa morte celular (Costa
et al., 2008). Devido a forte indugcdo do gene NRP-B por estresse osmaético e do
reticulo, ha um forte indicio de que esta proteina seja fundamental na
sinalizagdo de morte celular programada desencadeada por estresses
diversos.

Pouco porém era ainda conhecido sobre possiveis fatores que controlem a
ativagdo da expressao de proteinas envolvidas nesta via integrativa. Sabe-se
que fatores de transcrigcdo controlam a expressao de varios genes a0 mesmo
tempo e podem ser o ponto de integracdo entre vias de sinalizagao que levam
ao controle da resposta comum a diferentes estresses. Portanto, a busca por
um fator transcricional que controle a expressdo de um destes genes

envolvidos nesta nova via de resposta € de fundamental importancia para



auxiliar no conhecimento do mecanismo de funcionamento da via, bem como
das vias de resposta a estresses em plantas em geral. Neste trabalho,
apresentamos a proteina GmERD15 como um novo fator de transcricdo que
esta envolvido no controle da expressao de um dos genes induzidos durante a
via integrativa, GmNRPB, a partir da caracterizagdo bioquimica e funcional da

interacdo de GmERD15 com a regido promotora de GmNRPB.



| - Revisao de Literatura

1 - Integracédo entre as respostas aos estresses no reticulo e osmotico em

plantas.

As condigdes edafoclimaticas presentes no ambiente, tais como seca,
excesso de umidade, concentracbes elevadas de metais pesados, alta
salinidade, e variagdes bruscas de temperatura sao fatores determinantes que
afetam o crescimento, produtividade e sobrevivéncia dos vegetais. Por
conseguinte, tem sido um grande desafio para o ramo agricola encontrar novas
alternativas para aumentar a tolerancia de plantas a estas condi¢cbes adversas.
Para isso, tem se procurado entender bioquimicamente como funcionam vias
importantes de transducdo de sinais ocorrentes nestes organismos que
culminam em uma resposta de toleréncia a um determinado estresse ambiental
(www.fao.org).

O estresse abidtico ocasionado por déficit hidrico € uma das condi¢des
ambientais mais enfrentadas por cultivares no cenario nacional e internacional,
com crescente aumento de areas em todo o planeta que tem enfrentado
condigdes de seca e alta salinidade, restringindo com isso sua produtividade
(www.fao.org). Varios estudos tém demonstrado que a ativagdo de vias de
sinalizagdo em resposta ao estresse hidrico leva a um aumento na expressao
de chaperones moleculares relacionadas a manutencdo da homeostase do
reticulo endoplasmatico (RE) (Gupta et al., 1993; Wehmeyer e Vierling, 2000;
Rodrigues et al., 2006; Ashraf e Foolad, 2007). Dentre os estudos sobre o
papel destas proteinas durante a resposta ao estresse hidrico, foi verificado
que a chaperone molecular BiP (binding protein), residente no reticulo
endoplasmatico, determina uma maior tolerdncia a seca quando expressa
constitutivamente em Nicotiana tabacum (Alvim et al., 2001). Recentemente,
Valente et al., (2009) descobriram que a superexpressao de BiP em soja
(Glycine max), assim como em tabaco, também determina uma maior
tolerancia ao estresse causado por déficit hidrico. Os autores sugeriram que

possivelmente BIP atuaria atrasando o processo de senescéncia foliar causada



por este estresse. Apesar destes importantes achados, pouco ainda é
conhecido sobre os mecanismos pelos quais a superexpressao de BiP confere
maior tolerancia a este estresse. No entanto, a atuacédo de BiP, uma chaperone
molecular relacionada a homeostase do reticulo, durante condicbes de
estresse hidrico tem apontado uma possivel integragao entre as respostas aos

estresses no RE e o déficit hidrico em plantas (Irsigler et al., 2007).

2- As respostas aos estresses no reticulo endoplasmatico e osmotico em

plantas

Estudos sobre o papel da proteina BiP mostram que esta possui um
grande numero de fungdes nos diferentes tipos de organismos, fungdes estas
que normalmente estido relacionadas com a manutencdo da homeostase do RE
durante a via secretoria de proteinas (Malhotra and Kaufman, 2007).

Proteinas secretadas e de membranas enovelam-se e se organizam no
RE, sob auxilio de chaperones moleculares que também atuam retendo os
polipeptideos recém sintetizados neste compartimento. Apenas sob completa
maturagao estrutural estas proteinas sdo entdo permitidas prosseguir na via
secretoria aos seus respectivos destinos (Vitale 2009). Polipeptideos
estruturalmente defeituosos que falham no correto enovelamento interagem
mais extensivamente com proteinas auxiliadoras, e sdo mantidos no RE até o
completo dobramento, ou sdo encaminhados para degradacdo. Coletivamente,
estes eventos fazem parte do processo denominado de controle de qualidade
do RE (Vitale 2009). Como fungao principal em animais, BiP auxilia no
processo de dobramento correto de proteinas recém sintetizadas e na
manutengcdo da homeostase do RE, atuando durante o controle de qualidade
do RE (Malhotra and Kaufman, 2007). Quando ocorre um excesso de proteinas
mal-enoveladas no RE, devido a demanda ser maior que a capacidade de
processamento do lumen da organela, ocorre a ativacdo de uma cascata de
sinalizagdo denominada via UPR (unfolded protein response), um processo
altamente conservado em organismos eucariotos que visa restabelecer a

homeostase do RE nestas condi¢des (Urade 2009).



Em leveduras, este processo resulta na ativagao da expressao de mais
de 300 genes codificantes de chaperones residentes do RE (como BIP,
calreticulinas e calnexinas) (Chawla e Niwa 2005), enzimas relacionadas ao
enovelamento de proteinas (PDI, FKB2), reguladores do metabolismo de
fosfolipideos, e proteinas envolvidas na degradacéo permanente de proteinas
mal-enoveladas. Em leveduras, o Unico sensor da via conhecido € IRE1, uma
proteina cinase/endoribonuclease receptora transmembrana. IRE 1 reconhece
a necessidade de enovelamento no RE através de seu dominio luminal
(Chawla e Niwa 2005). Prioritaria para a ativacéo da via UPR, IRE1 é unida a
uma conformagdo monomérica com BiP, ligada a esta através de seu dominio
luminal durante condicbes de homeostase do RE. Niveis crescentes de
proteinas mal-enoveladas causam dissociacdo de BiP, determinando a
oligomerizacédo de IRE1 e ativagdo de sua atividade cinase. A proteina ativada
entdo possui a fungado de endoribonuclease, responsavel pela clivagem de um
intron unico do mMRNA de HAC1 (o0 mRNA de XBP1 em mamiferos). A proteina
codificada por este mMRNA que sofreu splicing € um potente fator transcricional
especifico para a ativagado de genes importantes da via UPR (Chawla e Niwa
2005).

Além de IRE1, em mamiferos, ocorrem mais duas proteinas sensoras
para a via UPR, a cinase transmembrana PERK e o fator de transcricdo
transmembrana ATF6, ambos residentes no RE. Ambas as proteinas sao
ativadas de forma similar a IRE1 seguindo a dissociagao de BiP ligada a seus
dominios luminais do RE. No caso de PERK, a dissociagao de BiP promove a
fosforilagado de seu substrato, o fator de iniciacdo da traducéo elF2. No caso de
ATF6, a liberacado de BiP promove a translocacdo de ATF6 para o Golgi onde
um novo fator de transcricdo € gerado por protedlise e translocado para o
nucleo (Chawla e Niwa 2005).

Nota-se entdo o papel decisivo de BiP, uma chaperone do reticulo, como
ponto chave para a regulagao da ativagdo dos trés transdutores da resposta a
estresse no RE: IRE1, PERK e ATF6, em mamiferos. Todos esses
transdutores contém um dominio luminal para a interagéo de BiP, sendo que,
sob condigbes normais, BiP atua como um regulador negativo para ativagao de
IRE1, PERK e ATF6. Durante o estresse no RE, BiP passa a se ligar as

proteinas mal-enoveladas, permitindo assim a liberacdo dos transdutores. Esta



ativagcao regulada por BiP prové um mecanismo direto de sinalizagéo para a
capacidade de enovelamento do RE e sua homeostase (Chawla e Niwa 2005).
O mecanismo molecular da resposta ao estresse no RE é muito menos
conhecido em plantas do que em leveduras e mamiferos (Urade 2009). Alguns
aspectos desta resposta sao ainda controversos em plantas. Sabe-se que
tunicamicina, um potente inibidor da N-glicosilacdo comumente utilizado para a
indugdo de estresse no RE em leveduras e mamiferos, também €& capaz de
induzir estresse no RE em plantas (Urade 2007). Porém, apesar de homologos
de IRE1 terem sido identificados em Arabidopsis thaliana e arroz (Koizumi et
al., 2001; Okushima et al., 2002), seus envolvimentos na resposta ao estresse
no RE ainda n&o foram totalmente confirmados (Urade 2009). A expressao de
IRE1 de Arabidopsis e arroz em células de levedura com seu gene enddgeno
nocauteado, quando tratadas com tunicamicina levaram a ativacdo de genes
da via UPR (Urade 2009). Estes ensaios de complementagédo indicam que o
homologo de plantas possui uma fungdo similar ao da proteina IRE 1 de
leveduras, porém sua fungdo como regulador da ativagdo de genes da via em
plantas continua incerto (Urade 2009). Foi identificado que o gene bZIP60 de
Arabidopsis tem sua transcricdo aumentada na presenca de tunicamicina
(lwata e Koizumi, 2005), e que uma forma truncada desta proteina, a qual nao
possuia seu dominio transmembrana, ativava os promotores de BiP e
calnexina, de uma maneira homodloga a ATF6 durante a resposta ao estresse,
indicando assim seu papel analogo nesta fungao. Um outro fator transcricional
bZIP28, também foi determinado estar envolvido na resposta ao estresse no
RE (Tajima et al., 2008), por meio da ativagdo da expresséo de genes BiP em
resposta ao estresse no RE através de cis-elementos responsivos a UPR
(UPRE) e ao estresse no reticulo (ERSE). Foi demonstrado que dois
transfatores, bZIP60 e bZIP28 sao ativados apds sofrerem clivagem proteolitica
no Golgi, de forma semelhante a ATF6 em mamiferos, e assim sendo s&o
exportados para o nucleo para ligagdo aos elementos ERSE e ativarem a
expressao de genes da via UPR (Urade 2009). Portanto, foi verificado que a
UPR em plantas € mediada através de pelo menos duas vias de sinalizagao
distintas, mediadas por estes dois fatores de transcricdo, bZIP60 e bZIP28,

sendo estas vias mais bem elucidadas no sistema modelo Arabidopsis, porém



permanecendo alguns pontos nao esclarecidos em outras plantas estudadas
(Urade 2009).

O estresse devido a seca induz uma variedade de respostas fisioldgicas
e bioquimicas em plantas. Estas respostas incluem o fechamento de
estdmatos, repressdao do crescimento celular e fotossintese, e ativagcdo da
respiracao. Plantas também respondem e adaptam-se a falta de agua através
da acumulagcdo de osmodlitos e proteinas especificamente envolvidas na
tolerancia ao estresse (Shinozaki, 2005).

Os genes identificados recentemente em Arabidopsis que participam da
resposta a estresses podem ser classificados em dois grupos principais
(Shinozaki e Yamaguchi-Shinozaki, 2007). O primeiro €& constituido de
proteinas que atuam diretamente durante a tolerancia aos estresses abibticos,
tais como chaperones moleculares, proteinas abundantes na embriogénese
tardia, osmotinas, proteinas anti-congelamento, proteinas formadoras de
canais de agua, etc, enquanto que o segundo grupo € composto principalmente
por proteinas regulatérias, que atuam na regulagdo da transdugao de sinais e
expressado de genes relacionados a tolerancia ao estresse, como fatores de
transcricdo, cinases, fosfatases e proteinas sinalizadoras diversas. Varios
fatores de transcricdo podem, de forma isolada ou cooperativa, controlar a
expressdo de genes relacionados ao estresse, e podem constituir redes
genéticas durante um determinado estresse abidtico, como frio, calor, seca ou
alta salinidade. Muitos destes transfatores podem ser utilizados para aumentar
a toleréncia ao estresse em plantas transgénicas através da ativagao de uma
variedade de genes regulados por este (Shinozaki e Yamaguchi-Shinozaki,
2007).

