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RESUMO

ALVES, Murilo Siqueira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, setembro de 2013.
Caracterizacdo bioquimica e funcional de fatores de transcricdo envolvidos na
resposta a estresses bidtico e abidtico em soja. Orientador: Luciano Gomes Fietto.
Coorientadores: Elizabeth Pacheco Batista Fontes, Claudine Marcia Carvalho e
Juliana Lopes Rangel Fietto.

As respostas a estresses ambientais em plantas culminam em uma drastica
reprogramacao da expressao génica favorecendo respostas moleculares a estresses
em detrimento das func@es celulares normais. Fatores de transcricdo séo reguladores
fundamentais da expressdo génica a nivel transcricional, e o controle de suas
atividade altera o transcriptoma da planta, determinando mudancas metabdlicas e
fenotipicas em resposta ao estresse. Analises funcionais de fatores de transcrigdo séo,
portanto, muito importantes para a elucidacdo do papel destes reguladores
transcricionais em diferentes cascatas de sinalizagdo. Neste estudo, n6s descrevemos
a caracterizacdo funcional de fatores de transcricdo nas respostas moleculares
durante estresses ambientais, tais como estresses no reticulo e estresse osmoético, e
durante ataque de patégenos. No primeiro capitulo, nés descrevemos um novo fator
de transcricdo, GmERD15 (Glycine max Early Responsive to Dehydration 15), o qual é
induzido por estresse no reticulo e osmotico para ativar a expressao de genes NRP
(Asparagine-rich protein). No segundo capitulo, descrevemos a identificagdo de quatro
fatores bZIP de soja, GmbZIP62, GmbZIP105, GmbZIPE1 e GmbZIPE2, responsivos a
infeccdo por Phakopsora pachyrhizi, agente causador da ferrugem asiatica. O
conhecimento das fungfes destes fatores de transcricdo em cascatas de sinalizagdo
de respostas a estresses € crucial para a manipulagdo da toler&ncia a estresses em
cultivares de importdncia agronémica, e consequentemente determinard o
desenvolvimento de variedades de cultivares geneticamente manipulada com

melhorada tolerancia a estresses.



ABSTRACT

ALVES, Murilo Siqueira, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, September, 2013.
Biochemical and functional characterization of transcription factors involved in
response to biotic and abiotic stresses in soybean. Adviser: Luciano Gomes Fietto.
Co-advisers: Elizabeth Pacheco Batista Fontes, Claudine Marcia Carvalho and Juliana
Lopes Rangel Fietto.

Responses to environmental stress in plants lead to a dramatic reprogramming of gene
expression favoring stress responses at the expense of normal cellular functions.
Transcription factors are master regulators of gene expression at the transcriptional
level and control the activity of these factors alters the transcriptome of the plant, which
leads to metabolic and phenotypic changes in response to stress. Functional analysis
of transcription factors is very important to elucidate the role of these transcriptional
regulators in different signaling cascades. In this study, we describe the functional
characterization of important transcription factors in the molecular responses during
environmental stresses, such as reticulum and osmotic stress, and during pathogen
attack. Here, in the first chapter, we describe a novel transcription factor, GmERD15
(Glycine max Early Responsive to Dehydration 15), which is induced by ER stress and
osmotic stress to activate the expression of NRP (Asparagine-rich protein) genes. In
the second chapter, we describe the identification of four bZIP genes in soybean,
GmbzIP62, GmbzIP105, GmbZIPE1 e GmbZIPE2, responsive to Phakopsora
pachyrhizi, the Asian Soybean Rust causing agent. The understanding of these
transcription factors functions in these response signaling cascades is crucial to the
management of stress tolerance in crops, and will eventually lead to the development

of genetically manipulated crop varieties with improved stress tolerance.



CAPITULO I: CARACTERIZACAO DA PROTEINA EARLY RESPONSIVE TO
DEHYDRATION 15 COMO UM NOVO FATOR DE TRANSCRICAO QUE
INTEGRA VIAS DE SINALIZACAO DE RESPOSTA A ESTRESSES EM SOJA



1. Revisao de Literatura

O reticulo endoplasmatico € uma organela chave na sintese de
proteinas da via secretOria, contendo uma maquinaria especifica para a
producdo e encaminhamento destas proteinas para diversas organelas e
compartimentos celulares. O rompimento do equilibrio entre a atividade
secretora da célula e da capacidade de transformacédo e de dobramento no
reticulo promove uma condicdo de estresse nesta organela. Esta condicao de
estresse gera um acumulo de proteinas ndo dobradas ou desenoveladas que
desencadeia a ativacdo de uma via de sinalizacdo denominada UPR (Unfolded
Protein Response) (Chawla e Niwa, 2005).

Em leveduras, este processo resulta no aumento da expressao de mais
de 300 genes onde principalmente compreendem chaperones residentes do
RE (como BIiP, calreticulinas e calnexinas), reguladores do metabolismo de
fosfolipidios e proteinas envolvidas na degradacdo de proteinas mal-
enoveladas. O Unico sensor da via conhecido é IRE1l, uma proteina
quinase/endoribonuclease receptora transmembrana. IRE 1 reconhece a
necessidade de enovelamento no RE através de seu dominio luminal (Chawla
e Niwa, 2005). Prioritaria para a ativacédo da via UPR, IRE1 € mantida em uma
conformacdo monomeérica através da ligacao com BiP em seu dominio luminal
durante condigbes normais do RE. Niveis crescentes de proteinas mal-
enoveladas causam dissociacdo de BiP, determinando a oligomerizacdao de
IRE1 e ativacdo de sua atividade cinase. A proteina ativada entdo possui a
funcdo 5 de endoribonuclease, responsavel pela clivagem de um intron unico
do mRNA de HAC1 (0 mRNA de XBP1 em mamiferos). A proteina codificada
por este mRNA que sofreu clivagem codifica entdo um potente fator
transcricional especifico para a ativacdo de genes importantes da via UPR
(Chawla e Niwa, 2005).

Aléem de IRE1, em mamiferos ocorrem mais duas proteinas sensores
para a via UPR, a quinase transmembrana PERK e o fator de transcricéo
transmembrana ATF6, ambos residentes no RE. Ambas as proteinas séo
ativadas de forma similar a IRE1 devido a dissociacdo de BiP ligada a seus

dominios luminais do RE. No caso de PERK, a sua ativacdo promove a



fosforilacdo de seu substrato, o fator de iniciacado da traducédo elF2, e no caso
de ATF6, a liberacdo de BiP promove a translocacdo de ATF6 para o Golgi
onde um novo fator de transcricdo € liberado da membrana por protedlise e
translocado para o nucleo (Chawla e Niwa 2005).

Componentes da via UPR em plantas incluem homélogos de Irelp e os
fatores de transcricdo AtbZIP28 e AtbZIP60. Apés a ativacdo, estes receptores
agem em conjunto para atenuar transitoriamente a sintese protéica, ativar a
capacidade de dobramento do reticulo e a degradacdo de proteinas mal
formadas (Chawla e Niwa 2005).

O reticulo endoplasmético também tem sido alvo de estudos nestes
ultimos anos também devido a sua capacidade de acomodar vias alternativas e
adaptativas (Liu e Howell, 2010). Por exemplo, a comunicacao cruzada entre a
via de sinalizacdo de bZIP60 ou bZIP28, os dois fatores de transcricdo chave
para a ativacdo da via de resposta a proteinas mal-dobradas do reticulo
endoplasmatico (UPR) em plantas, e vias de sinalizacdo em resposta a
estresse por calor, salinidade ou patégenos também foram identificadas.
Mutantes defectivos em AtbZIP28 apresentaram um fendtipo de sensibilidade a
altas temperaturas. (Gao et al., 2008). Este resultado sugere que AtbZIP28
contribui para a tolerancia ao calor. Em plantas, as respostas a estresse
térmico sdo controladas por fatores de transcricdo classicos que sé&o
conservados entre todos os eucariotos. Além destes fatores de transcricao,
AtbZIP28 ¢é também regulado positivamente sob condicdes de estresse
térmico, e seu dominio de fator transcricional é liberado por um sistema RIP
like da membrana do reticulo endoplasmatico em resposta ao calor. Como
resultado, expressdes de genes, tal como BiP2, que é ativado pelo dominio
bZIP de AtbzZIP28 s&o regulados positivamente sob condicbes de estresse
térmico (Gao et al., 2008).

Lee et al., (2006) também mostraram que a superexpressao de CabzZIP1
em Arabidopsis thaliana confere resisténcia a estresses abidticos como
salinidade, seca e estresse osmotico. Além disto, plantas de Arabidopsis
thaliana que superexpressam AtbZIP60 sdo também mais tolerantes a estresse

salino (Fujita et al.,2007). Estes achados sugerem que a UPR desempenha um



papel importante huma maior tolerancia a estresse salino em plantas. Liu et
al.,(2007a) descreve um candidato para esta nova via de comunicacéo
cruzada, mostrando que o fator de transcricdo AtbZIP17 reside no reticulo e é
processado por S1P sob alto estresse salino, liberando o fator de transcricao
ativo da mesma maneira como ocorre com AtbZIP28. Entretanto, a forma ativa
de AtbZIP17 regula a transcricao de genes relacionados a estresse salino, tais
como ATHB-7. Interessantemente, AtbZIP28 ndo é processado sob estresse
salino (Liu et al.,2007b). Estes dados confirmam uma intima relacdo entre o
estresse no Reticulo e ativacao de diferentes vias de sinalizacao.

Com relacdo a estresses bibticos, evidéncias recentes (Tateda et
al.,2008) mostraram que plantas de N. benthamiana silenciadas para a
expressdo de NbbZIP60, foram mais suscetiveis a infecgdo com Pseudomonas
cichorii. Além disso, foi mostrado também por este mesmo grupo que
espermina, uma poliamina envolvida na resposta hipersensivel (HR) em tabaco
(Takahashi et al.,2004), produziu um aumento nos niveis de mRNA de
NbbZIP60. Lee et al.,(2006) mostrou que o fator de transcricdo bZIP de
pimenta denominado CabZIP1 foi induzido durante o ataque de Xanthomonas
campestris pv vesicatoria ou Pseudomonas fluorescens. Interessantemente,
CabzIP1 compartilha um alto grau de homologia com AtbZIP60, apesar de néo
ter sido comprovada sua provavel ativacao da expressao durante estresse no
reticulo.