Boa parte dos genes induzidos por estresses abidticos possui sua
expressao regulada pelo horménio vegetal acido abscicico (ABA), e séao
controlados pelos cis-elementos responsivos a este horménio, denominados
ABRE (elementos responsivos a ABA), enquanto outros possuem sua
expressao controlada por cis-elementos responsivos a seca, denominados
DRE (elementos responsivos a seca), como o do gene RD29A/COR78/LTI78,
de Arabidopsis, que possui os dois tipos de cis-elementos em seu promotor.
Estes dois tipos de cis-elementos, ABRE e DRE, sdo dependentes e néo

dependentes de ABA, respectivamente, e sdo exemplos de regides especificas



do genoma do organismo ao qual transfatores relacionados se ligam em
resposta aos estresses abidticos (Shinozaki e Yamaguchi-Shinozaki, 2007).

Fatores de transcrigcdo pertencentes a familia ERF/AP2 que se ligam a
estes elementos DRE foram isolados e denominados CBF/DREB1 e DREB2
(Yamaguchi-Shinozaki e Shinozaki, 2005). Os genes DREB1 s&o rapidamente
e transientemente induzidos por estresse por frio, que formam produtos que
ativam a express&o de genes induzidos por estresse (Kasuga et al., 1999). A
superexpressao de genes DREB1 em plantas transgénicas causou aumento na
tolerancia a estresse causado por congelamento, seca, e salinidade, sugerindo
que proteinas DREB1 possuem fungcdo no desenvolvimento da tolerancia ao
estresse causado por frio (Yamaguchi-Shinozaki e Shinozaki, 2007). Os genes
DREB2 sdo induzidos por desidratagdo e podem ativar outros genes envolvidos
na tolerancia a seca (Liu et al., 1998). Entretanto, a superexpressdo de genes
DREB2 em plantas transgéncias ndo aumenta a tolerancia ao estresse,
sugerindo o envolvimento na ativagao poés-traducional de proteinas DREB2 (Liu
et al., 1998). As proteinas DREB2 s&o expressas sob condigbes normais de
crescimento e ativados por estresses osmaticos através de modificagcado pos-
traducional nos estagios iniciais da resposta a estresse osmotico (Yamaguchi-
Shinozaki e Shinozaki, 2007).

ABRE sao os principais cis-elementos na expressao responsiva a ABA
(Yamaguchi-Shinozaki e Shinozaki, 2007). As proteinas AREB requerem um
sinal mediado por ABA para sua ativacao, como indicado por sua reduzida
atividade em mutantes deficientes de ABA (aba2) e insensiveis a ABA (abi1), e
suas atividades aumentadas nos mutantes hipersensiveis a ABA (eral) de
Arabidopsis (Uno et al., 2000). Este fenbmeno foi documentado como uma
provavel fosforilagdo dependente de ABA de proteinas AREB (Uno et al.,
2000).

Evidéncias substanciais suportam que niveis de ABA limitam a perda de
agua através de transpiragdo por redugdo da abertura dos estdmatos (Leung
1998). ABA esta também envolvido em outros aspectos da adaptacdo ao
estresse. Por exemplo, mutantes de Arabidopsis deficientes em ABA nao se
adaptam ao frio, e ndo elicitam resposta morfogenética a seca em raizes (seca
rizogénica). O papel de ABA na sinalizagdo em condi¢des de estresse tem sido

extensivamente documentado por estudos moleculares, mostrando que



mutantes deficientes em ABA sao afetados na regulagdo de numerosos genes
por seca, salinidade e frio. Entretanto, a adaptagdo a estas condicbes
ambientais adversas também envolve vias independentes de ABA (Leung
1998).

Um grande numero de genes sao induzidos por estresses abidticos e
muitos dos produtos destes genes podem funcionar como resposta em outras
vias, aumentando a tolerdncia em nivel celular e sistémico (Shinozaki e
Yamaguchi-Shinozaki, 2007). A ocorréncia de uma rede interligada de vias de
sinalizacao distintas pode resultar no aumento e melhora da tolerancia da
planta ao estresse imposto (Umezawa et al.,2006). Recentemente, varios
genes induziveis por estresse foram identificados usando analises de
microarranjo em varias espécies de plantas, tais como Arabidopsis, arroz e soja
(Kamaushi et al 2005; Shinozaki e Yamaguchi-Shinozaki, 2007; Irsigler et al
2007).

3- Integracéo entre os estresses osmaotico e no reticulo

Qual seria a conexao entre a sinalizacdo para resposta ao estresse no
RE e a resposta ao estresse hidrico? Conexao esta que foi evidenciada pela
participacdo de uma chaperone molecular BiP, residente no reticulo, na
tolerancia ao estresse hidrico em plantas.

Visando entender a possivel conexao entre as vias de resposta aos
estresses no RE e osmotico em soja, Irsigler e colaboradores (2007) fizeram
um estudo dos genes expressos sob condigdes que causassem estresse no
RE e estresse osmoético simultaneamente. Para isto plantas de soja foram
tratadas com compostos que induzissem estes estresses, no caso PEG para a
inducdo de estresse osmoético, e Tunicamicina ou AZC, para a indugao do
estresse no RE. A partir deste estudo, foi verificado que genes que codificavam
chaperones do RE e proteinas catalizadoras do processo de enovelamento,
tais como BIiP, calnexina e PDI, foram antagonicamente afetados pelas
respostas ao PEG e a UPR. Enquanto ocorre uma ativagao da expressao de

chaperones do RE mediada pela UPR, sendo este processo conservado em
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eucariotos (URADE 2009), a regulagdo por inibicdo da expressédo destas
proteinas por desidratacdo com PEG foi descrita pela primeira vez por Irsigler e
colaboradores em 2007. Em condigbes de défice hidrico por exemplo, ja foi
demonstrado em espinafre, que o estresse por seca causou uma diminuicio
dos niveis de mRNA de BiP, porém em soja e tabaco , transcritos de BiP foram
induzidos por estresse osmoético causado por PEG, déficit hidrico e tratamento
com ABA (Anderson et al., 1994 ;Alvim et al., 2001).

No trabalho de Irsigler e colaboradores (2007) foram identificados em
soja um conjunto de 10 genes que possuiam sua expressao aumentada pelos
dois tipos de estresses, sendo que neste grupo haviam dois genes que
codificavam fatores de transcricdo pertencentes a familia NAC (ortdlogos de
NAM e ATAF2), dois que codificavam glutationas-S-transferase, um gene UBA,
um que codificava um fator de iniciagdo da tradugéo eucariotico 5 (elF5), dois
de funcao desconhecida e dois que codificavam proteinas que continham um
dominio de desenvolvimento e morte celular (DCD) e que eram ricas em
asparagina (N rich proteins). Uma analise posterior realizada por qRT-PCR
demonstrou a expressao sinérgica destes genes quando tratados com PEG,
tunicamicina e AZC, exceto para a glutationa-S-transferase (GST), o qual ndo
mostrou indugao por tunicamicina (Irsigler et al., 2007). Estes dados mostraram
que este conjunto de genes, que eram induzidos pelos dois estresses, e
quando estimulados em conjunto tinham sua expressdo aumentada de forma
sinérgica, pareciam responder a um novo ramo de sinalizagdo que integra as
respostas aos estresses no RE e osmotico. Os ortdlogos dos genes cuja
expresséo respondia de maneira sinérgica aos estresses, tais como ATAF2 e
Nrich, possuiam suas fungdes relacionadas com a resposta a patéogenos e a
morte celular programada (PCD) (Delessert et al., 2005; Tenhaken et al., 2005;
Costa et al., 2008). Estudos sobre superexpressao de ATAF2 em linhagens
transgénicas de Arabidopsis determinaram que esta condicdo causava a
repressao de uma variedade de genes relacionados a patogénese, e que estes
niveis eram aumentados em linhagens knockout (Delessert et al., 2005). Muitos
genes NAC de soja foram recentemente caracterizados e pertencem a uma
familia de fatores de transcricdo que medeiam processos de senescéncia em
folhnas de plantas como N. tabacum (Pinheiro et al., 2009). Os genes que

codificam as proteinas ricas em asparagina (N rich) demonstraram estar
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envolvidos na resposta hipersensivel mediada por acido salicilico e no
processo de morte celular programada, sendo que estudos mais recentes
comprovaram a atuacao destas proteinas neste processo em N. tabacum e em

células de soja (Costa et al., 2008).

4- Proteinas ricas em asparagina estdo envolvidas na morte celular

programada (PCD) e sdo co-reguladas durante a via integrativa

Dentre o grupo de genes que possuiram uma forte inducéo sinérgica da
expressado quando plantas de soja foram tratadas com agentes estimuladores
de estresses no RE e osmoético simultaneamente, se encontravam 2
denominados N rich 1 e 2 que codificavam para proteinas ricas em asparagina
(Isgler et al, 2007). Posteriormente verificou-se que ambos codificavam um
unico gene que foi denominado NRP-B (Costa et al., 2008). NRP-B codifica
uma proteina similar a uma anteriormente descrita (Ludwig et al., 2001) que
passou a ser denominada NRP-A. Tanto NRP-B quanto NRP-A sao induzidas
de maneira sinérgica pelos dois estresses, e portanto sdo alvos desta nova via
integrativa. Nos estudos subsequentes, foram verificadas trés caracteristicas
para a confirmacao da hipétese de que tanto NRP-A como NRP-B atuavam no
processo de morte celular programada. Primeiro, estas proteinas apresentaram
uma expressao aumentada quando plantas de soja foram tratadas com
cicloheximida, um indutor de morte celular, € uma expressao diminuida quando
as plantas foram tratadas com inibidores de senescéncia como zeatina.
Segundo, protoplastos de soja superexpressando as NRPs induziram atividade
de caspase-3 e fragmentacdo do DNA nuclear. Terceiro,, a expresséo
transiente de NRPs em folhas de N. tabacum causou um processo acelerado
de senescéncia, demonstrado pelos niveis crescentes de marcadores de
senescéncia, e diminuicao dos niveis de clorofila (Costa et al., 2008).

A inducdo de senescéncia foliar a partir de défice hidrico, que
compartilha componentes do estresse osmodtico, € um fendmeno bem
documentado em plantas (Gan et al.,, 1997). Uma ligagao direta entre um

estimulo de estresse prolongado no RE e a senescéncia foliar, porém, ainda
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nao tinha sido descrita, apesar de estudos em mamiferos mostrarem que
estresse no RE induz morte celular através de vias apoptéticas (Watanabe et
al., 2008).

Apesar dos mecanismos pelos quais o estresse no reticulo determina
processos especificos de morte celular em plantas continuarem
desconhecidos, evidéncias indiretas indicam que a PCD induzida por estresse
no RE pode ocorrer através de vias induzidas por chaperones moleculares na
UPR (Urade 2009). AtBI1, é um gene relacionado a PCD, sendo relacionado a
estresse no reticulo e foi identificado estar envolvido neste processo e na UPR
(lwata e Koizumi, 2005). AtBI1 apresenta na regido de seu promotor cis-
elementos regulatorios ERSE-like, indicando assim que a regulagéo positiva do
gene de Bl por estresse no RE pode ocorrer através de uma via de transdugéo
mediada por chaperones na UPR de plantas (Kamaushe et al., 2005).

Diferentemente do processo de senescéncia causado por estresse no
RE mediado pela UPR, o processo de senescéncia e morte celular mediado
pelas proteinas NRPs parece ser ativado por vias de sinalizagdo diferentes,
estimulado tanto pelo estresse no RE como pelo estresse osmoético. Ha varias
evidéncias que mostram que o processo de senescéncia causado pelas NRPs
ocorre por uma via de sinalizagdo distinta do ramo da UPR que inclui
chaperones moleculares. Processos de senescéncia baseados nas proteinas
NRPs nao sdo ativados exclusivamente no RE, pois estas proteinas sao
induzidas por outros processos ambientais diversos de estresse, como na
resposta hipersensivel. Para que ocorra a maxima ativacdo da expressao das
proteinas NRPs é necessaria a presencga do estimulo osmatico, 0 que por sua
vez causa a diminuigdo da expressao de chaperones moleculares, como BiP,
que medeiam a regulagdo da resposta ao estresse no RE durante a UPR.
Finalmente, enquanto em plantas de soja superexpressando Bip ocorre uma
diminuicdo da expressdo de genes relacionados a UPR, a expressao das
proteinas NRPs mantém-se similar a de plantas normais (Costa et al., 2008).

Diante dos fatos sobre a atuagcdo das proteinas NRPs no
desencadeamento do processo de morte celular em resposta a ativagao da via
que integra os estresses osmotico e do RE, faz-se necessario determinar as
proteinas responsaveis diretamente pelo controle da expressao destes genes.

A identificacdo de um transfator auxiliaria na elucidacédo do sistema de controle
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transcricional de genes envolvidos nesta via integrativa, aumentando assim o
conhecimento sobre o funcionamento deste novo ramo de transducgao de sinais

durante os estresses ambientais.
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Il - Objetivo

O objetivo principal deste trabalho foi identificar e caracterizar fatores de

transcricdo que controlam a transcricdo do gene GmNRP-B.

lIl - Metas Especificas

- Identificar e caracterizar a regido promotora do gene GmNRP-B;

- Clonar a regiao promotora de GmNRP-B em vetores para expressao

em leveduras;
- Realizar triagens de possiveis cDNAs que codifiquem fatores de
transcricdo que se liguem a regiao promotora de GmNRP-B a partir do sistema

de mono-hibrido de leveduras;

- Clonar o cDNA completo que codifica a proteina candidata em

diferentes vetores de expressao;

- Caracterizar bioquimica e funcionalmente a interacdo da proteina

candidata com a regido promotora de NRP-B.
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IV — Materiais e métodos

1 - Oligonucleotideos especificos para amplificacdo e clonagem de

diferentes fragmentos de DNA em vetores especificos

Oligonucleotideo Sequéncia (5’-3") Vetor de
Entrada
Fw-GmERD 15 like AAAAAGCAGGCTTCACAATGGAAGTCATTTCTGC pDONR201
GmERD 15 likeSt-Rv | AGAAAGCTGGGTCCTACCTGGGCTGGTGAATAGC pDONR201
Fw-PNRP-B1000 GAATTCTTAATTGTCTGGTTAATATC pCR4
Fw-PNRP-B700 GAATTCTGCACACACTCACTGCCTCC pCR4
Fw-PNRP-B350 GAATTCTTCACGTGTACGCGTTTTGG pCR4
PNRP-B-Sacl-Rv GAGCTCGTAGCTTAGTGTTTT pCR4
PNRP-B-Sall-Rv GTCGACGTAGCTTAGTGTTTT pCR4

PEXAD FW

CGGTCCGAACCTCATAACAACTC

PEXAD RV

GTAAATTTCTGGCAAGGTAGAC

A utilizacao dos diferentes oligonucleotideos esta descrita no item resultados e

discussao.

2.- Oligonucleotideos especificos para qRT-PCR

Oligonucleotideo Sequéncia (5’-3") Gene Alvo
GmERD 15 likeFw CCCTGGTTCCGCGACTACT GmERD 15 like
GmERD 15 likeRv GGTCAAAGTCGAAGTCGAAAGC

NRP-BFw CAAGGCTGCTGGCGACAAGATA NRP-B

NRP-BRv CGTGGAGGCAGACCGAAGAG

BiPDFw CTTGAAGAAGTTTCGTGGTAAAACTA BiPD
BiPDRv ATCTGGAGGAGCCCCAGGCGGTGG
HelicaseFw TAACCCTAGCCCCTTCGCCT Helicase
HelicaseRv GCCTTGTCGTCTTCCTCCTCG
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3 - Identificacéo e caracterizacédo da regido promotora do gene GmNRP-B

O gene NRP-B de soja foi identificado no banco de dados do Phytozome

(http://www.phytozome.net) utilizando a sequéncia do cDNA obtida por Costa e

colaboradores (2008) como protétipo para busca do gene. Apds a identificagéo
uma regiao correspondente a aproximadamente 1000 de bases a montante do
coédon de iniciagdo da traducdo do gene permitiu a construgdo de
oligonucleotideos para a amplificagdo dos fragmentos de interesse (Fw-PNRP-
B1000, Fw-PNRP-B700, Fw-PNRP-B350, PNRP-B-Sacl-Rv, PNRP-B-Sall-Rv)
e posterior clonagem em vetores de entrada. Analises de bioinformatica, com o

programa PlantPlan (http://PlantPAN.mbc.nctu.edu.tw), foram realizadas para

identificar in silico possiveis cis-elementos conhecidos presentes no promotor.

4 - Construcdes de DNA

Os fragmentos amplificados da regido promotora do gene NRP-B de soja
foram clonados primeiramente em vetor de entrada comercial pCR4, utilizando-
se o kit TOPO TA Cloning For Sequencing da Invitrogen, obtendo-se os clones
pCR4-PNRPB1000 (pUFV 1457), pCR4-PNRPB700 (pUFV 1458) e pCRA4-
PNRPB350 (pUFV 1459). Apés confirmacao da clonagem por amplificagdo com
os oligonucleotideos especificos (Fw-PNRP-B1000, Fw-PNRP-B700, Fw-
PNRP-B350, PNRP-B-Sacl-Rv, PNRP-B-Sall-Rv), e verificagdo em gel de
agarose 1% (p/v), os fragmentos foram recuperados por digestdo com as
endonucleases especificas para cada primer utilizado, e posteriormente
purificados, utilizando-se o kit GelExtraction Kit, da Qiagen. Os fragmentos
purificados foram entdo clonados em vetores de expressdo em leveduras,
contendo genes reporteres especificos para o sistema de mono-hibrido (o vetor
de integragcao genémica pLACZi, contendo o gene repérter da LacZ, e o vetor
pHIS2.1, contendo o gene repodrter HIS3, da Clontech, ambos os genes tendo

sua expressao controlada pela regido promotora inserida), obtendo-se os
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clones pLACZi-PNRPB1000 (pUFV 1463), pHIS2.1-PNRPB1000 (pUFV 1466),
pLACZi-PNRPB700 (pUFV 1464), pHIS2.1-PNRPB700 (pUFV 1467), pLACZi-
PNRPB350 (pUFV 1465) e pHIS2.1-PNRPB350 (pUFV 1468).

Para clonagem do cDNA completo de GmERD 15 em diferentes vetores
de expressao, este foi amplificado com oligonucleotideos especificos (Fw-
GmERD 15 like e GmERD 15 likeSt-Rv), e o produto resultante verificado em
gel de agarose 1%, purificado utilizando-se o kit GelExtraction Kit, da Qiagen, e
inserido por recombinagdo no vetor de entrada pDONR201, utilizando-se a
enzima BP clonase (Invitrogen). O clone obtido, pPDONR201-GmERD 15 (pUFV
1358.1), contém cdédon de terminagdo e foi utilizado para transferéncia do
respectivo cDNA para diferentes vetores de expressdo (mapas dos respectivos
vetores no ANEXO 1), por recombinagdo, utilizando-se a enzima LR clonase
(Invitrogen). Estas tranferéncias resultaram nos clones pDEST32-GmERD 15
(PUFV1379) e pDEST22-GmERD 15 (pUFV1425), de expressao em leveduras;
pDEST15-GmERD 15 (pUFV1380), de expressdo em bactérias; pK7WG2-
GmERD 15 (pUFV 1469) e pYFP-GmERD 15 (pUFV 1470), de expressao em
plantas.

Os clones obtidos foram utilizados na transformacdo de células
competentes de Escherichia coli da estirpe DH5a, pelo método do choque
térmico e de eletroporacdo (Sambrook et al., 1989), selecionados com o
antibidtico apropriado e diagnosticados por PCR, utilizando oligonucleotideos

especificos.

5 - Transformacdao de leveduras

Células de levedura Saccharomyces cerevisiae foram crescidas em meio
YPD-A por 16 horas, sendo entdo submetidas a centrifugagcado de 13000 g por
30 segundos, e ressuspensas com 1 mL de agua deionizada. Apos
recentrifugagdo a 13000 g por 30 segundos, foram obtidas as células pré-
lavadas para transformacdo com DNA plasmidial, utilizando-se o método de

transformagcao com acetato de litio/polietilenoglicol (PEG).
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Células de Saccharomyces cerevisiae da linhagem AH109 (MATa, Trp1-
901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, gal4A, LYS2::GAL1UAS-GAL1TATAHISS,
MEL1 GAL2UAS-GALTATA::MELUAS-MEL1TATA-lacZ), que é deficiente na
producado de leucina, triptofano e uracila (Trp-, Leu-, Ura-); e contém os genes
reporteres LacZ e HIS3 foram transformadas com as construgdes pDEST32-
GmERD15 pDEST32 vazio, juntamente com 100 pg de DNA carreador de
esperma de salmao (ssDNA), pelo método de acetato de litio/polietilenoglicol
(PEG). Os transformantes foram plagueados em meio seletivo com deficiéncia
em leucina (SD, Synthetic Dropout, -Leu) e crescidos por trés dias a 28°C.

Células de Saccharomyces cerevisiae da linhagem W303 (MATa/MATa
leu2-3,112 trp1-1 canl1-100 ura3-1 ade2-1 his3-11,15 [phi*]), que & deficiente
na producdo de leucina, triptofano, uracila e histidina (Trp-, Leu-, Ura-, His-)
foram transformadas com as construgdes pDEST22-GmERD15, pDEST22
vazio, pLACZi-PNRPB1000, pLACZi-PNRPB700, pLACZi-PNRPB350, pHIS2.1-
PNRPB1000, pHIS2.1-PNRPB700, pHIS2.1-PNRPB350, e pLACZi-PBiP350,
juntamente com 100 ug de DNA carreador de esperma de salm&o (ssDNA),
pelo método de acetato de litio/polietilenoglicol (PEG). Os transformantes foram
plaqueados em meio seletivo com deficiéncia em uracila, triptofano e histidina
(SD, Synthetic Dropout, -URA —Trp -His), e crescidos de trés a quatro dias a
28°C.

A estirpe de levedura W303 PNRPB-HIS/LACZ contém copias de HIS3 e

LacZ sob controle de PNRPB que servem como gene reporter duplo.

6 - Construcao da biblioteca de cDNA de soja submetida a tratamentos de
estresse no RE e estresse osmoético, em vetores de expressdo de

leveduras

O mRNA foi extraido de plantas de soja submetidas a estresses com
tunicamicina e polietileno glicol (PEG), tratamentos que induzem condi¢bes de
estresse no RE e osmotico, respectivamente. As plantas foram inicialmente
germinadas em terra e aclimatadas em casa de vegetacado e apdés uma semana

foram transplantadas para a solugdo contendo Tunicamicina (Sigma) 10ug/mL
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e polietilenoglicol 10% (p/v) (PEG; Peso molecular 8000). O material vegetal foi
coletado apds 2 horas de tratamento e imediatamente congelado em nitrogénio
liquido sendo armazenado em freezer a -80 °C até o processamento das
amostras. O material congelado foi utilizado para extragdo de mRNA utilizando

o kit Fast Track, da Invitrogen, para extragao especifica de mRNA. A qualidade

do mRNA extraido foi monitorada em gel de agarose 1% em tampao NBC
contendo formaldeido, e entdo o cDNA foi sintetizado e utilizado para a
confecgdo da biblioteca utilizando o kit Superscript Plasmid System with
GATEWAY Technology for cDNA Synthesis and Cloning, da Invitrogen. O
processo de sintese se baseou na formacdo de uma biblioteca unidirecional
pela utilizacdo de adaptadores com sitios de restricdo das enzimas Sal | e Not
I. Os cDNAs utilizados para a clonagem foram separados por fracionamento
por passagem em coluna cromatografica especifica e selecionados por PCR,
utilizando-se como gene indicador o gene de NRP-B, sendo que as fragdes do
fracionamento escolhidas foram aquelas que possuiam maior intensidade de
bandas de amplificagdo. Os cDNAs selecionados foram entdo clonados no
vetor pEXP-AD502, da Invitrogen, seguido de transformagdo de E. coli
linhagem DH5a, para amplificacédo dos plasmideos contendo os cDNAs. Apds
crescimento das bactérias, os plasmideos foram extraidos e purificados. Esta
biblioteca foi construida em conjunto com o estudante de mestrado Pedro
Augusto Braga dos Reis, no Laboratorio de Biologia Molecular de Plantas. A
biblioteca de cDNA foi entdo utilizada para a co-transformacédo de leveduras
Saccharomyces cerevisiae linhagem W 303 previamente transformada com o
vetor de integracdo pLACzi e o vetor pHIS2.1, contendo o promotor do gene

alvo, NRP-B, com aproximadamente 1kb.