Uma interessante via de sinalizacdo em plantas é a via que integra as
respostas do estresse no reticulo ao estresse osmoético e € mediada por
proteinas ricas em asparagina que transmite um sinal de morte celular (Costa
et al,2008). Esta via integrativa foi identificada por estudos de perfil
transcricional, que revelaram a existéncia de uma pequena sobreposi¢do do
transcriptoma durante estresses no reticulo e osmotico induzidos em plantulas
de soja (Irsigler et al., 2007).

No trabalho de Irsigler e colaboradores (2007) foi identificado um
conjunto de 10 genes em soja que possuiam sua expressdao aumentada pelos
dois tipos de estresses. Neste grupo estavam contidos dois genes que

codificavam proteinas ricas em asparagina (NRP) que continham um dominio



C-terminal de desenvolvimento e morte celular (DCD). Uma analise posterior
realizada por gRT-PCR demonstrou a expressdo sinérgica destes genes
quando tratados com PEG, um indutor de estresse osmotico, e AZC, um
indutor de estresse no reticulo (Irsigler et al.,, 2007). Estudos posteriores
mostraram que estes genes respondiam a um novo ramo de sinalizacdo que
integra as respostas aos estresses no RE e osmatico (Costa et al., 2008).

Os genes que codificam N-rich proteins, estdo associados com a
resposta a patdogenos e a morte celular programada em plantas (PCD)
(Delessert et al., 2005; Tenhaken et al., 2005; Costa et al., 2008).

Visando identificar fatores reguladores da transcricdo dos genes que
codificam as N-Rich proteins em soja, foi realizado um ensaio de mono-hibrido
em leveduras utilizando um fragmento de 1000 bp da regido promotora do gene
GmNRP-B (NP_001236375.1) como isca, onde foi identificada uma proteina
que apresenta similaridade com a proteina ERD15 de Arabidopsis
(AAM10198.1), a qual foi denominada GmERD15 (Alves 2010). O gene ERD15
foi primeiramente descrito em Arabidopsis (Kiyosue et al., 1994c), como sendo
membro de um conjunto de genes induzidos precocemente por desidratacao.
Alguns dos genes ERD (ERD1 a 16) estdo sendo estudados e os resultados
tém demonstrado ser um grupo bastante heterogéneo. ERD1 codifica uma
protease ATP-dependente do cloroplasto (Soitamo et al. 2008), ERD2 codifica
uma HSP70 (Kiyosue et al. 1994a), ERD3 e 7 ndo possuem func¢do conhecida,
ERD4 codifica uma proteina de membrana, ERD5 e ERDG6 codificam
respectivamente uma proteina prolina desidrogenase mitocondrial e um
transportador de carboidratos (Nakashima et al. 1998; Kiyosue et al. 1998).
ERDS8 codifica uma hsp81 (Kiyosue et al. 1994a), ERDY, 11 e 13 pertencem a
familia da glutationa-s-transferase (Kiyosue et al. 1993) , ERD10 e 14
pertencem a familia das proteinas LEA (Kiyosue et al. 1994b), e ERD15 é
classificada como uma proteina hidrofilica (Kiyosue et al. 1994c), que
apresenta um dominio PAM2 de interagdo com proteinas de ligagdo a cauda
poli A (PABP) (Kariola et al., 2006), sem uma funcdo biolégica conhecida, e

ERD16 uma proteina de extencéo de ubiquitinacéao (Kiyosue et al. 1994a).



ERD15 de Arabidopsis constitui uma proteina pequena, com
aproximadamente 163 residuos de aminoécidos, onde 49 residuos sé&o
carregados, sendo uma proteina hidrofilica, acidica, e sem fungéo ainda
descrita (Kiyosue et al., 1994; Kariola et al.,2006). Posteriormente, foi verificado
gque ERD15 pertence a uma familia de proteinas que possui um motivo PAM2
bem conservado, que permite a interacdo com a porcao carboxi-terminal de
proteinas ligantes a cauda poli(A) (PABP;Albrecht and Lengauer, 2004),
interacdo esta que foi demonstrada em ensaios de duplo-hibrido de leveduras
por Wang e Grumet (2004). Trabalhos mais recentes sobre ERD15 mostraram
que a alteracdo da modulacdo da expressao desta proteina em Arabidopsis
alterou a resposta da planta ao fito hormonio ABA (Kariola et al., 2006). Plantas
superexpressando ERDI15 mostraram uma menor sensibilidade a ABA,
enquanto que plantas que possuiam ERD15 enddgena silenciada por RNAI
tiveram uma hipersensibilidade a este hormonio. A modulagéo da expressédo de
ERD15 mostrou que n&o apenas ERD15 afeta a tolerancia a estresses
abidticos, mediada por ABA, como também foi demonstrado que plantas de
Arabidopsis superexpressando esta proteina, tiveram uma maior resisténcia ao
patbgeno E. carotovora (Kariola et al., 2006). Os autores concluiram
primeiramente que ERD15 faz uma conex&o das respostas a estresse abiotico
com as respostas a estresse bibdtico, com base no aumento da resisténcia a
patbgenos em plantas superexpressando ERD15. Posteriormente
demonstraram que ABA participa e interfere nas vias de resposta a outros
horménios, como SA e JA, com base em experimentos mostrando que
mutantes de Arabidopsis deficientes de proteinas relacionadas ao metabolismo
de ABA, abil-1 e abi2-1, apresentavam uma maior expressdo de genes
marcadores de resposta a patdgeno, como PR1, assim como plantas que
superexpressavam ERD15 (Kariola et al.,2006).

O gene GmERD15 foi isolado pela capacidade da proteina codificada
por ele de associar de forma estavel com o promotor de NRP-B em leveduras
através do sistema do mono-hibrido (Alves, 2010). Foi constatado também que
GmERD15 possui atividade de transativacdo em leveduras. Além disto, a

analise da sequéncia de aminoacidos mostrou a presenca de um motivo de



fator transcricional na porcdo carboxi-terminal, e a expressdo transiente de
GmERD15 em protoplastos de soja levou a um aumento da expressédo de
GmNRP-B. Quimeras de GmERD15 com a proteina YFP expressas
transientemente em folhas de tabaco localizam-se no citosol e no nucleo.
Coletivamente, estes resultados indicam que GmERD15 atua no controle da
expressdo do gene GmNRP-B revelando uma nova familia de transfatores, que

atuam no controle da expresséo de genes em plantas.

Como esta funcéo ainda nao foi descrita para esta familia de proteinas,
e dando continuidade ao trabalho inicial de identificacdo de GmERD15, este
trabalho apresenta como objetivo principal a caracterizacdo bioquimica e
funcional da proteina GmERD15 como um fator de transcricdo que controla a
expressao de genes relacionados a via integrativa de resposta aos estresses

no reticulo e osmaético em soja.



2. Material e Métodos

2.1- Construcdes repdrteres do promotor de GmNRP-B:

Para construir uma fus&o transcricional do promotor de GmNRP-B com o
gene que codifica a enzima B-glucuronidase (GUS), uma sequéncia de 1000
pares de bases (bp) da regido promotora foi liberada de pUFV1457 (TOPO
pCR4-PNRP-B1000bp) com EcoRlI e Sall e clonada nos mesmos sitios do vetor
pCAMBIA1381z para obtermos -1000pNRP-B::GUS, sendo a construgéo
confirmada com oligonucleotideos especificos explicitados na Tabela 1. Uma
delecdo interna no promotor de GmNRP-B foi obtida por liberacdo de um
fragmento de 263bp por digestdo por Xbal de -1000pNRP-B::GUS (Posicbes
de corte em -666 e -403) e circularizando in vitro para gerar A(-666/-403)pNRP-
B::GUS.

Da mesma forma, para construir uma fusdo transcricional do promotor
de GmNRP-B com o gene que codifica a enzima [3-galactosidase (LACZ), uma
sequéncia de 1000 pares de bases (bp) da regido promotora foi liberada de
pUFV1457 (TOPO pCR4-PNRP-B1000bp) com EcoRI e Sall e clonada nos
mesmos sitios do vetor pLACzi para obtermos -1000pNRP-B::LACZ. Uma
delecdo interna no promotor de GmNRP-B foi obtida por liberacdo de um
fragmento de 263bp por digestdo por Xbal de -1000pNRP-B::LACZ (Posi¢cbes
de corte em -666 e -403) e circularizando in vitro para gerar A(-666/-403)pNRP-
B::LACZ.

Um fragmento de 50bp do promotor de GmNRP-B (-550/-500) foi
clonado com os sitios de EcoRI e Sall no vetor pLACzi para obtermos -
50pNRP-B::LACZ.

2.2- Clonagem de GmERD15, AtERD15, AT4G14270 e quimeras dos
respectivos genes em vetores de expressao

Para clonar a sequéncia completa do cDNA de GmERD15 em vetor de
expressdo de bactérias pDEST17, foi utilizado o clone pUFV1358.1
(PDONR201-GmERD15) e deste o cDNA foi transferido por recombinacao para



o vetor pDEST17, resultando na construcdo pHis-GmERD15 (pUFV1380), para
expressao em bactérias.

Para clonar a sequéncia completa do cDNA de AtERD15 e AT4G14270
em vetores de expressao de leveduras pDEST32 e pDEST22, estes foram
amplificados com oligonucleotideos especificos, mostrados na Tabela 1 (Fw
AtERD15 e Rv AtERD15; Fw AT4G14270 e Rv AT4G14270), e os produtos
resultantes verificados em gel de agarose 1%, purificados utilizando-se o kit
GelExtraction Kit, da Qiagen, e inseridos por recombinacao no vetor de entrada
pDONR201, utilizando-se a enzima BP clonase (Invitrogen). O clones obtidos,
pDONR201-AtERD15 e pDONR201-AT4G14270, contém cdédon de terminacéo
e foram utilizados para transferéncia dos respectivos cDNAs para os vetores
pDEST32 e pDEST22, por recombinacdo pela enzima LR clonase (Invitrogen),
resultando nos clones pBD-AtERD15 (pDEST32-AtERD15), pAD-AtERD15
(PDEST22-AtERD15), pBD- AT4G14270 (pDEST32- AT4G14270), e pAD-
AT4G14270 (pDEST22- AT4G14270).