7 - Triagens de possiveis cDNAs que codifiquem fatores de transcricéo
gue se liguem a regido promotora de GmNRP-B a partir do sistema de

mono-hibrido de leveduras
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As triagens de possiveis fatores de transcricdo que se liguem a regiao
promotora do gene de NRP-B foram conduzidas pelo sistema de mono-hibrido
de leveduras. Para isto células de levedura W303 pré-transformadas com os
plasmideos pLACZi-pNRP-1000 e pHIS 2.1-pNRP-1000 foram crescidas em

meio liquido seletivo com deficiéncia em uracila e triptofano (SD, Synthetic

Dropout, -URA —Trp) Por 36 horas, e transformadas com a biblioteca de cDNA
de soja, sendo estas transformacdes crescidas em meio ggletivo com
deficiéncia em uracila, triptofano e histidina (SD, Synthetic Dropout, -URA —Trp
-His) com concentracdo de 10 mM de 3AT. Foram feitas 30 transformagdes,
utilizando 25 uL contendo 12 pg de plamideos da biblioteca, sendo triados
cerca de 4000 clones.

A interagc&do dos possiveis transfatores com a regido promotora do gene
foi monitorada pela ativacdo dos genes reporteres LacZ e HIS3. Analise
qualitativa da ativagdo do gene repérter LacZ foi concluida mediando-se a

atividade da enzima f-galactosidase, segundo protocolo descrito por Amperg et

al (2005), e a prototrofia a HIS foi monitorada por crescimento na auséncia de

histidina, segundo protocolo da Clontech.-

ApOs realizada a selegao das col6nias candidatas a possuirem o clone
contendo cDNA de transfatores, foi feito a extracdo e purificacdo dos
plasmideos em levedura pelo kit Qiaprep, da Qiagen, utilizando-se pérolas de
vidro, seguido de transformacao de E. coli linhagem DH5a, para amplificagao
dos plasmideos. Os plasmideos foram isolados de E. coli, usados para re-
transformacao de leveduras, e repeticdo dos ensaios de medida da ativagao
dos genes reporteres. Os plasmideos re-transformados que mantiveram a
ativacdo dos genes reporteres em levedura, foram extraidos das leveduras.
utilizando-se o kit Qiaprep (Qiagen), e pérolas de vidro para facilitar a lise das
células de leveduras, seguido de transformacao de E. coli linhagem DH5a e
posterior dignostico por PCR e visualizagdo em gel de agarose 1% (p/v). Os
clones positivos foram entdo sequenciados. Anadlises de comparacdo de

sequéncias dos cDNAs sequenciados foram realizadas nos bancos de dados

do Phytozome (http://www.phytozome.net) e do NCBI
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(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi) para verificagdo de sequéncias

incompletas e identificagdo de possiveis genes ortdlogos.

8 - Células de soja em suspenséo e tratamentos

Cultura de células de soja em suspensao anteriormente preparadas
(Cascardo et al., 2001) foram cultivadas em 40 mL de meio MS Soja (Finer &
Nagasawa, 1988) mantendo-se o procedimento de subcultivos sucessivos
semanais, repicando-se 10 mL de cada cultivo de células para um meio novo.
Os tratamentos foram realizados em culturas de células cinco dias apoés
repicagem.

As células foram tratadas com ABA 100 pM (acido abscisico), JA 100
MM (acido jasménico), SA 100 uM (acido salicilico), pelo periodo de tempo
indicado nas respectivas figuras. O material vegetal foi coletado apds os
tratamentos e imediatamente congelado em nitrogénio liquido, sendo

armazenado em freezer a -80 °C até o processamento das amostras.

9 - Material vegetal e tratamentos

Foram utilizadas plantas de soja do cultivar Conquista. As plantas foram
inicialmente germinadas em terra na casa de vegetacéo e apds uma semana
(ou estadio VC), foram tratadas com a bactéria fitopatogénica Pseudomonas
syringae pv Tomato, incompativel para soja, para infecgao sistémica da planta,
pelo periodo de tempo indicado nas respectivas figuras. O material vegetal foi
coletado apods os tratamentos e imediatamente congelado em nitrogénio
liquido, sendo armazenado em freezer a -80 °C até o processamento das

amostras

10 - Extracdo de RNA e sintese de cDNA
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O RNA total foi extraido utilizando o reagente Trizol (Invitrogen),
segundo recomendacgdes do fabricante. Para eliminagcdo do DNA contaminante,
o RNA total foi tratado com trés unidade de DNase livre de RNase (Invitrogen).
Apoés a extragao e purificagdo, o RNA foi quantificado (Thermo Fisher Scientific
EVO 60) e analisado em gel de agarose desnaturante 1,5 % (p/v), corado com
brometo de etideo 0,1ug/mL. A sintese de cDNA foi realizada utilizando 4 pg de
RNA total, oligo-dT(18) e Trancriptase Reversa M-MLV (Invitrogen), segundo

especificagcdes do fabricante.

11 - PCR em Tempo Real (QRT-PCR)

O procedimento de PCR em Tempo Real, bem como testes, validagbes
e experimentos foram conduzidos seguindo manuais da Applied Biosystems.
As reacdes de PCR em tempo real foram conduzidas utilizando o aparelho
7500 Real Time PCR Systems (Applied Biosystems), oligonucleotideos
especificos (item 2.2), cDNAs dos tratamentos e SYBR Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems). As condi¢cdes de amplificagdo foram: 95°C por 10 min, e
40 ciclos de 94°C por 15 segundos e 60°C por 1 min. Para a quantificagdo da
expressao génica, foram utilizados os métodos comparativos de Ct: 2 ACte2-
AACt Como controle endégeno para normalizagdo dos dados do qRT-PCR, foi
utilizado o primer especifico para RNA helicase de soja, que apresentou baixa

variagcao de expressao entre os tratamentos.

12 - Expressao transiente em protoplastos de soja

Protoplastos foram preparados em ambiente estéril a partir de células de
soja como descrito recentemente (Costa et al.,, 2008; Pinheiro et al.,2009).
Cinco dias apés a repicagem, as células foram lavadas duas vezes em tampéo
de lavagem (manitol 0,6 M; MES 20mM; pH 5,5), centrifugadas a 500 rpm por 2
minutos, ressuspendidas em igual volume de solugdo enzimatica [celulase

0,5% (p/v), macerozima R-10 0,5% (p/v), pectoliase Y23 0,1% (p/v), manitol
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0,6M; MES 20 mM; pH 5,5] e incubadas por 3 horas sob agitagdo de 40 rpm. A
digestao foi acompanhada a cada 30 minutos por microscopia. Em seguida, os
protoplastos foram filtrados em peneira de 65 pm e coletados por centrifugagao
a 500 rpm por 2 minutos, sendo lavados 2 vezes com tampao de lavagem. Os
protoplastos foram entdo novamente coletados por centrifugagao por 2 minutos
a 500 rpm, ressuspendidos em 2 mL de tampé&o de lavagem e transferidos para
um outro tubo contendo tamp&o gradiente [sacarose 20% (p/v), manitol 0,6M,
MES 20 mM, pH 5,5]. O material foi centrifugado por 5 minutos a 500 rpm,
sendo coletada a banda na interface, que corresponde aos protoplastos
viaveis. Estes foram lavados 2 vezes com tampao de eletroporagao (Hepes-
KOH 25mM pH 7,2, KCI 10 mM, MgCI2 15 mM, manitol 0,6M) e
ressuspendidos em 2 mL do mesmo tampao. Os protoplastos foram contados
em microscopio usando uma camara de Neubauer.

Os ensaios de expressao transiente foram conduzidos por meio de
eletroporacéo de 2 x 10° — 5 x 10° protoplastos com 10 pg de DNA (cassete de
expresséo) e 30 ug de DNA carreador de esperma de salmao (ssDNA), em um
volume final de 0.8 mL, a 25 pF de capacitancia e 250 volts (Gene Pulser —
BIORAD). Os protoplastos recém eletroporados foram mantidos no gelo por 15
minutos e transferidos para 8 mL de meio MS Soja +0,6 M de manitol pH 5,5.
Para a expressao transiente, os protoplastos foram incubados por 36 horas no
escuro. Apos esse periodo, as amostras foram lavadas 2 vezes com tampao de
lavagem, congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C até a

extracdo de RNA.

13 - Transformacao transiente de plantas de tabaco

A transformacéo transiente de tabaco (Nicotiana tabacum cv. havana) foi
realizada como descrito anteriormente, por meio de agroinoculagao (Carvalho
et al., 2008). As culturas de Agrobacterium tumefaciens transformadas com os
vetores de interesse foram crescidas em 5 mL de meio Rhizo, com antibi6ticos
adequados, a 28°C por 16 horas, e centrifugadas a 5000 RPM por 5 min. O
pellet foi lavado 2 vezes com tampao de infiltragao (MgCI2 10 mM, MES 10 mM

24



pH 5,6 e acetosiringona 10 pM) e ressuspendido em 1 mL do mesmo tampao.
Utilizando seringas estéreis sem agulha, folhas jovens de tabaco foram
infiltradas com A. tumefaciens em uma D.O. de 0,2, por meio de uma gentil
pressao através dos estdmatos da epiderme inferior. A expressao das
proteinas foi confirmada por microscopia confocal, trés dias apdés a

agroinoculagéo.

14 - Localizagao subcelular

Para a expressao transiente da proteina fusionada a YFP, folhas de
tabaco foram agroinoculadas com a construgao pYFP-GmERD15 segundo item
2.11. Trés dias apds a inoculacdo, as folhas transformadas foram observadas
no microscépio LSM 510 META invertido (ZEISS), utilizando a objetiva de
imersdo de oleo de 40x1,4 e o laser de argbnio. A analise foi realizada nas
folhas, com explantes montados em agua utilizando-se laminas e laminulas de
vidro. Para a obtencéo de imagens de expresséo, YFP foi excitada a 514 nm, e
sua emissao coletada a 535-590 nm. A fenda do microscépio foi fixada,
fornecendo uma faixa optica de 1,5 a 2,0 ym. As imagens foram processadas
com auxilio do software “LSM Image Browser ” (ZEISS) e do programa Adobe

Photoshop.

15 - Analise de transativacdo em leveduras

A verificagdo da interacdo da proteina GmERD15 com a regiado
promotora de GmNRP-B, bem como analise da existéncia de dominios de
transativagao na proteina foram conduzidas segundo manual da Clontech. Para
analise da interacdo da proteina GmERD 15 com a regido promotora de
GmNRP-B foram utilizados transformantes de levedura contendo as
construgbes de GmERD15 no vetor pDEST22 (Anexo 1) e as construgdes
pLACZi-pNRP-B 1000, pLACZi-pNRP-B 700, pLACZi-pNRP-B 350, pHIS2.1-
pNRP-B 1000, pHIS2.1-pNRP-B 700, pHIS2.1-pNRP-B 350, enquanto que a
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analise da atividade de transativacao foi realizada utilizando-se transformantes
de levedura contendo a construgdo de GmERD15 no vetor pDEST32 (Anexo
1).

Os transformantes de levedura obtidos pela utilizacido das construgdes
em vetores de expressao foram crescidos em meio seletivo especifico para a
marca auxotrofica de cada respectivo vetor por 48 horas, e a ativagdo do gene
repoérter LacZ foi avaliada por revelagcdo em membrana de nylon, embebida em
solugdo reveladora especifica para atividade da enzima [-galactosidase,
segundo manual da Clontech, de 4 a 8 horas. A verificagdo de prototrofia em
meio de cultura sem histidina, para avaliagdo da ativagcdo do gene HIS3, foi
feita repicando os transformantes de levedura em meio sem histidina com
concentragdes crescentes do inibidor competitivo 3-amino-triazole (3AT).

Analises quantitativas da ativacdo do gene repérter LacZ foi realizada,

pela medida da atividade da enzima [-galactosidase, segundo protocolo

descrito por Amberg et al (2005)-

16 - Agrupamentos e analises in silico

Onze proteinas com similaridade de sequencia a GmERD15

(Glyma04928560.1, Glyma11g20940.1, ACJ84081.1_M_truncatula,
AAM10198.1_A. thaliana , ABV89651.1_B. rapa, Glyma03g28760.1,
Glyma19g31500.1, AF261139_L._esculentum : Glyma14g05980.1,

ACA51033.10._sativa_Japonic, ACG28352.1_Z. mays) depositadas em
bancos de dados foram utilizadas na constru¢édo do agrupamento hierarquico
de sequéncias. O alinhamento multiplo foi realizado pelo programa ClustalW
(http://clustalw.genome.ad.jp/) e o agrupamento foi construido utilizando-se o
programa MEGA3 (Kumar et al., 1994), pelo método UPGMA. Os numeros de
acesso das sequéncias utilizadas s&o fornecidos na figura correspondente. A
sequéncia de GmERD15 foi analisada pelo programa BLOCKS

(http://blocks.fhcrc.org) para analise de possiveis dominios de transativagao in

silico.
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17 - Técnicas de Biologia Molecular

Todas as técnicas de Biologia Molecular que ndo estdo descritas
detalhadamente na dissertagcdo, como preparagdo de géis de agarose,
preparagao de plasmideos, transformagéao de bactérias, digestdo de DNA por
enzimas de restricdo, sintese de cDNA, preparacdo de tampdes e solugdes
estoques foram conduzidas exatamente segundo protocolos contidos em
Sambrook et al.(1989).
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V - Resultados e Discussao

1 - Analise da sequéncia e clonagem da regido promotora de GmNRP-B

A partir da sequéncia do cDNA de GmNRP-B (Costa et al., 2008), foi
possivel predizer o provavel sitio de inicio da transcricdo do gene (Figura 1).
Definindo a regido onde se inicia a transcri¢ao, foi possivel determinar a regiao
considerada como regiao promotora, a qual utilizamos como isca para o estudo
de identificagcdo de fatores de transcricao que se liguem a ela. Para obtermos a
regido do genoma de soja correspondente ao promotor do gene GmNRP-B,

utilizamos o banco de dados do Phytozome (http://www.phytozome.net) que

reune todas as sequéncias do genoma da soja. Utilizando a sequéncia do

cDNA de GmNRP-B (Costa et al 2008) Para a busca da regido genémica de
soja onde se encontra o gene GmNRP-B, verificamos e tomamos a regido
correspondente a aproximadamente 1000 pares de bases a montante do codon
de iniciagdo do gene. A regiao promotora (1000 bp) foi amplificada a partir de
DNA genbmico de soja, utilizando primers especificos (materiais e métodos
item 1) e clonado no vetor pCR4 e posteriormente em pLACZi e pHIS2.1 para o

ensaio de mono-hibrido.
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TTAATTGTCTGGTTAATAFCTTAAAGARATT TATTAAT TT T TTATAATTGAGATTTATAATGGGARARAG
GAATGGAGAGAGGAGGCTGAAATGGTAAT TAGAAGCTTCAAAAAAGAAGAAGAAAGAAGTGGTAATTAGA
AAGGGGGCACTACCAAACACAGACACAGG TGTWTMTdCATT GAACATGGCATAAACACCGACGT
GCCCGTTTGTCACGGACCACARAATCATGCACACACTCACTGCCTCCACACTGTTTTCTATTCTAGACTA
CACTTCCATTCCATGTCTTAGCAGCTAAGGAAGTTCAATCCATCCACT TTAT CAAATARAGAAGACGACA
AAACAAAAACATAACTTAATGGAAGCCATATTTTTTTATTTAATTATCCTATTAGATAACGTAATTTAAT
TTATCTAGCATCAGTGCTTGGTCTTATACTTTT TCCTACAGAGTAGTAAAACAARRACAACARTTOT TGG
TCTGAACTCAAACTABAGTAAAGACGAT TCTATCAGCTTCTAGAACGTAGTATAGTATACCARATCARAA
CCCAAATGCCACCTTCCACTCCACCTTTTCACGTGTACGCGTTTTGGCATCATCATCACTCATCACTCAC
TAAGGAGCACCCCACCTAATTTAAATTAAATGAAAAAAAAAGACAACACCACICGAAAACAAATTTTCAT
TTCACATTTGACAATTACATACGCAACCCGTAAGTAACTTTCCACGAAGTTACATTTCATCTCATCTCAT
TTTTTCCCATCliTATATACCAACACTAGTGATTTCTTATCARAAT TTTCTCATTCCAACCTGAACCTG
CTCTGRATCCAATTCTTCTTCTTCTTGTTCTCTGTTTAAGGCAATACAACAT TTACTACTCATACTCAARA
GTAGCTTAGTGTTTTGTTTAGCATATCATG

Figura 1 — Sequéncia do promotor de GmNRP-B: As sequéncias dos oligonucleotideos para
a clonagem dos fragmentos de 1000 pares de bases da regido promotora de GmNRP-B estédo
mostradas em letras vermelhas e azuis, respectivamente. Sitios de interacdo de transfatores
Dof1 estdao mostrados em quadros cinzas, enquanto que os sitios de interagido de transfatores
RAV1 estdo mostrados em quadros azuis. O possivel sitio de iniciagdo da transcricao do gene
GmNRP-B, obtido por RACE, esta mostrado em vermelho, e o possivel sitio de inicio da

tradugao do gene esta mostrado em amarelo.
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A sequéncia do promotor esta mostrada na Figura 1. Para verificar se a
regidao promotora continha cis-elementos conhecidos para ligacao de
transfatores de plantas, submetemos a sequéncia da regido clonada ao
programa PlantPlan (http://PlantPAN.mbc.nctu.edu.tw). Este programa traz

uma interface que mostra regides na sequéncia submetida de sitios de ligacao
de familias de transfatores conhecidos de diferentes organismos vegetais,
como Arabidopsis, milho, arroz, Medicago e soja. Foi encontrado uma maior
abundéancia de sitios de ligagdo na regido submetida para duas familias de
transfatores conhecidos em Arabidopsis, Doft e RAV1, sendo 4 sitios
verificados para transfatores da familia Dof1 (quadros cinza) e 2 para a familia
RAV1 (quadros azuis), como esta mostrado na Figura 1.

A familia Dof (Ligadoras ao DNA com um dedo de zinco), € uma classe
particular de fatores de transcricio com dominios de dedo de zinco
caracterizado por uma regido conservada de 50 aminoacidos com uma
estrutura C2-C2, associada a uma regiao basica, que se liga especificamente a
sequéncias de DNA com nucleo 5-T/AAAAG-3’. Estas proteinas participam da
regulacdo da expressdo génica em processos tais como mecanismos de
defesa da planta, germinagao de sementes, respostas a giberelinas e a auxinas
e regulacao de genes envolvidos no metabolismo de carboidratos (Lijavetzky et
al., 2003). A familia Rav consiste de uma classe de proteinas que possuem
dois motivos de ligagdo ao DNA: um unico motivo AP2 e um dominio B3 like.
Proteinas que possuem este dominio AP2 unico geralmente fazem parte de um
grupo de fatores responsivos a etileno (EREBs) e responsivos a desidratacao
(DREBS) (Shinozaki e Yamaguchi-Shinozaki, 2007).
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2 - Construcdo das leveduras expressando 0s genes repOrteres LacZ e
HIS3 sob o controle do promotor pNRPB e a varredura da biblioteca pelo

sistema do mono-hidrido

Utilizando a construgdo da regido promotora do gene NRP-B de 1 kb

controlando a expressdo dos genes reporteres Lacz, que codifica a enzima [3-

galactosidase, e HIS3, que codifica a enzima |midazolglicerol-fosfato
desidratases triagens de cDNAs foram realizadas a partir da utilizagdo do

método do mono-hibrido de leveduras. Para isto foi utilizada uma biblioteca de
cDNA de soja, construida a partir de mRNA extraido de plantas de soja
tratadas com tunicamicina, um potente ativador da via UPR, e PEG, um agente
causador de estresse osmotico, visando assim ativar a expressdo de genes
relacionados a via integrativa, sendo que esta biblioteca foi construida no vetor
pEXP AD 502 (Anexo 1). Leveduras da linhagem W303 LACZ e HIS3,
,contendo os genes quiméricos PNRPB-HIS3 e PNRPB-LACZ, foram entédo co-
transformadas com a biblioteca de cDNA de soja. Apds a varredura de
aproximadamente 4000 clones, foram selecionados nove clones positivos pela
capacidade de ativar o promotor de NRP-B. Estes clones foram avaliados com
relacdo a atividade de B-galactosidase, e foi realizado PCR de col6nia (Figura
2A e B). Entre os nove clones, trés com maiores valores de atividade tiveram
seus DNAs extraidos (Clone 1, Clone 7 e Clone 8) e uma segunda
transformacao foi realizada para eliminar falsos positivos. Neste processo, foi
identificado apenas um transformante (Clone 1) que ativava fortemente a
expressao de LacZ, além de apresentar crescimento em meio minimo sem
histidina com altas concentragdes de inibidor competitivo 3-amino-triazole
(3AT) (Figura 3 A).
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Figura 2- Varredura da biblioteca de cDNA de soja: A) Medida da atividade especifica de B3-
galactosidase dos 9 clones selecionados. Os valores de atividade correspondentes de cada
clone sdo mostrados no grafico. A atividade especifica do extrato & expressa em nmol/min/mg
de proteina do extrato. B) Gel de agarose 1% do PCR dos clones selecionados utilizando os
primers PEXAD-Fw e Rv, especificos para anelamento nas regides que flanqueiam a regido de

insercao dos cDNAs da biblioteca. A banda do PCR do clone 1 é mostrado pela seta vermelha.
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O DNA deste clone foi extraido e transformado em leveduras contendo a
construgdo PNRPB-HIS3 e PNRPB-LACZ (W303/Clone 1/ PNRPB-HIS3/
PNRPB-LACZ), e como controles foram transformadas leveduras com o
plasmideo vazio (W303/pEXP AD 502/ PNRPB-HIS3/ PNRPB-LACZ). Além
disto, foram transformadas leveduras com o DNA do clone positivo e a
construgcado PBiPD-LACZ, para verificarmos a especificidade desta interacdo. O
transformante W303/Clone 1/ PNRPB-HIS3/ PNRPB-LACZ apresentou alta
expressao de LacZ, bem como apresentou prototrofia em meio seletivo
contendo concentracéo de 100 mM do inibidor 3AT (Figura 3A e B).