Quimeras dos cDNAs de GmERD15 (QGmERD15) e ERD15
(QAtERD15) foram construidas pela empresa Genscript

(http://www.genscript.com/) e clonadas no vetor pUC57 com as extremidades

attbl e attb2 para clonagem no vetor de entrada gateway pDONR201
(Invitrogen) por recombinacdo pela enzima BP clonase, gerando os clones
pDONR201- QGmERD15 e pDONR201- QAtERD15. Estes clones foram
utilizados para transferéncia dos respectivos cDNAs para o vetor pDEST22 e
pDEST17, por recombinagédo pela enzima LR clonase (Invitrogen), resultando
nos clones pAD- QGmERD15 (pDEST22- QGmERD15), pHis- QGmERD15
(pDEST17- QGmERD15), pAD- QAtERD15 (pDEST22- QAtERD15) e pHis-
QAtERD15 (pDEST17- QAtERD15).


http://www.genscript.com/
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Tabela 1 - Oligonucleotideos utilizados para clonagem de genes e

fragmentos de promotores em diferentes vetores.

Oligonucleotideo Sequéncia (5™-) Vetor de Destino

Fw-GmERD 15 like AAAAAGCAGGCTTCACAATGGAAGTCATTTCTGC pDONR201

GmERD 15 likeSt-Rv AGAAAGCTGGGTCCTACCTGGGCTGGTGAATAGC pDONR201

Fw AT4G14270 AAAAAGCAGGCTATGACGGCGACGATAGATCG pDONR201

Rv AT4G14270 AGAAAGCTGGGTTCACCGTGGCTGATAGATAT pDONR201

Fw AtERD15 AAAAAGCAGGCTATGGCGATGGTATCAGGAAG pDONR201

Rv AtERD15 AGAAAGCTGGGTTCAGCGAGGCTGGTGGATGT pDONR201
Fw-PNRP-B1000 GAATTCTTAATTGTCTGGTTAATATC pCR4
Fw-PNRP-B700 GAATTCTGCACACACTCACTGCCTCC pCR4
PNRP-B-Sall-Rv GTCGACGTAGCTTAGTGTTTT pCR4
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Tabela 2 .- Oligonucleotideos utilizados para anélise de expresséo por real-

time-PCR

Oligonucleotideo

Seqiiéncia (5-3')

Gene alvo

GmERD 15 like Fw
GmERD 15 like Rv

NRP-B Fw

NRP-B Rv

BiPD Fw

BiPD Rv

Helicase Fw

Helicase Rv

CCCTGGTTCCGCGACTACT
GGTCAAAGTCGAAGTCGAAAGC

CAAGGCTGCTGGCGACAAGATA

CGTGGAGGCAGACCGAAGAG

CTTGAAGAAGTTTCGTGGTAAAACTA

ATCTGGAGGAGCCCCAGGCGGTGG

TAACCCTAGCCCCTTCGCCT

GCCTTGTCGTCTTCCTCCTCG

GMERD15 (AK245837)

NRP-B (ACU18902)

BiPD (AAK21920)

RNA Helicase (Al736067)
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2.3- Ensaio de mono-hibrido e de transativacdo em leveduras

As linhagens reporteres de leveduras foram construidas pela co-
transformacao da linhagem W303 (MATa/MATa leu2-3,112 trpl-1 canl-100
ura3-1 ade2-1 his3-11,15 [phi’]) com as construcées A(-666/-403)pNRP-
B::LACZ ou 50pNRP-B::LACZ, juntamente com pUFV1425 (pDEST22-
GmERD15) ou pAD-QGmMERD15 ou pAD-QAtERD15, a 1 ug cada, usando
protocolo com acetato de litio (Kim et al., 1997), resultando nas leveduras
modificadas W303 A(-666/-403)pNRP-B::LACZ/AD-GmERD15, 50pNRP-
B::LACZ/AD-GmERD15, 50pNRP-B::LACZ/AD-QGmMERD15 e 50pNRP-
B::LACZ/AD-QAtERD15. Da mesma forma, o clone pUFV1325, pHIS2.1-PNRP-
B 1000bp e pLACzi-PNRP-B 1000 bp em W303 (W303 PNRP-B
1000/LACZ/HIS3) foi utilizado para co-transformag¢ao com pAD-ERD15 ou pAD-
AT4G14270, resultando nas leveduras modificadas W303 PNRP-B
1000/LACZ/HIS3-AD-ERD15 e W303 PNRP-B  1000/LACZ/HIS3-AD-
AT4G14270. As linhagens modificadas foram crescidas por 2 dias e utilizadas
para medida da atividade de B-galactosidase, como descrito por Amberg et al
(2005), ou por membrana de nylon, como descrito pelo manual do kit da
Clontech.

Linhagens de levedura AH109 (MATa, Trpl-901, leu2-3, 112, ura3-52,
his3-200, gal4A, LYS2::GAL1UAS-GAL1TATAHIS3, MEL1 GAL2UAS-
GALTATA::MELUAS-MEL1TATA-lacZ) transformadas com  pUFV1379
(PDEST32-GmERD15) ou pBD-ERD15 ou pBD-AT4G14270, foram plaqueadas
em meio SD (Synthetic dropout) na auséncia de histidina, suplementado com
10mM de 3-aminotriazole, e permitidas crescerem por 3 dias a 28°C. As
linhagens modificadas foram utilizadas para medida da atividade de B-
galactosidase em membrana de nylon, como descrito pelo kit da Clontech.

2.4- Ensaio de mudanca de mobilidade eletroforética (EMSA)

Um fragmento de 187 bp da sequéncia 5’ que flanqueia GmNRP-B foi

amplificado de DNA gendmico usando oligonucleotideos especificos (gaattc-
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TTATCTAGCATCAGTGCTTG e gtcgacCCAAAACGCGTACACGTGAA) e
entdo biotinilado usando kit de marcacdo de biotina na extremidade 3° OH
(Pierce). Da mesma forma, fragmentos de 50 e 60 bp da mesma regidao foram
marcados (-550/-500;-500/-450;-450/390; e -390/-330) bem como uma
sequéncia de 12 bp (PMAGCATCAGTGCT®) e de 25 bp (
“2ANCGATTCTATCAGCTTCTAGAACGT %), com o mesmo kit. Finalmente, um
fragmento de 464 bp e 536bp da sequéncia 5 que flanqueiam um gene
GmCDC2 foram obtidos pela amplificacdo a partir de DNA gendmico de um
fragmento de 1000bp que flanqueia o0 mesmo gene wusando os
oligonucleotideos  especificos (gaattcGGAGGCCCAGAAAACCCGTC e
gtcgacCACATTTTTCATCTTTTCAT ), com posterior clivagem deste fragmento
com EcoRI, sendo que entéo estes fragmentos foram marcados com biotina na
posicdo 3’0OH pelo kit de marcacao anteriormente citado.

Os ensaios de mudanca de mobilidade eletroforética foram realizados
usando o kit LightShift Chemiluminescent EMSA kit (Pierce), de acordo com 0s
protocolos do fabricante. Cada reacao de ligacao de 20 pL continham 20mM de
tampédo HEPES pH 7,9, 100mM KCI, 5% (v/v) glicerol, Imm MgCl,, 1mM DTT,
0,1% (v/v) Tween 20, 25 ng/mL de poli-dI:dC, 20 fmol de sonda marcada com
biotina, e 2ug de His-GmERD15. DNA da sonda ndo marcada com biotina foi
utilizado como competidor especifico, e 1L de anticorpo anti-His-GmERD15 foi
adicionado depois da incubacéo para identificacdo do complexo proteina-DNA.
As reacOes de ligacao foram incubadas a temperatura ambiente por 20 min.
Um gel de poliacrilamida nativo 6% (37,5:1) em 0,5mM de Tris borato-EDTA
contendo 3% de glicerol foi pré-corrido por 1h a 100V em 0,5mM de Tris
borato-EDTA (tampéo TBE), e 5uL de tampao de carregamento foi adicionado
a reacao de ligacédo, onde entédo os 25uL foram separados por eletroforese em
gel a 80V a 90min. O gel foi entdo transferido para uma membrana de nylon
positivamente carregada (Amersham Biosciences) por 1h a 320mA, submetido
a cross-link por UV a 120mJ/cm? por 1min, e visualizado por

guimioluminescencia em filmes de raio-x.

2.5 - Células de soja em suspenséo e tratamentos, e expressao em
tecidos de soja
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Cultura de células de soja em suspensdo anteriormente preparadas
(Cascardo et al., 2001) foram cultivadas em 40 mL de meio MS Soja (Finer &
Nagasawa, 1988) mantendo-se o0 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 apos
repicagem.

As células foram tratadas com 5 pg/mL de tunicamicina ou 10% (p/v) de
polietilenoglicol (PEG) 8000 por 30, 60, 90 e 120 minutos. O material vegetal foi
coletado apos os tratamentos e filtrado por vacuo, lavado com agua destilada,
e imediatamente congelado em nitrogénio liquido, sendo armazenado em
freezer a -80 °C até o processamento das amostras.

A expressao do gene GmERD15 foi analisada em diferentes tecidos de
soja (Glycine max), variedade CAC-1, e em diferentes estadios de
desenvolvimento, através da reacdo de polimerizacdo em cadeia em tempo
real (Real-Time PCR). O RNA foi extraido a partir de folha, caule e raiz, da
planta na fase vegetativa, além de plantula intacta. Foram também utilizadas
sementes, utilizando massa fresca segundo Lanna et al (2002) no primeiro
estadio, correspondente a semente com até 75 mg, e semente madura,

superior a 450 mg.

2.6- Extracdo de RNA e sintese de cDNA

O RNA total foi extraido utilizando o reagente Trizol (Invitrogen),
segundo recomendacdes do fabricante. Para eliminacdo do DNA contaminante,
0 RNA total foi tratado com trés unidade de DNase livre de RNase (Invitrogen).
Apés a extracdo e purificacdo, 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 ug de
RNA total, oligo-dT(18) e Trancriptase Reversa M-MLV (Invitrogen), segundo
especificacdes do fabricante.

2.7 - PCR em Tempo Real (QRT-PCR)
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O procedimento de PCR em Tempo Real, bem como testes, validacbes
e experimentos foram conduzidos seguindo manuais da Applied Biosystems.
As reacOes de PCR em tempo real foram conduzidas utilizando o aparelho
7500 Real Time PCR Systems (Applied Biosystems), oligonucleotideos
especificos (Tabela 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 quantificacdo da
expressdo génica, foram utilizados os métodos comparativos de Ct; 2 2t e 2 -
AACt Como controle endégeno para normalizagdo dos dados do qRT-PCR, foi
utilizado o primer especifico para RNA helicase de soja (Tabela 2), que

apresentou baixa variacao de expressao entre os tratamentos.

2.8 - Expresséo 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 tampao
de lavagem (manitol 0,6 M; MES 20mM; pH 5,5), centrifugadas a 500 rpm por 2
minutos, ressuspendidas em igual volume de solucdo enzimética [celulase
0,5% (p/v), macerozima R-10 0,5% (p/v), pectoliase Y23 0,1% (p/v), manitol
0,6M; MES 20 mM; pH 5,5] e incubadas por 3 horas sob agitacéo 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 centrifugacao
a 500 rpm por 2 minutos, sendo lavados 2 vezes com tampéao de lavagem. Os
protoplastos foram entdo novamente coletados por centrifugacdo por 2 minutos
a 500 rpm, ressuspendidos em 2 mL de tampéao de lavagem e transferidos para
um outro tubo contendo tampao 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 tampéao de eletroporacdo (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.
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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 tampéao de
lavagem, congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C até a

extragdo de RNA ou proteina.

2.9- Transformacéo transiente de plantas de tabaco e localiza¢éo
subcelular

A transformacéo transiente de tabaco (Nicotiana tabacum cv. havana) foi
realizada como descrito anteriormente, por meio de agroinoculacéo (Carvalho
et al., 2008). As culturas de Agrobacterium tumefaciens transformadas com os
vetores de interesse foram crescidas em 5 mL de meio Rhizo, com antibioticos
adequados, a 28°C por 16 horas, e centrifugadas a 5000 RPM por 5 min. O
pellet foi lavado 2 vezes com tampéo de infiltragdo (MgCIl2 10 mM, MES 10 mM
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 expressdo das
proteinas foi confirmada por microscopia confocal, trés dias apds a
agroinoculacao.

Para a expressao transiente da proteina GmERD15 fusionada a YFP,
folhas de tabaco foram agroinoculadas com a construcdo pYFP-GmMERD15
(PUFV1470). Como controle de localizacdo nuclear, foi utilizada a construcéo
pGFP-NSP, que contém o gene de GFP fusionado em frame apds o ultimo
cédon do cDNA de NSP (Geminiviral Nuclear Shuttle Protein), para
agroinoculagédo. Trés dias ap0s a inoculagéo, as folhas transformadas foram
observadas no microscopio LSM 510 META invertido (ZEISS), utilizando a

objetiva de imersdo de 6leo de 40x1,4 e o laser de argbnio. A analise foi
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realizada nas folhas, com explantes montados em agua utilizando-se laminas e
laminulas de vidro. Para a obtencdo de imagens de expressdo, YFP foi
excitada a 514 nm, e sua emissdo coletada a 535-590 nm. A fenda do
microscopio 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.

2.10-Expresséao de proteinas Hisg-tagged e purificacéo

Para expressar GmERD15 e as quimeras de GmERD15 e AtERD15 em
bactéria, linhagens de E.coli BL21-pLys foram transformadas com os clones
pHis-GmMERD15 (pUFV1380), pHis-QGmMERD15 e pHis-QAtERD15. Depois da
indugdo com 2mM de Isopropil B-D-thiogalactopiranosideo, cada cultura foi
incubada por um periodo adicional de 6h. Proteinas totais foram extraidas sob
ambas condi¢cbes nao-desnaturantes e desnaturantes, e His-GmERD15, His-
QGmMERD15 e His-QAtERD15 foram purificadas por cromatografia por resina
de agarose niquel-acido nitrilotriacetico de afinidade e eluidas sob condi¢cbes
nativas de acordo com o protocolo QlAexpressionist (Qiagen). His-GmERD15
purificada foi utilizada como antigeno para producdo do anticorpo em coelhos,
por Dadalto (2010), os quais foram imunizados através inje¢cdes subcutaneas
durante intervalos de 2 semanas trés vezes, segundo Delu-Filho et al (2000).

2.11- Anédlises por imunoblotting

Proteinas nucleares de folhas de tabaco agroinoculadas com a
construcdo pYFP-GmMERD15 foram extraidas de acordo com protocolo descrito
por Freitas et al (2007). Um Gel SDS-PAGE foi feito, e as proteinas foram
transferidas do gel para membranas de nitrocelulose por eletroblotting. Analises
de imunoblotting foram feitas utilizando anticorpos policlonais anti-His-
GmERD15 na diluicdo 1:1000 e um anticorpo IgG conjugado com fosfatase
alcalina de coelho (SIGMA), na diluicAo 1:10000. A atividade de fosfatase
alcalina foi verificada utilizando 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato (SIGMA) e p-
nitro blue tetrazolium (SIGMA).
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2.12- Ensaio de Imunoprecipitacdo de Cromatina (ChlP)

O ensaio de ChIP foi feito utilizando um kit de imunoprecipitacdo de
cromatina (Imprint ChIP kit; SIGMA), de acordo com as instrugbes do
fabricante. De forma sucinta, protoplastos derivados de células de soja em
suspensao foram tratados com tunicamicina por 30 minutos, as proteinas
ligadas ao DNA foram cross-linked com formaldeido 1%, e as células foram
subsequentemente ressuspendidas em tampéao de lise, seguida de sonicacéo.
Os extratos protéicos foram incubados com anticorpo contra GmERD15, RNA
polimerase Il de humanos, ou IgG normal de camundongo. Imunocomplexos
foram extensivamente lavados, e o DNA foi recuperado utilizando uma coluna
cromatografica e eluido em 50 pyL de 10mM Tris-HCI, pH 8,5. O DNA foi
utilizado como template para amplificacdo por PCR com conjuntos de primers
correspondendo ao fragmento de 187 bp do promotor de GmNRP-B
identificado no ensaio EMSA. Como controle negativo, PCR foram feitos com

conjuntos de primers para um fragmento de 1000bp do promotor de GmNACSG.

2.13-Clonagem de fragmentos amplificados do ChlIP, sequenciamento e
analises de bioinformatica

O DNA imunoprecipitado obtido pelo ensaio de ChIP foi amplificado
utilizando o kit Whole Genome Amplification (Sigma) conforme instru¢des do
fabricante, e posteriormente clonado em vetores de entrada TOPO-pCR4 para
montagem de uma biblioteca de fragmentos de DNA que GmERD15 se ligue.
Estes fragmentos de DNA clonados foram sequenciados pela empresa
Macrogen (www.macrogen.com/). As sequéncias obtidas foram analisadas
quanto a frequéncia de aparecimento de sequéncias especificas, ao score e ao
e-value junto ao banco de dados do Phytozome
(www.phytozome.net/soybean).

Buscando identificar a presenca de cis-elementos analogos ao verificado
para a ligacdo de GmERD15 nas sequéncias obtidas, foi utilizado um software
de busca de sequéncias palindrémicas

(http://mfold.rna.albany.edu/?q=mfold/DNA-Folding-Form), verificando a
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estabilidade de formacdo de hairpins de acordo com a presenca destas

sequéncias.

2.14-Ensaio de medida de atividade da enzima B-glucuronidase (GUS)

O ensaio fluorimétrico para avaliar a atividade da B-glucuronidase foi
conduzido segundo Freitas et al., (2007), utilizando methylumbelliferone (MU)
como padrdo. As amostras foram trituradas em nitrogénio liquido e
homogeneizadas em 500 ul de tampao GUS [100mM NaH2PO4 pH 7.0, 10mM
EDTA, 0,1% (p/v) sarcosil, 0,1% (v/v) Triton X-100]. Para a reacao, 25 pl do
extrato foi adicionado a 25 ul do tampao GUS contendo como substrato 2mM
de 4-methylumbelliferyl-B- D- glucuronide (MUG). A mistura foi incubada a 37°C
por 30 minutos e a atividade de GUS mensurada utilizando o DYNA Quant 200

Fluorometer (Amersham Pharmacia Biotech).

2.15-Analises in silico de sequéncias de ERD15

Sequéncias de proteinas homélogas a ERD15 de soja foram obtidas do
site do NCBI. Alinhamentos multiplos foram realizados utilizando ClustalwW e

dendogramas foram feitos utilizando o programa MEGAGS.

2.16- Microscopia de Forca Atémica

Fragmentos de 700 bp da regido promotora de GmNRP-B foram obtidos
por amplificacdo a partir de pUFV1457, e utilizados na concentracdo de 10
ng/uL, juntamente com a proteina recombinante His-GmERD15, na
concentracdo 1pg/uL, em solucédo de 10 mM de Tris-HCI pH 7,9, e 5 mM de
MgCl,. Como suporte foi utilizada mica, sendo o microscopio (NT-MDT)
utilizado no modo semi-contato. A ponta utilizada (Nano World), teve raio de 10
nm, com constante de forca de 7,4 N.m. As imagens foram obtidas e

analisadas pelo software WSxM 5.0 Develop 1.3.

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

3.1-Um homoélogo de ERD15 de soja é induzido por tunicamicina e PEG

Como os genes que codificam as N-rich proteins de soja sdo induzidos
por tunicamicina (um indutor de estresse no reticulo) e PEG (um agente
causador de estresse osmotico) (Costa et al., 2008), e como a proteina
GmERD15 foi identificada a partir de uma varredura por mono-hibrido de
leveduras, utilizando uma biblioteca de cDNA de soja enriquecida por mRNAs
induzidos por estes agentes indutores de estresse (Alves 2010), foi analisada a
expressdo de GmERD15 em células de soja em suspensdo submetidas a
tratamento com tunicamicina e PEG (Figura 1).

Assim como o gene ERD15 de Arabidopsis (Kariola et al.,2006),
GmERD15 é rapidamente induzido por estresse osmoético (Figura 1A). Este é
também induzido por estresse no reticulo causado por tunicamicina (Figura
1B), mimetizando o padrdo de expressdo de GMmNRP, com pequenas
diferencas cinéticas.