A ativagao do gene repdrter foi especifica, ndo sendo afetada pelo vetor
utilizado ou por ligagao inespecifica ao DNA como mostrado pela auséncia de
interagcdo com o promotor de BiPD (Figura 3B). Uma analise quantitativa da
atividade do gene LacZ foi realizada para cada um destes transformantes
(Figura 3C). Um alto valor de atividade foi verificado (0,5 £ 0,01), em relagéo ao
controle utilizando o vetor vazio (0,035 + 0,01), enquanto a atividade obtida
para o transformante contendo o promotor de BiPD foi também baixa (0,083 +
0,0365) (Figura 3C). Apds estas consideragdes, este clone foi considerado um
candidato a codificar uma proteina que se ligaria efetivamente ao promotor de
GmNRP-B controlando sua expressao, sendo que os trabalhos posteriores se

concentraram na sua identificagao.
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Figura 3 — Interacdo do clone positivo com a regido promotora de GmNRP-B, no ensaio
de mono-hibrido de leveduras: A) Verificagdo da prototrofia a histidina da levedura
W303/Clone 1/pNRPB-HIS3, em concentragdes crescentes do inibidor 3 amino-triazole (3AT),
em comparagao com W303/EXP-AD-502/pNRPB-HIS3; B) Ensaio de ativagao da expressao do
gene LacZ em membrana de nylon dos transformantes W303/Clone 1/pNRPB-LacZ,,
W303/EXP-AD-502/pNRPB-LacZ, e W303/Clone 1/pBiPD-LacZ; C) Ensaio de ativagdo da
expressao do gene LacZ por medida da atividade da enzima (-galactosidase. A atividade da
enzima B-galactosidase foi expressa em unidades de B-galactosidase, em ml".min™ , sendo
que Clone 1/pNRPB-LacZ apresentou uma atividade cerca de 10 vezes maior que a verificada
por EXP-AD-502/pNRPB-LacZ.
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3 - Sequénciamento e ldentificacdo do clone positivo

Apods o sequenciamento do DNA extraido do clone positivo e andlise de
sua sequéncia através do programa BLAST, verificou-se que este apresentava
grande similaridade com a proteina ERD15 de Arabidopsis (nUmero de acesso
NP_181674.1, com um e-value de 1e-91 e um score 338 bits). A sequéncia de
DNA extraido do clone e a sequéncia de aminoacidos deduzida estao
mostradas na Figura 4.

O gene ERD15 foi primeiramente descrito em Arabidopsis (Kiyosue et
al., 1994), como sendo membro de um conjunto de cDNAs induzidos por
desidratacdo. Os niveis de transcritos de seu mRNA acumulam-se em nivel
maximo apos uma hora de tratamento por desidratacdao, permanecendo estes
niveis elevados até vinte e quatro horas apos (Kiyosue et al., 1994), dai entao a
sigla ERD para o nome em inglés Early Response to Dehydration. Trata-se de
uma proteina pequena, com aproximadamente 163 residuos de aminoacidos,
sendo 49 residuos carregados, constituindo uma proteina hidrofilica, acidica, e
sem funcao ainda descrita (Kiyosue et al., 1994; Kariola et al.,2006).

Recentemente, foi identificado que ERD15 pertence a uma familia de
proteinas que possui um motivo PAM2 bem conservado, que permite a
interacdo com a porgao carboxi-terminal de proteinas ligantes a cauda poli(A)
(PABP), (Albrecht and Lengauer, 2004; Kozlov et al., 2004), interacao esta que
foi demonstrada em ensaios de duplo-hibrido de leveduras por Wang e Grumet
(2004). PABPs sao importantes na regulacdo da traducdo e estabilidade de
MRNAs quando estas se ligam a caudas poli(A) de mRNAs antes destes serem
tomados pela maquinaria traducional (Albrecht and Lengauer, 2004).

Trabalhos mais recentes sobre ERD 15 mostraram que a alteragao da
modulagdo da expressao desta proteina em Arabidopsis alterou a resposta da
planta ao fito horménio ABA (Kariola et al., 2006). Plantas superexpressando
ERD 15 mostraram uma menor sensibilidade a ABA, enquanto que plantas que
possuiam ERD 15 endodgena silenciada por RNAi tiveram uma
hipersensibilidade a este horménio. Os autores avaliaram caracteristicas
observadas em eventos com conhecida modulagdo por ABA, como a

germinagao de sementes (acelerada em plantas superexpressando ERD 15 e
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retardada em plantas silenciadas) e a tolerdncia a seca e congelamento
(diminuida em plantas superexpressando ERD 15 e aumentada ou inalterada
em plantas silenciadas) (Kariola et al.,2006). A alteragdo da expressao de ERD
15 também confirmou modulacdo da resposta a ABA pela alteracdo da
expressao de conhecidos genes marcadores responsivos a ABA, como RAB18
e LT178, que apresentaram expressao diminuida em plantas
superexpressando ERD 15 e expressdo aumentada ou inalterada em plantas
silenciadas, ambos mostrados por Kariola e colaboradores (2006).

Os autores também demonstraram a participacdo de ERD 15 nas
respostas a estresses bidticos. Nao apenas ERD 15 afeta a tolerancia a
estresses abibticos, como também foi demonstrado que plantas de Arabidopsis
superexpressando esta proteina tiveram uma maior resisténcia ao patégeno E.
carotovora (Kariola et al., 2006).

Dados como o aumento da expressao de genes marcadores de resposta
a patogeno, como PR1 e PR2, também relacionados a via de resposta mediada
por SA, em plantas superexpressando ERD 15, suportam a hipotese de que
uma reducgao da sensibilidade a ABA nestas plantas causou um aumento na
resisténcia ao patégeno (Kariola et al.,2006). Estes dados suportaram entéo
duas fortes evidéncias: Primeiro, ERD 15 mediando a resposta a ABA, faz uma
conexao das respostas a estresse abidtico com as respostas a estresse bidtico,
com base no aumento da resisténcia a patégenos em plantas
superexpressando ERD 15. Segundo, ABA participa e interfere nas vias de
resposta a outros horménios, como SA e acido jasmoénico (JA), com base em
experimentos com mutantes de Arabidopsis deficientes de proteinas
relacionadas ao metabolismo de ABA, abil-1 e abi2-1, que apresentavam uma
maior expressdo de genes marcadores de resposta a patdégeno, como PR1
(Kariola et al.,2006).

A sensibilidade a ABA de muitos genes induzidos por estresse abidtico é
conferida por seus cis-elementos regulatérios conservados ABRE, sitios de
ligacdo para dominios como o ziper de leucina de fatores de transcricao
AREBs (Shinozaki e Yamaguchi-Shinozaki, 2007) . Processos de fosforilagao
dependentes de ABA sao requeridos para ativar estes fatores de transcricdo e
consequentemente a expressao destes genes ABRE (Shinozaki e Yamaguchi-
Shinozaki, 2007).
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Até recentemente, o principal foco de pesquisa sobre ABA tem sido seu
papel em respostas a estresses abidticos e, portanto, o papel deste horménio
na interacdo planta-patdgeno ainda possui varias questdes nao respondidas.
Thaler e Bostock (2004) mostraram que a deplecdo de ABA aumentou as
respostas dependentes de SA e sugeriram entdo um efeito antagonista de ABA
na resposta mediada por SA. A SAR foi aumentada em plantas de Arabidopsis
superexpressando ERD 15, evidenciada pelo aumento na indugdo de genes
marcadores da SAR adicionalmente pelo aumento da resisténcia a E.
carotovora, o que fortaleceu ainda mais esta idéia. Alteragdes nos niveis destes
horménios ndo pareceram causar estas diferencas, pois os niveis basais de
SA, ABA e AJ nado foram alterados nas plantas trangénicas (Kariola et
al.,2006).

Um antagonismo também foi verificado entre a sinalizagédo por ABA e
JA. Anderson e colaboradores (2004) mostraram que ABA exdgeno regulava
negativamente a expressao de genes de defesa dependentes de JA ou etileno.
Este fato pode ser explicado pela melhora nas defesas dependentes de SA,
pois & bem sabido o antagonismo mutuo entre as respostas de defesa por AS e
JA e etileno (Li et al., 2006). Este antagonismo foi também mostrado e
verificado pela regulacdo negativa do gene marcador dependente de JA e
etileno PDF1-2 durante a resposta aumentada de SAR em plantas de
Arabidopsis superexpressando ERD 15 (Kariola et al.,2006).

A proteina de soja identificada neste trabalho, GmERD 15, foi isolada
como um provavel fator de transcrigdo, uma fungao que ainda nao foi atribuida
a proteinas desta familia na literatura. No intuito de verificar a relagao e a
similaridade desta proteina encontrada na nossa triagem em soja com ERD 15
de Arabidopsis, bem como com proteinas homélogas de outros organismos
relevantes, foi realizado um alinhamento de suas sequéncias de aminoacidos

(Figura 5), bem como um agrupamento hierarquico das mesmas (Figura 6).
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Figura 4 - Sequéncia de aminoacidos da proteina GmERD15: o cDNA clonado no vetor

pEXP AD 502 foi sequenciado e as sequéncias de DNA e de aminoacidos deduzida estdo

representadas na figura. O provavel cdédon de iniciagdo do gene encontra-se marcado em azul,

o de terminacdo em vermelho, e os sitios de restrigdo utilizados para clonagem estédo

destacados em cinza, sendo utilizados os sitios de restricdo das enzimas Sall (extremidade 5’)

e Notl (extremidade 3’) para a construgéo da biblioteca.
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Podemos visualizar no agrupamento hierarquico e no alinhamento das
sequéncias, que a proteina identificada possui seu gene duplicado no genoma
de soja (Figura 5 e 6), um fenbmeno caracterizado como paleopoliploidia, ja
relatado na literatura para outros genes, como os genes NAC e NRP de soja
(Pinheiro et al.,, 2009). Entre as proteinas similares analisadas, podemos
verificar que existem trés grupos distintos de proteinas relacionadas a ERD 15
de Arabidopsis (Figura 6), sendo que a proteina encontrada em soja constitui
um grupo a parte podendo ter fungdes distintas da ERD 15 de Arabidopsis ja
caracterizada. O alinhamento das sequéncias de aminoacidos revelou a
existéncia de um dominio altamente conservado na regido amino terminal, que
pode ser também verificado em todas as sequéncias analisadas (Figura 5).
Este dominio é reportado na literatura ser um dominio de interagcdo com
proteinas que se ligam a cauda poli(A) de mRNAs, e apresenta-se altamente
conservado nesta familia de proteinas (Wang e Grumet, 2004). Estes dados
apontam uma possivel similaridade de fungao (interacdo com proteinas que
ligam a cauda poli A de mRNA) entre a proteina encontrada na triagem e a sua
proteina homologa de Arabidopsis, dado a grande similaridade entre suas
sequéncias .

Posteriormente analisando a sequéncia protéica de GmERD 15 esta foi
submetida a analise in silico de possiveis dominios conhecidos de fatores de

transcrigdo, utilizando o programa BLOCKS (http://blocks.fhcrc.org) sendo o

resultado mostrado na Figura 5. Uma sequéncia de 13 aminoacidos na posi¢ao
71 a 83 da sequéncia de aminoacidos, DEDEKERKEGKEYV, foi identificada
como um provavel dominio de ativagao transcricional, devido ao alto valor de
score (1064) como um dominio de ligacdo a DNA fita simples (ssDNA-binding
transcriptional regulator), que exibe ativagao transcricional (Desveaux et al.,
2000), indicando assim uma possivel atuagdo como fator transcricional da
proteina encontrada. A mesma analise foi realizada sobre a sequéncia de ERD
15 de Arabidopsis, ndo sendo porém, encontrado nenhum dominio de

transativagao conhecido.
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Figura 5 - Comparacéo da seqliéncia de aminoéacidos deduzida de GmERD15 com outras
proteinas ERD15 de soja e de outros organismos: Proteinas ERD15 identificadas no
genoma de soja e em outros organismos de relevancia foram comparadas com relagéo as suas
sequéncias de aminoacidos, sendo os numeros de acesso destas no GenBank mostrados no
alinhamento e a proteina de soja deste trabalho estda marcada em cinza. O dominio de
interacdo com proteinas ligadoras a cauda poli(A) de mRNAs encontra-se altamente
conservado na extremidade amino-terminal das proteinas ERD15. Os residuos que
permanecem conservados neste dominio em todas as sequéncias estao destacados em azul e
com asteriscos, enquanto que residuos que sao conservados em mais da metade das
proteinas ERD15 estdo marcados em verde e com dois pontos. Destacado por caixa vermelha
encontra-se o predito dominio de ativagdo transcricional da proteina GmERD15 (ssDNA-

binding transcriptional regulator). O alinhamento foi realizado pelo programa ClustalW.
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Figura 6 — Agrupamento hierarquico de proteinas ERD15 de soja e de outros organismos
vegetais: Agrupamento hierdrquico de GmERD15 com outras proteinas ERD15 de soja e de
outros organismos de diferentes espécies. Grupos de maior similaridade no agrupamento sédo
mostrados em baldes coloridos, sendo que o grupo 1 pode ser subdividido em 1A e 1B. O gene
GmERD15 descrito neste trabalho esta demarcado por retangulo cinza. O alinhamento multiplo
foi realizado foi realizado pelo programa ClustalW e o agrupamento foi construido utilizando-se
o programa MEGAZ3, utilizando o método UPGMA. Os nimeros nos nés da arvore representam

valores de bootstrap. Os numeros de acesso das sequéncias estdo mostrados na arvore.
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4 - Delecdes do promotor de GmNRP-B afetam a interagdo de GmERD15

A fim de delimitar regides do promotor de GmNRP-B relevantes para a
ligacdo de GmERD15, regides truncadas do promotor foram amplificadas e
inseridas no genoma da estirpe W303 controlando os genes reporteres HIS3 e
LACZ.