A expressdo de GmERD15 é induzida rapidamente por PEG no tempo
de 30 minutos de tratamento e aumentou rapidamente até a saturagdo ocorrer
depois de 1 hora (Figura 1A). A inducdo de GmNRP-B por PEG ocorreu com
leve defasagem em relacdo a GmERD15, com niveis de transcritos de
GmNRP-B primeiramente detectados depois de 1 hora de tratamento com PEG
e entdo ocorrendo declinio. Em células tratadas com tunicamicina, os niveis de
transcritos de GmERD15 aumentaram rapidamente com acumulacdo maxima
no tempo de 30 minutos de inducdo (Figura 1B). A acumulacdo do RNA de
GmNRP-B foi inicialmente verificada apdés 30 minutos de tratamento,
alcancando completa inducdo depois de 1 hora, declinando levemente logo
apos. Portanto, para ambos os tratamentos, uma expressdo aumentada de
GmERD15 precedeu a inducdo de GmNRP-B. Células de soja ndo tratadas
foram utilizadas como controle de expressdo para todos os tempos dos
tratamentos (dados ndo mostrados).

A cinética de inducdo de GmERD15 em células de soja em suspenséo
tratadas com tunicamicina e PEG implica que GmERD15 atua como um agente
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upstream da via de sinalizacdo mediada por proteinas NRP que integram sinais
de resposta a estresse no reticulo e osmotico com a morte celular programada
em plantas de soja. De fato, foi mostrado que a expressdao de GmERD15
precede a expressdao de GmNRP-B sob tratamento com tunicamicina e PEG
(Figura 1), um padréo esperado para um fator de transcricdo atuando upstream
a GmNRP-B na via de sinalizagdo. Estes dados suportam a idéia que
GmERD15 atua no controle da expressdao de GmNRP-B.
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Figura 1- GmERD1b e induzido por tunicamicina e PEG. (A) Indugao de
GmERD15 e GmNRP-B por PEG: Foi medida a expressao dos genes por gRT-
PCR em células de soja em suspensdo tratadas com PEG nos tempos
indicados na figura. O valor de expressao foi calculado usando o método 272,
utilizando como controle enddégeno o gene da helicase. Os cDNAs utilizados
foram obtidos a partir de 3 réplicas bioldgicas (as barras finas indicam o Desvio
Padrdo de um n = 3 réplicas biologicas); (B) Inducdo de GmERD15 e GmNRP-
B por tunicamicina: Foi medida a expressdo dos genes por gRT-PCR em
células de soja em suspensdo tratadas com tunicamicina nos tempos indicados

272Ct tilizando

na figura. O valor de expressao foi calculado usando o método
como controle enddgeno o gene da helicase. Os cDNAs utilizados foram
obtidos a partir de 3 réplicas biologicas (as barras finas indicam o Desvio

Padrdo de um n = 3 réplicas biologicas). As médias seguidas por asterisco
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diferem significativamente dos tratamentos controle ao nivel de 5% de

probabilidade.
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3.2-GmERD15 liga-se especificamente ao promotor de NRP-B in vitro e

gue exibe atividade de transativacao em leveduras.

Como foi demonstrado que GmERD15 liga-se ao promotor de GmNRP-B
e que induz a expressdo de genes repoérteres em leveduras (Alves, 2010),
buscamos entdo analisar as propriedades de ligacdo ao DNA de GmERD15 e
de confirmacdo de sua capacidade de transativacdo, ja anteriormente
demonstrada pela ativacdo do gene reporter -galactosidase (Alves, 2010).
Como ja foi demonstrado (Alves, 2010), GmERD15 n&o possui qualquer motivo
tipico de ligacdo ao DNA conhecido.

Para confirmar que GmMERD15 liga-se especificamente na regido
promotora de GmNRP-B, limitada as posi¢cdes -700 a -350, como demonstrado
por Alves (2010), foi realizado um ensaio de retardamento em gel utilizando um
fragmento de 187 bp da regido promotora de GmNRP-B (posi¢cdes -340 a -
517). A incubacéo do fragmento de 187 bp do promotor de GmNRP-B marcado
com biotina com a proteina recombinante His-tagged GmERD15 (Figura 2A)
resultou na formacdo de complexos proteina-DNA, como visto pela mudanca
de mobilidade eletroforética do DNA (Figura 2B, canaleta 2). As interacfes
proteina-DNA foram especificas, ja que com a introducdo de um excesso de
400 vezes de uma sonda ndo marcada para ligacdo da proteina o complexo
ndo pode ser visualizado (canaleta 3). Além disso, o complexo proteina-DNA
apresentou uma menor mobilidade eletroforética com a adicdo de um anticorpo
anti-GmERD15, indicando que a proteina contida no complexo era certamente
GmERD15 e ndo um contaminante (canaleta 5). Esta interpretacéo foi validada
com a observacdo de que os anticorpos anti-GmERD15 n&do se ligam
diretamente a sonda (canaleta 4). Aléem disto, a especificidade de ligacdo de
GmERD15 ao promotor de GmNRP-B foi posteriormente confirmada pela
incapacidade de GmERD15 ligar-se ao promotor de GmBIPD, utilizado como
controle negativo (Figura 2C), bem como também foi verificado que uma
proteina ndo relacionada GST néao liga-se ao fragmento de 187 bp do promotor

de GmMNRP-B (Figura 2D). Tomados em conjunto, estes resultados
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estabelecem que GmERD15 liga-se especificamente ao promotor de GmNRP-

B in vitro em uma regido que compreende o0s nucleotideos -340 a -517.
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Figura 2: GmERD15 liga-se especificamente a um fragmento de 187 bp
do promotor de GmNRP-B: (A) Gel de SDS-PAGE da purificagdo de His-
GmER15. M: padrédo SDS-PAGE Standards, Broad Range (BIORAD). 1- fragcéo
nao ligante; 2-segunda lavagem; 3- primeira elui¢do; 4- segunda eluicdo. (B)
Gel de retardamento da sonda de 187 bp na presenca da proteina GmERD15.
Canaleta 1, sonda livre marcada; canaleta 2, sonda marcada + His-GmERD15;
canaleta 3, sonda marcada + His-GmERD15 + excesso de 400 vezes da sonda

ndo marcada; canaleta 4, sonda marcada + antisoro anti-His-GmERD15;
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canaleta 5, sonda marcada +antisoro anti-His-GmERD15 + His-GmERD15. (C)
Gel de retardamento do fragmento de 350 bp do promotor de GmBIPD na
presenca de GmERD15. Canaleta 1, sonda livre marcada; canaleta 2, sonda
marcada + His-GmERD15; canaleta 3, sonda marcada + His-GmERD15 +
excesso de 400 vezes da sonda ndo marcada. (D) Gel de retardamento do
fragmento de 187 bp do promotor de GmNRP-B na presenca de GST. Canaleta
1, sonda livre marcada; canaleta 2, sonda marcada + GST; canaleta 3, sonda

marcada + GST + excesso de 400 vezes da sonda ndo marcada.
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Outro ensaio utilizado para a visualizagcdo direta da interagdo in vitro
entre GmMERD15 e a regido promotora de GmNRP-B foi o de microscopia de
forga atdbmica. Utilizando-se um fragmento de 700 bp da regido promotora de
GmNRP-B, foi verificada a interacdo da proteina GmERD15 com a regido
promotora, pela visualizacdo da proteina ligada ao fragmento de DNA utilizado
(Figura 3). Uma molécula de proteina GmERD15 sozinha, apresenta um
didametro de aproximadamente 10 nm, enquanto que a molécula de DNA de
700 bp apresenta um comprimento médio de 238 nm. As imagens mostram a
ligacdo de um componente de diametro médio de aproximadamente 30 nm a
molécula de DNA (Figura 3), indicando fortemente que o modo de ligacao desta
proteina ao DNA é multimérico, ou seja, mais de uma subunidade da proteina é
requerida para a ligacdo estavel a regido promotora de GmNRP-B. Outra
caracteristica importante que pode ser visualizada é a formacéo de uma dobra
(“bending”) na estrutura do DNA provocada pela ligacdo da proteina, uma
caracteristica importante na ligacédo de fatores de transcricdo ao DNA (Van der
Vliet e Peter Verrijzer 1993).
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3.09 nm 2.99 nm

Figura 3- GmERD15 liga-se a um fragmento de DNA da regiédo
promotora de GmNRP-B in vitro de forma multimérica. (A) No canto superior
esquerdo é mostrado um fragmento de DNA isolado (indicado pela seta branca
fina), no canto inferior direito uma Unica molécula de proteina GmERD15
(indicado pela seta branca larga), e ao centro um fragmento de DNA ligado a
um componente protéico, formado pela unido de mais de uma proteina
GmERD15. (B) Uma imagem mais ampliada de um componente protéico ligado
a um fragmento de DNA de 700 bp. (C) No canto superior esquerdo uma
unidade protéica da proteina GmERD15 (indicado pela seta branca larga), e no
canto inferior direito um fragmento de DNA de 700 bp ligado a mais de um
componente da mesma proteina. Em (A), (B) e (C) séo indicados nos cantos
inferiores esquerdos a escala de tamanho das figuras, enquanto que a direita
de cada figura € mostrado o gradiente de altura verificada pela ponta do

microscoépio de forca atbmica.
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Como demonstrado anteriormente (Alves, 2010), a inspec¢éo da estrutura
primaria de GmERD15 revelou a existéncia de uma sequéncia conservada de
13 aminoacidos nas posicdes 71-83 ("'DEDEKERKEGKEV®®), similar a
encontrada em reguladores transcricionais que se ligam a DNA fita simples
(ssDNA binding regulators) (Desveaux et al., 2002). Seguindo 0 exame da
atividade de transativacdo de GmERD15, iniciada por Alves (2010), a regiédo
codificadora de GmERD15 foi fusionada ao dominio de ligagdo ao DNA do
transfator de leveduras GAL4 (BD-GAL4), e expressa como uma proteina
quimérica em uma linhagem de levedura contendo o gene reporter HIS3 sob o
controle do promotor GAL1. A expressdo de BD-GAL4 fusionado a GmERD15
promoveu o crescimento do mutante de levedura na auséncia de histidina, na
concentracdo de até 75mM de inibidor 3-aminotriazole, em relacdo ao controle
negativo contendo uma linhagem transformada apenas com BD-GAL4 vazio
(Figura 4). Este resultado confirma a atividade de transativagdo em leveduras
de GmERD15.
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Figura 4- GmERD15 apresenta atividade de transativacdo em leveduras.
Verificagcdo da prototrofia em meio sem histidina da levedura AH109/BD-
GmERD15, na concentragdo de 75mM do inibidor competitivo 3 amino-triazole
(3AT), em relacdo ao controle negativo contendo uma linhagem transformada
apenas com BD-GAL4 vazio (lado direito da figura).

34



3.3- GmERD15 € expresso constitutivamente em raiz e apresenta
localizacdo nuclear confirmada em células epidermais de folhas de

tabaco, ligando-se e ativando o promotor de GmNRP-B in vivo.

Para determinar a expressdo de GmERD15 em tecidos de soja nos
investigamos a acumulacdo do transcrito de GmERD15 em varios tecidos de
soja por PCR em tempo real quantitativo. Como mostrado na figura 5, os
transcritos de GmERD15 estdo presentes em todos os tecidos analisados |,
sendo porém expressos em niveis mais altos na raiz , seguido de plantulas de

soja (Figura 5).
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Figura 5- Expressdao de GmERD15 em diferentes tecidos de soja. Foi
medida a expressdo do gene por gRT-PCR em diferentes tecidos de soja,
como indicado na figura. O valor de expressao foi calculado usando o método
272¢ " utilizando como controle endégeno o gene da helicase. Os cDNAs
utilizados foram obtidos a partir de 3 réplicas biologicas (as barras finas

indicam o Desvio Padrao de um n = 3 réplicas bioldgicas).
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Evidéncias da localizacdo nuclear de GmERD15 ja foram demonstradas
anteriormente por microscopia confocal (Alves 2010), porém havia a
necessidade da validacdo desta localizacdo, bem como da comprovacdo de
gque GmMERD15 apresenta atividade de ligacdo ao promotor de GmNRP-B in
vivo. Com isso, foi utilizado novamente um ensaio de expressao transiente
mediado por Agrobacterium tumefasciens em células epidermais de folhas de
tabaco, sendo entdo analisada a localizagdo subcelular da quimera YFP-
GmERD15 por microscopia confocal (Figura 6). Apesar do sinal relativamente
forte de YFP acumulado no citoplasma, a fusdo YFP-GmMERD15 foi também
detectada no nucleo de células transfectadas. Na parte inferior direita da figura
6A €& mostrada uma sobreposicdo das imagens fluorescentes de YFP-
GmERD15 e NSP-GFP com. A figura mostra o sinal de fluorescéncia nuclear
de YFP-GmMERD15 co-localizado com o sinal de NSP-GFP que se acumula no
nacleo de células transfectadas (Carvalho et al.,2008). A distribuicdo
nucleocitoplasmatica de YFP-GmMERD15 foi entdo posteriormente confirmada
por imunoblotting de extratos nucleares e extratos soluveis de folhas de tabaco
transfectadas, (Figura 6B). A presenca da proteina GmERD15 em ambos
citoplasma e nucleo é consistente com o papel duplo que esta proteina pode
apresentar em compartimentos subcelulares distintos (Wang e Grumet 2004).
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Figura 6- GmERD15 localiza-se no nucleo de células de folhas de
tabaco. (A) YFP-GmERD15, bem como NSP-GFP foram expressas em células
epidermais de folhas de tabaco, por meio de expressao transiente utilizando
Agrobacterium. A expressdo da proteina foi monitorada pela fluorescéncia
emitida por YFP, por meio de microscopia confocal, 3 dias apds a
agroinoculacdo, com os vetores binarios. Em (1) fluorescéncia de NSP-GFP,
(2) fluorescéncia de YFP-GmMERD15, (3) microscopia de luz, e em (4), a
sobreposicao das trés imagens. (B) Immunoblotting do fracionamento nuclear,
de folhas de tabaco transfectadas com YFP-GmMERD15, utilizando o antisoro
anti-His-GmERD15.
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Como demonstrado anteriormente (Alves 2010), GmERD15 possui um
dominio PAM2 conservado na extremidade N-terminal que é um dos motivos
de interacdo com proteinas que interagem com a cauda poli-(A) de mRNAs
(poli(A)-binding proteins ou PABP). Proteinas PABP estdo envolvidas em varios
processos de controle pés-transcricional da expressao génica e metabolismo
de RNA, incluindo biossintese, turnover, e exportacdo de mRNA (Chekanova et
al., 2003). PABPs citoplasmaticas sé@o particularmente envolvidas na regulagédo
da traducéo e estabilizacdo de mRNAs (Wang et al.,2000). Uma questdo ainda
a ser determinada trata-se da confirmacéo da ligacdo de GmERD15 a PABPs
através de seu dominio PAM2 funcional, uma atividade coerente com a
localizacdo citoplasmatica desta proteina. Apesar de GmERD15 ndo possuir
um sinal de localizacdo nuclear, fusées YFP-GmMERD15 foram visualizadas no
ndcleo de células epidermais de folhas de tabaco transfectadas. Uma interacdo
com possiveis proteinas acessorias para a localizacdo nuclear ndo pode ser
descartada como necesséaria para a atividade de controle transcricional de
GmERD15.

Experimentos de Imunoprecipitacdo de Cromatina (ChlP) foram
realizados para examinar se GmERD15 liga-se ao promotor de GmNRP-B in
vivo utilizando células de soja em suspensdo tratadas com tunicamicina e
anticorpos anti-His-GmERD15 (Figura 7). Apesar de nenhuma quantidade
significativa do fragmento do promotor de GmNRP-B ter sido imunoprecipitada
de protoplastos controles (Figura 7B, segunda canaleta), um fragmento do
promotor de GmNRP-B foi imunoprecipitado de protoplastos tratados com
tunicamicina (Figura 7A, segunda canaleta). Este resultado é consistente com a
ativacdo da transcricio de GmERD15 por tunicamicina (Figura 1). A
imunoprecipitagdo do fragmento do promotor de GmNRP-B foi mediada pela
interacdo especifica de GmERD15, como pode ser mostrado pelo fato do
anticorpo anti-His-GmERD15 ndo imunoprecipitou o promotor de GmNAC6, um
gene ativado pela via integrativa, utilizado como controle negativo (Figura 7C),
bem como anticorpos anti-RNA polimerase Il humana e anticorpo IgG de
camundongo ndo imunoprecipitaram o promotor de GmNRP-B (Figura 7A,

terceira e quarta canaletas). Estes resultados fortalecem o argumento de que
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GmERD15 funciona como uma proteina que se liga especificamente ao

promotor de GmNRP-B in vivo.
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Figura 7- GmERD15 liga-se especificamente a um fragmento do

promotor de GmNRP-B in vivo. (A) Imunoprecipitacdo de cromatina de
protoplastos de células de soja em suspensdo tratadas com tunicamicina
utilizando anticorpos anti-His-GmERD15. O fragmento de 187 bp do promotor
de GmNRP-B foi detectado por amplificacdo quando a imunoprecipitacao foi
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mediada por anticorpos anti-His-GmERD15 (segunda canaleta), mas nao por
anticorpos ndo relacionados (terceira e quarta canaletas). (B)
Imunoprecipitacdo de cromatina de protoplastos de células de soja em
suspensao nado tratados (controle) utilizando anticorpos anti-His-GmERD15,
onde nao foi verificada amplificacdo do fragmento de 187 bp do promotor de
GmNRP-B (segunda canaleta). (C) Imunoprecipitacdo de cromatina de
protoplastos de células de soja em suspensdo tratadas com tunicamicina
utilizando anticorpos anti-His-GmERD15, sendo que néo foi detectada a
amplificacdo de um fragmento de 1000 bp do promotor de GmNACG6. Input

representa uma amostra do DNA total n&o imunoprecipitado amplificado.
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Como foi confirmado que GmERD15 liga-se ao promotor de GmNRP-B
tanto in vitro quanto in vivo, e exibe atividade de transativacdo em leveduras,
foi entdo ensaiado se GmERD15 ativa a transcricdo de GmNRP in vivo. Para
isto foi realizado um ensaio de expressao transiente em protoplastos de soja
com uma construcdo do promotor de GmNRP-B controlando a expresséao de
uma B-glucuronidase (GmMNRP-B::3-glucuronidase). A expressao de GmERD15
resultou em aumento da expressédo do gene reporter (Figura 8), indicando que
GmERD15 ativa o promotor de GmNRP-B in vivo. Faria (2009) ja havia
verificado que a expressdo de GmNRP-B € induzida por ferimento, e a
relativamente alta expressdo do promotor de GmNRP-B na auséncia da
expressdo de GmERD15 em protoplastos de soja € aparentemente gerada
devido ao sinal de ferimento ativado durante a preparacdo dos protoplastos.
Portanto, ndo é surpreendente que a expressao ectopica de GmERD15 cause
apenas uma pequena, mas significativa, elevacéo na atividade do promotor de
GmNRP-B sob estas condi¢oes. Estes dados somados demonstram a atividade
de GmERD15 in vivo na ligagao e ativagao do promotor de GmNRP-B.
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Figura 8- GmERD15 ativa o promotor de GmNRP-B em protoplastos de
soja. A expressao transiente de GmERD15 em protoplastos de soja ativa a
construcdo promotor GmNRP-B::B-glucuronidase. Protoplastos de soja foram
co-eletroporados com plasmideos contendo o gene -1000bp promotor de
GmNRP-B::3-glucuronidase(GUS) e promotor 35S::GmERD15 ou vetor vazio.
Depois de 48 horas, a atividade de B-glucuronidase (nmol/min/mg proteina) foi
medida dos extratos de proteina totais de células de soja transfectadas. As
barras finas indicam o desvio padrdo de 15 réplicas biologicas. O asterisco
indica que os valores das médias direrem estatisticamente do tratamento

controle pelo Teste t de Student bicaudal com um p value de 0,000846.
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3.4- GMERD15 liga-se especificamente a uma sequéncia palindromica de
12 bp no promotor de GmNRP-B.