Visando verificar se GmERD15 de fato atuava como fator transcricional,
primeiramente a regiao codificadora do gene foi clonada em um vetor de
expressao de leveduras, pDEST22, que possibilita uma fusdo da porgao 5 do
cDNA ao dominio de ativagdo transcricional do fator de transcricdo de
leveduras GAL4 (GAL4-AD), pDEST22 (Anexo 1) (Invitrogen). Buscando
avaliar se o padrao de expressdao dos genes reporteres se mantinha
semelhante ao verificado com o plasmideo recuperado da biblioteca, além de
verificar a influéncia de dele¢des na regidao promotora de GmNRP-B sobre esta
ativagao, as construgdes com a regido codificadora de GmERD15 foram entéo
utilizadas para transformar leveduras da linhagem W303 pré-transformadas
com as regides promotoras de GmNRP-B de 1000, 700 e 350 pares de bases
de extensdo, controlando os genes reporteres LacZ e HIS3- A avaliagao da
ativagdo dos genes reporteres esta mostrada na Figura 6. Semelhante como foi
mostrado no experimento utilizando o plasmideo recuperado da biblioteca de
cDNA de soja (Figura 3), as leveduras transformantes contendo os fragmentos
de 1000 e 700 pares de bases (\W303/pDEST22-GmERD15/pNRPB1000-LacZ
e W303/pDEST22-GmERD15/pNRPB700-LacZ, respectivamente)
apresentaram alta expressao do gene LacZ, sendo que podemos visualizar
uma menor expressao nos transformantes contendo o fragmento de 350 pares
de bases da regido promotora (W303/pDEST22-GmERD15/pNRPB350-LacZ).
Nestes experimentos o controle utilizado foi uma levedura transformante
contendo o vetor de clonagem vazio, pDEST22 (Figura 7A). Os valores de
atividade dos transformantes contendo os fragmentos maiores também se
apresentaram elevados (0,7074 + 0,08) para o clone contendo o fragmento de
1000 pares de bases e (0,5864 + 0,217) para o clone contendo o fragmento de

700 pares de bases (Figura 7B). Estes dados indicam a possibilidade de nao
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haver um numero relevante de sitios para a interagdo de GmERD15 na regido
deletada entre 1000 e 700 pares de bases do promotor, porém devido a
drastica queda de atividade de -galactosidase verificada para o clone
contendo a delecdo do promotor de 350 pares de bases (0,1171+ 0,03), pode-
se inferir que esta diferenca tenha sido causada pela perda de importantes
sitios de interacdo de GmERD 15, e que provavelmente a maior parte destes
sitios no promotor de GmNRP-B encontram-se na regiao entre 350 e 700 pares
de bases. Estes dados fortaleceram ainda mais a idéia de que GmERD15
poderia desempenhar um papel importante no controle da expressdo de
GmNRP-B.
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Figura 7 — Anédlise do efeito de dele¢c6es do promotor de GmNRP-B na interacdo com
GmERD 15: A) Atividade de p-galactosidase em membranas de nylon dos transformantes
W303/pDEST22-GmERD15/pNRPB1000-LacZ e W303/pDEST22-GmERD15/pNRPB700-LacZ,
W303/pDEST22-GmERD15/pNRPB350-LacZ e W303/pDEST22 vazio/pNRPB1000-LacZ; B)
Atividade de p-galactosidase em meio liquido dos mesmos clones descritos anteriormente. A

atividade da enzima B-galactosidase foi expressa em unidades de B-galactosidase, em ml™.min’
]
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5- GmERD 15 possui atividade de transativacao

Ainda com a finalidade de determinar se GmERD15 exibe atividade de
transativacao, o cDNA completo de GmERD15 foi fusionado ao dominio de
ligacdo ao DNA de GAL4 (GAL4-BD) no vetor pDEST32 (Invitrogen) (Anexo 1)
e os plasmideos resultantes foram transformados em leveduras da estirpe
AH109, que possui os genes reporteres LacZ e HIS3 sob controle do promotor

GAL 1. O resultado deste ensaio pode ser visualizado na Figura 8. Utilizando-

se um transformante contendo uma proteina de conhecida atividade de
transativacao, NIG de Arabidopsis (Carvalho et al., 2008), como controle
positivo, € um contendo o vetor pDEST32 vazio como controle negativo, péde-
se demonstrar a atividade de transativacdo de GmERD15. Esta atividade,
evidenciada pela forte ativagdo do gene LacZ, durante o ensaio utilizando-se

membrana de nylon, e pela medida da atividade de B-galactosidase (0.817+

0,013) do clone AH109/pDEST32-GmERD 15, indica a possibilidade de
GmERD15 desempenhar, sob determinadas condigdes fisioldgicas, o papel de

transfator do gene GmNRP-B.
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Figura 8 — Atividade de transativagcdo da proteina GmERD 15: A) Esquema da construgao
utilizada para expressdo de GmERD 15 fusionada com o dominio de ligagdo ao DNA do
transfator GAL4 (GAL4-BD), no vetor pDEST32 (Invitrogen). B) Duas coldnias do mutante
AH109/pDEST32-GmERD 15 foram tomadas separadamente e mostraram ativar a expressao
do gene LacZ em comparagdo com AH109/pDEST32-AtNIG, utilizado como controle positivo, e
AH109/pDEST32 vazio, utilizado como controle negativo. C) Medida da atividade da enzima (3-
galactosidase dos mutantes AH109/pDEST32-AtNIG, AH109/pDEST32 vazio e
AH109/pDEST32-GmERD 15 colénia 1, em unidades de 3-galactosidase, em mi™.min™".
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6 - A proteina GmERD15 possui localizagdo nuclear e citosolica

A analise de sequéncia de aminoacidos de GmERD 15 né&o indicou a
presenca de um dominio conhecido para localizag&o nuclear, e a proteina ERD
15 de Arabidopsis descrita anteriormente também n&o possui sua localizacéo
subcelular descrita (Kariola et al., 2006), portanto ndo havia estudos prévios
sobre a possivel localizagdo de homologas desta proteina. Para determinar
experimentalmente a localizagdo subcelular dessa proteina, o respectivo gene
foi transientemente expresso como uma proteina quimérica fusionada a YFP no
N-terminal e a localizagao subcelular determinada por microscopia confocal em
folhas de tabaco (Figura 9). A proteina YFP-GmERD 15 foi detectada no nucleo
e no citosol das células. A proteina YFP possui sua localizagdo predominante
no citosol, como ja foi relatado em estudos anteriores que mostravam a
expressao desta proteina isolada em células vegetais (Carvalho et al., 2008).
Portanto, a presenca de fluorescéncia no nucleo indica fortemente que ERD 15
se localiza nesta organela. Entretanto, devido a alta eficiéncia de transfeccao
de células epidermais de folhas de tabaco, € possivel que a alta produgcao da
proteina tenha saturado a maquinaria de importagdo nuclear. Se este for o
caso, 0 excesso molar de GmERD15 permanece no citoplasma como um
artefato da técnica e ndo como uma possivel localizagéo da proteina na planta.
Independente dessas consideracdes, a presenca de fluorescéncia no nucleo
indica que GmERD15 fusionada a YFP é localizada no nucleo. A auséncia de
um dominio conhecido para localizagdo nuclear na sequéncia de aminoacidos
de GmERD 15 ndo invalida a possibilidade de que ERD15 possa interagir com
alguma proteina para sua importagao nuclear. A localizagdo de GmERD 15 no

nucleo € mais uma indicacao de sua possivel atuagao como fator transcricional.
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Figura 9 - | gcalizagao nuclear e citosélica de GmERD 15: GmERD 15 fusionada a YFP

(yellow fluorescent protein) foi expressa em folhas de tabaco, por meio de agroinoculagéo. A
expressdo da proteina foi monitorada pela fluorescéncia emitida por YFP, por meio de
microscopia confocal, 3 dias apds a agroinoculagdo com os vetores binarios. As setas pretas

indicam o nucleo das células, visualizados por contraste de fase. Barra =5 ym.
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7 - A expressdo transiente de GmERD 15 em protoplastos induz a

expressdo de GmNRP-B

Com a finalidade de verificar a influéncia de GmERD15 na expressao de
GmNRP-B, e consequentemente na regulagcdo da via integrativa de resposta
aos estresses no RE e osmético (Irsigler et al., 2007), o cDNA completo de
GmERDA15 foi transferido para um plasmideo de expressao em plantas, onde o
gene GmMERD15 foi expresso transientemente sob o controle do promotor 35S
em protoplastos de soja (Figura 10). A fim de avaliar o efeito da
superexpressdo de GmERD15 na regulacdo transcricional de GmNRP-B, os
niveis de expressao deste gene foi avaliado por qRT-PCR (Figura 10). A
expressao transiente de GmERD15 em protoplastos de soja levou a um
aumento na expressdo de GmNRP-B, em relacdo a expressdo em células
controle, transformadas com o vetor pK7WG2 vazio (Anexo 1) (Figura 11). Foi
avaliado também neste ensaio a transcricdo de GmBIPD, como controle de
especificidade de GmERD15, sendo que a expressao transiente de GmERD15
nao alterou a expressao de GmBIPD.

O aumento da expressao de GMmMNRP-B devido a superexpressdo de
GmERD15 é um indicio in vivo do papel de GmERD15 no controle
transcricional de GmNRP-B, enfatizando sua possivel participacdo como fator

de transcrigdo que controla a expressao desse gene.
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Figura 10 - Expressdo transiente de GmERD 15 em protoplastos: Apds expressao
transiente por 36 horas, foi verificada por PCR em tempo real a expressdo de GmERD 15 em
protoplastos eletroporados com o vetor vazio pK7TFWG2 (pK7) e com o cassete de expressao

-ACt " utilizando como

pK7-GmERD 15. O valor de expresséo foi calculado usando o método 2
controle enddgeno a helicase (as barras finas indicam o Desvio Padrédo de um n = 5 réplicas
bioldgicas). A probabilidade associada ao teste t com variéncia igual de Student, com uma
distribuigéo bicaudal (0,0000527), sendo os tratamentos significativamente diferentes,adotando
nivel de significancia de 5%. O asterisco indica que o tratamento (pK7-GmERD 15) é

significativamente diferente do tratamento com pK7.
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Figura 11 — Ativacdo da expressdo de GmNRP-B pela superexpressdao de GmERD 15: A
expressdo do gene GmMNRP-B foi determinada em protoplastos transformados com o vetor
vazio pK7WG2 (pK7) ou com o cassete de expressdo de GmERD 15 (pK7-GmERD 15), por

A%t utilizando

gRT-PCR em tempo real. O valor de expressao foi calculado usando o método 2
como controle enddgeno a helicase as barras finas indicam o Desvio Padrdo de um n = 5
réplicas biologicas). A probabilidade associada ao teste t com varidncia igual de Student, com
uma distribuicdo bicaudal (0,00563), sendo os tratamentos significativamente
diferentes,adotando nivel de significancia de 5% O asterisco indica que o tratamento (pK7-

GmERD 15) é significativamente diferente do tratamento com pK?7.
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8 - Padrdo de expressdo de GmERD 15 e GmNRP-B em células de soja

sob diferentes tratamentos abidticos

Neste trabalho, também avaliamos a cinética de expressdao de GmERD
15 e GmNRP-B, sob diferentes tratamentos com horménios relacionados a
diferentes vias de transducado de sinais em plantas, relatadas na literatura
(Shinozaki e Yamagushi, 2007). Em relagdo ao tratamento controle, a
expressdo de GmERD 15 sé foi aumentada no tratamento inicial de 2 horas
com acido salicilico (SA), enquanto que em todos os outros tratamentos sua
expressao foi diminuida (Figura 12 A e B). Em contrapartida, GmNRP-B teve
sua expressao aumentada em todos os tratamentos, com um valor maior de
expressao no tempo inicial do tratamento com ABA, e com valores maiores de
expressao nos outros tratamentos (JA e SA) em tempos mais tardios (4 horas)
(Figura 12 A e B). Uma analise das diferencas de expressao entre GmERD 15
e GMNRP-B nos diferentes tratamentos pode inferir as seguintes suposi¢des:
ha uma correlacdo entre a expressao de GmNRP-B e GmERD 15 no
tratamento com SA, enquanto que para os outros tratamentos ndo houve esta
correlagao, possivelmente devido a perda do tempo de indugédo de GmERD 15,
que pode ser induzido rapida e transientemente. Experimentos colhendo
amostras em tempos menores serao realizados para confirmar esta hipotese.
Caso estes experimentos nao confirmem esta hipotese a expressao de
GmNRP-B possivelmente pode ser controlada por outros fatores de transcricéo
nestas condi¢des testadas e que aparentemente exista uma correlagao direta
da expressdo de GmNRP-B e GmERD 15 durante apenas a sinalizacdo por

acido salicilico.
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Figura 12 — Expressdo de GmERD 15 e GmNRP-B sob diferentes tratamentos: Foi medida
a expressao dos genes por RT-PCR em tempo real em células de soja em suspensao tratadas
com ABA, JA, e SA, nos tempos indicados na figura. O valor de expresséao foi calculado usando

A% utilizando como controle endogeno a helicase. Os cDNAs utilizados foram

o método 2
obtidos a partir de um pool de 3 réplicas bioldgicas (as barras finas indicam o Desvio Padréo de

um n = 3 réplicas manuais).
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9 - Padrao de expressdo de GmERD 15 e GmNRP-B em plantas de soja

sob estresse bhiético

Para avaliar a participacdo de GmERD 15 em condi¢des de estresse
bidtico, causada pela infeccdo sistémica por um fitopatégeno, bem como
comparar a expressao de GmNRP-B, a expressao destes dois genes foi
monitorada em plantas de soja infectadas pela bactéria fitopatogénica
Pseudomonas syringae pv tomato (Figura 13 A e B). Em relagdo ao tratamento
controle (plantas infitradas com &gua), ambos o0s genes apresentaram
expressdes aumentadas durante os tempos de tratamento avaliados,
ocorrendo um nivel maior de expressao para o gene GmERD 15, apresentando
este um nivel elevado de expressao que se mantém até 3 horas de tratamento
(Figura 13 A e B). Estes resultados apontam uma possivel participacdo de
GmERD 15 durante a resposta ao patdégeno, e em tempos menores de
infeccdo, de GmNRP-B, sendo este regulado negativamente durante o curso
da infeccdo. Esta relacdo da expressao aumentada de GmERD 15 com o
tratamento biolégico com o fitopatbgeno, que causou uma resposta
hipersensivel (devido a interagao imcompativel com Pseudomonas syringae pv
tomato) pode ser comparada com a verificada na literatura para ERD 15 de
Arabidopsis (Kariola et al., 2006), que identificou que a infecgdo por patégeno
causava um aumento na expressao desta proteina, sendo que possivelmente
0s padrbes de expressao desta proteina em soja e de sua homologa em
Arabidopsis em condigbes de estresse biotico sejam semelhantes. Sabe-se
também que as proteinas NRPs também se encontram envolvidas na resposta
hipersensivel em plantas (Ludwig et al., 2001), e verificamos que a expressao
de GmNRP-B é aumentada durante a infeccdo pelo fitopatégeno, que pela
interacdo incompativel causou esta resposta na planta. A correlacdo direta
entre as expressdes de GmERD 15 e GmNRP-B denota a possivel conexéo
entre estas proteinas durante esta via de resposta, com o0s consecutivos
aumentos de suas expressdes. Os niveis de GmMNRP-B abaixam e os de
GmERD 15 permanecem altos em 3 horas de tratamento provavelmente por
GmNRP-B sofrer uma regulagdo negativa, o que é de se esperar ja que é uma

proteina envolvida com processo de morte celular.
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Figura 13 - Expressdo de GmERD 15 e GmNRP-B durante infec¢do sistémica com
Pseudomonas pv tomato: Foi medida a expressao dos genes por RT-PCR em tempo real em
plantas de soja submetidas a infecgdo com Pseudomonas syringae pv tomato, nos tempos

2 ~BACtilizando

indicados na figura. O valor de expressdo foi calculado usando o método
como controle endégeno a helicase, e normalizando com o tratamento controle (H20). Os
cDNAs utilizados foram obtidos a partir de um pool de 3 réplicas biologicas (as barras finas

indicam o Desvio Padrédo de um n = 3 réplicas manuais).
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VI - Conclusdes

A primeira parte deste trabalho consistiu na identificacdo de um fator de
transcricdo que atuasse na regulacdo da expressao de GmNRP-B, um gene
co-regulado pelas respostas aos estresses no reticulo e osmotico. Este
processo levou a identificacdo de um clone positivo, que ativava fortemente a
expressao dos genes reporteres LacZ e HIS3 em leveduras. O seqlenciamento
do clone mostrou que este possuia um cDNA que codificava uma proteina
homdloga a ERD15 de Arabidopsis que esta relacionada a regulacado negativa
da sinalizagao por ABA.

A segunda parte deste trabalho consistiu na caracterizagdo da interagao
entre GmMERD15 com a regido promotora de GmNRP-B, para a confirmagao de
seu papel como fator de transcricdo que controla a expressdao do gene
GmNRP-B. Durante esta analise foi constatado que GmERD15 ativa
fortemente a expressdo do gene reporter LacZ sob controle da regido
promotora de GmNRP-B mesmo quando esta encontra-se deletada até 700
pares de bases, mas que esta ativacdo decai fortemente quando ocorre uma
delecdo até 350 pares de bases. GmERD15 apresentou atividade de
transativacao visivel pela expressdo do gene reporter LacZ, em leveduras
transformadas com a construcdao BD-GmERD15. Estes resultados no sistema
de leveduras nos impeliu na pesquisa da atuacdo de GmERD 15 na modulagao
da expressdao de GmNRP-B in planta. Primeiramente verificamos se GmERD15
possuia localizacdo nuclear, o que foi confirmado. Posteriormente verificamos
se a expressao transiente de GmERD15 em protoplastos de soja apresentava
influéncia na expressdao de GmNRP-B, e foi verificado que esta causava um
aumento na expressao de GmNRP-B, o que fortaleceu ainda mais a hipétese
de que GmERD15 atuava no controle da expressdo de GmNRP-B. Acessando
0 padrao de expressao de GmERD15 em relagdo a expressao de GmNRP-B,
durante diferentes tratamentos abidticos e bidticos, verificamos que este
primeiro possui expressdo aumentada durante tratamentos com SA e
Pseudomonas pv tomato, uma bactéria fitopatogénica, indicando possivelmente
a atuacgao desta proteina durante processos de resposta a estresses bidticos,
como a resposta hipersensivel, a qual proteinas ricas em asparagina, como

GmNRP-B, estdo envolvidas. Este raciocinio € coerente com o padrdo de
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aumento da expressdao de GmNRP-B em protoplastos de soja expressando
transientemente GmERD15. Estes resultados apontam consistentemente o
papel de GmERD15 no controle transcricional do gene GmNRP-B, indicando a
existéncia de uma nova familia de transfatores em plantas de soja, relacionada
ao controle de genes induzidos durante a via integrativa, sendo que
experimentos futuros de investigagao in vitro da ligagdo de GmERD15 ao
promotor de GmNRP-B, como o ensaio de EMSA, se fazem necessarios para a
confirmacdo completa da funcdo desta proteina e mapeamento dos cis-
elementos envolvidos nesta interacdo. Além disto, plantas de tabaco
transgénicas contendo o gene GUS sob controle do promotor de GmNRPB
estdo sendo obtidas e as analises in vivo deste promotor podera fornecer
dados mais robustos sobre esta nova familia de fatores de transcricdo e sobre

a ligagao entre a resposta a estresse e a morte celular programada em plantas.
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ANEXO 1: Vetores utilizados

TOPO pCR4 (Invitrogen)

pBR3ZZ_origin lac_promoter
M13_pUC_rev_primer

M13_reverse_primer
T3_promoter

Spel 262

PstI 273

AFIIT 292

MotI 308

T7_promoter
M13_forward20_primer
M13_pUC_fwd_primer
lacZ_a

ccdB

PCR4-TOFO
3956 bp

NEOKAM_promoter
BclI 1128

Ampicillin

OrRF

Meomycin
AmpR_promoter Mcol 1719
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pLACZi (Clontech)

Neol — MCS
;95%2'9', Iod34 BamH | (191)
Apal
Aatll
“555_} /(@)

5 o
MRAS CYel \ ﬁﬂﬂg}
Sca l /\7 \ \

(5322)
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pHIS2.1 (Clontech)

MCS
EcoRI (2)
/ Sacl (12)
[/ Mlul (14)

!

CEN6/ARS4

T BamHI (1433)

min&rs2

pHIS2.1

7190 bp

I E1 ori

TRP1 #
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pDONR201 (Invitrogen)

pBR32Z_origin rrnB_TZ_terminator
rrnB_T1_terminator
Hpal 306
Apal 329
attll
attP
attRZ
attR1
Asel 3492 BrRF "
pDONR201 £E
4470 bp
KanR2
Hrul 2950
Smal 1180
BamHI 1594
attlL?
attP Mool 1746
attiR1l CAT/CamR
attiR2 EcoRI 2047
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pDEST?22 (Invitrogen)

ARS4/Cené
TRP1

bla promater

Amp(R)

SnaBl (3805)

Swal (545)

f1 origin
Dra Il (7454)

130 (100.0%)

) AspEl (1503)
T7 promotor_core (180.0%) i

ADH1 transcription terminator .
Sac | {B567) B pUC Drigin

Sac | (6542) p DEST?2?
Aat 1| (5536)] o
Sal | (6379) ot 8923 bp

M13r{100.0%)

3 promotor (94.1%)
Kpn112783)

Apa | (2799)

ccdB S (8122)

Pacl (3475)

Mot 1 {4780
Mig 1 (4545}

Rsrl {4375}
ADH1 promoter

Gal4 AD
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pDEST32 (Invitrogen)
ARS4/Cenf

LEU2

Swal (H45)

Apa | (715)

SeqL-B (100.0%) Gm{ R)
don3 (100.0%)

Clal (10884)

1 origin

Bul (5320) pUC origin

M13u (100.0%)

T7 promotor_core (1303 %) pDE ST32

2288 b M13r (100.0%)

£289 Dp T3 promotor (84.1%)
Mi | (3470)

CYCA1 transcription terminator

Smal (8251]
BasHI| (7874) |
\bal 37T CYH2 3'UTR
CYH2
Nt | (6919) Pac | (5518) CYH2 promoter

Hinall (§312)

Gald DBD ADH1 promoter
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pK7WG2 (Invitrogen)

Xbal ({1130) Apal {1}

Senal (11141

Krmal (£1139)

Sac 1 (11015) Sacil (245)
attR2

Xmal (628

Kan
LB Smal (G0
cedB
Eco RI{1507)
attR 1
Spe] (1965)
SmiSpR

pPKTWG2,0
11159 hp

Cigf (G256
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pEXP-AD502 (Invitrogen)

CENG

Swal (545)

APr

F1 intergenic region

AspEl (1503)

17 p-romotur_u:u;e 10 EI | PEXP-AD502

BamH| (5258 Ntk 71146 bo

COLE1 ORI

Bal 11 (4704)

coR| (4588)
EcoRl (4836} M13r (100.0%)

3 promotor (94.1%)
Kpnl (2733

o
Pac | (3475) Apa(2799)

ADH1 promaotor
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