Visando mapear precisamente os sitios de ligagdo de GmERD15 no
promotor de GmNRP-B, primeiramente foi realizado um mapeamento da regido
de 187 bp do promotor de GmMNRP-B, a qual foi determinado que GmERD15 se
liga. Para isso, foi realizado um ensaio de mudanca de mobilidade
eletroforética utilizando sequéncias de 50 e 60 bp como sondas ( posicdes -
550/-500; -500/-450; -450/-390 e -390/330), cobrindo todo o fragmento de 187
bp (Figura 9A). Foi verificado que GmERD15 liga-se estavelmente com o
fragmento de -550/-500 (canaleta 1), e falhou na interacdo com o0s outros trés
fragmentos cobrindo as posi¢cées de -500 a -330 (Figura 9A). Posteriormente
buscou-se determinar se o fragmento de -550/-500 era funcional e suficiente
para ativar a expressao de genes reporteres em levedura, na presenca de
GmERD15. Este fragmento foi ligado ao promotor minimo de levedura CYC1, e
foi analisada sua capacidade de ativar a expressdo de genes reporteres
durante a expressdo de GmERD15 (Figura 9B). Foi confirmado que o sitio de
ligacdo de 50bp € suficiente para ativacdo do promotor minimo de leveduras
mediada por GmERD15. Consistente com estes dados, um fragmento de
promotor faltando a porcao de -550/-500 foi obtida pela delecdo de uma regiao
de -666/-403 do promotor de GmNRP-B, sendo que este fragmento falhou na
ativacdo do gene reporter pela mediacdo de GmERD15 (Figura 9B).
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Figura 9- Um sitio de 50 pares de bases do promotor de GmNRP-B é
necessaria e suficiente para a ligacdo de GmERD15. (A) Uma regido de -550 a
-330 do promotor de GmNRP-B foi dividida em quatro regides (duas de 50bp e
duas de 60bp), sendo utilizadas para verificagdo por gel de retardamento.
Canaleta 1: de -550 a -500bp; canaleta 2: de -500 a -450; canaleta 3: de -450 a
-390; canaleta 4: de -390 a -330. Os fragmentos foram biotinilados e incubados
por 20 minutos a temperatura ambiente com a proteina GmERD15
recombinante. A seta grande indica a formacdo do complexo proteina:DNA,
enquanto a seta pequena indica a sonda livre. (B) Medida de atividade de (-
galactosidase de mutantes de levedura transformados com a construcao
pPLACZi-PNRP-B 1000 digerido com a enzima Xbal, e com pLACZi-Fragmento
de -550 a -500 de PNRP-B, co-transformados com a fuséo transcricional AD-
GmERD15. Como controle foram utilizadas as constru¢cdes co-transformadas
com AD vazio. A atividade da enzima 3 -galactosidase é expressa em unidades

de B —galactosidase.
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A inspecéo do sitio de ligacdo de 50 bp (posi¢cbes -550/-500) revelou a
presenca de uma sequéncia palindrémica de 12 bp “*AGCATCAGTGCT>®
(Figura 10A). Visto que sequéncias repetidas e invertidas tem demonstrado
atuar como sitios de ligacdo de proteinas ao DNA (Desveaux et al.,2002), foi
ensaiado se GmMERD15 se liga a diferentes formas da sequéncia palindrémica
(dupla fita e fitas simples, codificante e nao codificante) pelo ensaio de
retardamento em gel (Figura 10C). Complexos de proteina-DNA foram
formados pela incubacdo de GmERD15 com **AGCATCAGTGCT>® como fita
dupla (canaleta dois), e fita simples codificante (canaleta 6), mas ndo com a fita
nao codificante (canaleta 4). Na regido promotora de GmNRP-B existe outra
sequéncia palindromica existente, (***ACGATTCTATCAGCTTCTAGAACGT"
399 com potencial termodinamico para a formacdo de uma estrutura em hairpin
(Figura 10B), assim como a sequéncia *!AGCATCAGTGCT>%, porém como
demonstrado por ensaios de retardamento em gel (Figura 10C), apenas esta
segunda foi capaz de formar um complexo proteina-DNA estavel com
GmERDL15, indicando a especifidade de ligacdo de GmERD15 a este cis-
elemento. Apesar da presenca de um possivel motivo ssDNA binding
transcriptional regulator na sequéncia de GmERD15 e de uma regido de
ligacdo de proteinas ssDNA binding proteins no fragmento do promotor de
GmNRP-B, GmERD15 liga-se estavelmente e de forma especifica a
fragmentos dupla fita de 187 bp, 50 bp e 12 bp in vitro (Figuras 2, 9 e 10).
Baseado na termodinamica da estabilidade da formac¢&o do hairpin, uma idéia é
gue a sequéncia palindromica de 12 bp forme uma estrutura em hairpin (AG=-
1,92), provendo uma alca de fita simples para a ligacdo de GmERD15.
Alternativamente, GmERD15 poderia se ligar a porcdo de fita dupla da
sequéncia palindrébmica, seguida de uma separacdo de fitas facilitada pela
ligagdo a porcao de fita simples. Este modelo alternativo é consistente com a
alta afinidade de ligacdo de GmERD15 a forma dupla fita da sequéncia
palindrdmica de 12 bp que foi mapeada como o sitio de ligagdo da proteina
(Figura 10).

Finalmente, para a confirmacéo in vivo do papel da regido palindrémica

de 12 bp na ligacdo especifica de GmERD15 na ativagdo da transcricdo do
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gene GmNRP-B, um fragmento de promotor faltando esta regido palindrémica
foi obtida pela delecdo de uma regiao de -666/-403 do promotor de GmNRP-B,
sendo que este fragmento falhou na ativacdo do gene reporter pela mediagéo
de GmERD15 (Figura 10D). Tomados estes resultados em conjunto, verifica-se
que um sitio de ligacdo de 12 bp, “AGCATCAGTGCT™®, da regigo
promotora de GmNRP-B, é suficiente para a ligacdo especifica e ativacdo da

expressdo de GmNRP-B in vitro e in vivo por GmERD15.
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Figura 10- GmERD15 liga-se especificamente a uma sequéncia
palindrédmica de 12 pares de bases do promotor de GmNRP-B para ativar a
transcricdo. (A) Hairpin de 12 bp formado pela regido palindrémica
SLAGCATCAGTGCT ™™ da regigo promotora de GmNRP-B, com o valor do AG
de formacao da estrutura indicado na parte inferior da figura. (B) Hairpin de 24
bp formado pela regido palindrémica “**ACGATTCTATCAGCTTCTAGAACGT
39 da regido promotora de GmNRP-B, com o valor do AG de formacdo da
estrutura indicado na parte inferior da figura. (C) Duas sequéncias
palindrémicas verificadas na regido de 187 bp foram utilizadas como sonda
para verificacdo da interacdo com GmERD15. Gel da Direita-Canaleta 1 e

2:Regido de -511 a -500 dupla fita; Canaleta 3 e 4: Regido de -511 a -500 fita
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codificadora; Canaleta 5 e 6: Regido de -511 a -500 fita ndo codificadora; Gel
da Esquerda- Canaleta 7 e 8:Regiao de -424 a -400 dupla fita; Canaleta 9 e 10:
Regido de -424 a -400 fita codificadora; Canaleta 11 e 12: Regido de -424 a -
400 fita ndo codificadora. Os fragmentos foram biotinilados e incubados por 20
minutos a temperatura ambiente com a proteina GmERD15 recombinante. A
seta grande indica a formacdo do complexo proteina:DNA, enquanto a seta
pequena indica a sonda livre. (D) Medida de atividade especifica da enzima -
glucuronidase em protoplastos de soja transformados com a construcao
pCAMBIA1381z-PNRP-B 1000bp digerido com a enzima Xbal, e com a
expressao transiente de GmERD15 pelo promotor 35S. A medida de atividade

da enzima 3 -glucuronidase é expressa em nmol/min/ug de proteina.

52



3.5- Duas proteinas de Arabidopsis thaliana apresentam similaridade de
sequencia com GmERD15

Uma analise completa da sequéncia de aminoéacidos desta familia de
proteinas (Figura 11) mostra que GmERD15 esta presente em duas copias no
genoma de soja e que dentre as proteinas similares analisadas, podemos
verificar que existem trés grupos distintos (Figura 11), sendo que a proteina
encontrada em soja constitui um grupo a parte sugerindo funcdes distintas da
proteina ERD15 de Arabidopsis ja estudada por Kariola e colaboradores
(2006). Experimentos utilizando a fuséo transcricional da proteina ERD15 de
Arabidopsis com o dominio de ligacdo ao DNA do transfator de leveduras GAL4
mostraram que a construcdo foi capaz de transativar em os genes reporteres
HIS3 e LACZ (Figura 12A e B).Estes resultados indicam que a proteina descrita
por Kariola e colaboradores ndo apresenta um dominio de transativacdo, ou
gue este dominio ndo é ativo, diferente de sua ortéloga de soja, que apresenta
forte transativagdo no sistema de leveduras (Alves, 2010). Da mesma forma,
nado foi verificada a ativacdo dos genes repoOrteres em mutantes de levedura
contendo a fusdo transcricional de ERD15 de Arabidopsis com o dominio de
ativacdo de GAL4, o que mostra que esta proteina ndo reconhece ou nao
possui um dominio de ligacdo ao DNA (Figura 12C e D).

Recentemente, Ziaf e colaboradores (2011) descreveram uma proteina
ERD15 de Solanum pennelli com 98% de similaridade com ERD15 de Solanum
licopersicum, que pertence ao mesmo grupo de ERD15 descrita por Kariola,
indicando possivelmente uma fung¢éo semelhante entre estas ortdlogas. Porém,
a localizacao nuclear in planta bem definida de ERD15 de S. pennelli, bem
como a aumentada tolerancia a frio de plantas superexpressando esta proteina
(ziaf et al 2011), mostra uma possivel diversidade funcional entre estas

proteinas de mesmo agrupamento
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Figura 11- Dendograma de proteinas homélogas a GmERD15 em
plantas. O alinhamento mdultiplo foi realizado utilizando-se o programa
ClustalW, e o dendograma foi construido utilizando o programa MEGADS5, pelo
método de UPGMA (numeros nos nos indicam os valores de bootstrap). O
homologo de ERD15 descrito por Kariola et al (2006) é sublinhado, enquanto
gque GmERD15 é indicado por um retangulo. Os numeros de acesso do NCBI
séo indicados para cada homalogo.
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Figura 12- AtERD15 (Kariola et al.,2006) néo liga-se ao promotor de
GmNRP-B e também ndo possui atividade de transativacdo em leveduras. (A)
BD-AtERD15 nao apresentou ativacao significativa do gene de (-galactosidase,
em comparacdo com o controle BD vazio e BD-GmERD15, que ativa
fortemente a expressédo de (-galactosidase. (B) BD-AtERD15 ndo apresentou
prototrofia significativa em meio sem histidina, em comparagdo com o controle
BD vazio e BD-GmERD15, que apresenta notavel prototrofia em meio
deficiente em histidina. (C) AD-AtERD15 n&o apresentou ativacao significativa
da expressdo do gene de B-galactosidase, sob controle do promotor de
GmNRP-B-1000bp, em comparagéo com o controle AD vazio e AD-GmERD15,
que ativa fortemente a expressdo de [-galactosidase sob controle deste
promotor. (D) AD-AtERD15 + pLACZi-Promotor de GmNRP-B-1000bp néo
apresentou prototrofia significativa em meio sem histidina, em comparacédo com
o controle AD vazio+pLACZi-Promotor de GMmNRP-B-1000bp e AD-
GmERD15+pLACZi-Promotor de GmNRP-B-1000bp , que apresenta notavel
prototrofia em meio deficiente em histidina. Em B e D estéo indicados do lado
esquerdo da figura as diluicbes da ODG600 inicial de 1,0 dos mutantes de

leveduras.
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Posteriormente nos identificamos a existéncia de uma proteina de
Arabidopsis pertencente ao mesmo grupo de GmERD15 (NP_567425.1, ou
AT4G14270 pelo numero de acesso do TAIR-www.arabidopsis.org/), o que
indicava uma possivel similaridade funcional em relacdo a GmERD15. Para
verificar esta hipétese, foi feito um ensaio de transativacdo com leveduras
contendo a fusao transcricional da proteina AT4G14270 de Arabidopsis com o
dominio de ligacdo ao DNA de GAL4, bem como um ensaio de mono-hibrido
de leveduras utilizando o promotor de 1000 bp de GmNRP-B em leveduras
contendo a fus&o transcricional da proteina AT4G14270 de Arabidopsis com o
dominio de ativagdo de GAL4 (Figura 13). A construcdo apresentou
transativacao significativa em ambos os experimentos, apesar de em menor
intensidade em relacdo a GmERD15 (Alves 2010) em levedura, utilizando o
gene repoérter LACZ (Figura 13). Estes resultados indicam que a proteina
AT4G14270 pode ter funcdo similar a GmMERD15 em Arabidopsis, o que n&o foi
verificado com relagéo a proteina ERD15 estudada por Kariola et al (2006).
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Figura 13- Uma proteina homdéloga a GmERD15 (AT4G14270),
apresenta atividades similares a GmERD15. (A) BD-AT4G14270 apresentou
ativacdo significativa do gene de [B-galactosidase, em comparacdo com o
controle BD vazio. (B) AD-AT4G14270 apresentou ativacao significativa da
expressao do gene de B-galactosidase, sob controle do promotor de GmNRP-
B-1000bp, em comparagdo com o controle AD vazio. A atividade da enzima 3 -
galactosidase é expressa em unidades de B —galactosidase, e as barras finas
indicam o desvio padrédo de n=3 amostras biologicas. Os asteriscos indicam
que os valores médios de atividade 3 —galactosidase diferem significativamente

ao nivel de significancia de 5%.
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3.6- O motivo ssDNA-binding transcriptional regulator de GmERD15 & um
possivel dominio de transativacao funcional em GmERD15

Foi constatado que GmERD15 € um fator de transcricdo que liga-se ao
promotor de GmNRP-B in vivo e in vitro. Como descrito anteriormente (Alves
2010), GmERD15 ndo contém nenhum dominio tipico de transfatores
conhecido, sendo a Unica excec¢do a presenca de uma sequéncia conservada
de 13 aminoacidos na posicéo 71 a 83 (DEDEKERKEQKEV), representando um
possivel motivo do tipo ssDNA-binding transcriptional regulator. Este motivo é
parte de um motivo tripartido derivado de varios ssDNA-binding transcriptional
regulators de varios reinos distintos: os co-ativadores KELP e KIWI da proteina
RNA polimerase Il de Arabidopsis (Cormack et al.,1998); a proteina de ligacdo
ao DNA p24 de Solanum tuberosum (Desveaux et al., 2000); o fator nuclear 1
tipo-C de humanos, camundongos e galinhas; a proteina de humanos poli-(C)-
binding protein 4 e seus homologos SUB1 de S. cerevisiae; dentre muitas
outras. Estas proteinas tém demonstrado funcionar como ativadoras ou
repressoras de genes (Duncan et al., 1994; Sridhar e al., 2004). Foi verificado
que GmMERDI15 pertence a uma classe de ssDNA-binding proteins que
reconhecem especificamente sequéncias palindrbmicas em ambas as
configuragBes dupla fita e fita simples codificadora. Este padrdo € condizente
com a classe de ssDNA-binding proteins.

Para verificar se o motivo ssDNA binding transcriptional regulator
presente em GmMERD15 possui a funcdo de dominio de ligacdo ao DNA, foram
construidas quimeras transcricionais entre as sequéncias codificadoras de
GmERD15 e ERD15 de Arabidopsis estudada por Kariola et al (2006), a qual
nao possui atividade aparente de fator de transcricdo. Foram construidas duas
quimeras, a primeira contendo a sequéncia codificadora de GmERD15 com a
por¢cdo codificadora do motivo ssSDNA binding transcriptional regulator
substituida pela regido equivalente em ERD15 de Arabidopsis, e a segunda
contendo a sequéncia codificadora de ERD15 de Arabidopsis com a porgéo
codificadora do motivo ssDNA binding transcriptional regulator de GmERD15
substituindo a regido equivalente em ERD15 de Arabidopsis (Figura 14A).

Estas construgdes quiméricas foram utilizadas para verificar a capacidade de

59



ligacdo ao DNA das quimeras produzidas, a partir de ensaios de mono-hibrido
de leveduras utilizando a regido promotora de 50 bp contendo as sequéncias
palindrémicas do gene GmNRP-B, e de retardamento em gel (Figura 14). Foi
demonstrado que a quimera GmERD15 (QGmERD15) mantém a atividade de
ativacdo do promotor de GmNRP-B mesmo apos a perda do motivo ssSDNA
binding transcriptional regulator, enquanto que a quimera de
ERD15(QAtERD15) que adquiriu o motivo ndo apresentou atividade de
transativacao (Figura 14B). Reforcando esta idéia, um ensaio de retardamento
em gel foi realizado, sendo que um modesto complexo proteina:DNA pode ser
observado na incubacdo de uma sonda de 187 bp com QGmERD15 (Figura
14C canaleta 3), enquanto que n&o ocorreu formacdo de complexo na
incubacdo da sonda com QAtERD15 (Figura 14C canaleta 2). A especificidade
da interacdo pode ser confirmada com a auséncia de complexo proteina:DNA
na presenca de um excesso de competidor especifico (Figura 14C canaleta 4).
Estes resultados indicam que o motivo ssSDNA binding transcriptional regulator
presente em GmMERD15 possa atuar ndo na ligacdo especifica de GmERD15
ao promotor de GmNRP-B, mas possivelmente no recrutamento da maquinaria
de transcricdo como dominio funcional de transativacdo. Estes achados séo
coerentes com a estrutura verificada para este motivo, devido a alta presenca
de residuos de aminodacidos carregados negativamente, o que dificultaria uma

interacdo com sulcos na estrutura do DNA, ocasionando repulsao.
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Figura 14- O motivo ssDNA-binding transcriptional regulator ndo atua na
ligacdo especifica ao DNA. (A) Esquema da constru¢do das quimeras, onde as
regibes codificadoras de regibes aminoacidicas homologas das proteinas
GmERD15 e AtERD15 séo trocadas entre si; N-ERD15 como sendo a porcéo
amino-terminal da proteina ERD15 correspondente e ERD15-C a porcéo
carboxi-terminal da proteina (B) Alinhamento das sequéncias de aminoacidos
de GmERD15 e AtERD15 (Kariola et al.,2006), pelo programa ClustalW, onde
sao indicadas em vermelho as regifes correspondentes a troca de sequéncia
de aminoéacidos, onde localiza-se o motivo ssDNA-binding transcriptional
regulator em GmERD15. (C) AD-QGmMERD15 apresentou ativagdo significativa
da expressdo do gene de B-galactosidase, sob controle do promotor de
GmNRP-B-50bp (posicdo -550/-500), em comparacdo com AD-QAtERD15 e o
controle AD vazio, que ndo apresentaram ativacao significativa. A atividade da
enzima B -galactosidase € expressa em unidades de B —galactosidase, e as
barras finas indicam o desvio padrdo de n=3 amostras biologicas. (D) Um
fragmento de 187 bp do promotor de GmNRP-B foi utilizada como sonda para
incubacdo com as quimeras His-QGMERD15 ou His-QAtERD15 para
verificagdo por gel de retardamento. Canaleta 1: sonda juntamente com His-
QAtERD15; canaleta 2: sonda juntamente com His-QGmERD15; canaleta 3:
sonda juntamente com His-QAtERD15 e 400 vezes um competidor especifico
(a propria sonda ndo marcada); canaleta 4. sonda juntamente com His-
QGmMERD15 e 400 vezes um competidor especifico (a propria sonda nao
marcada). Os fragmentos foram biotinilados e incubados por 20 minutos a RT
com a proteina recombinante. A seta grande indica a formacdo do complexo

proteina:DNA, enquanto a seta pequena indica a sonda livre.
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3.7- GMERD15 liga-se a outras regifes no genoma da soja

Uma analise global da ligacdo de GmERD15 a regides do genoma da
soja foi realizada a partir de experimentos de imunoprecipitagdo de cromatina,
utiizando o anticorpo anti-GmERD15 e células de soja tratadas com
tunicamicina. O sequenciamento de fragmentos de DNA imunoprecipitados
levou a identificacdo de possiveis genes controlados por GmERD15 (Tabela 3).
Foram identificadas regides do genoma upstream a genes de funcdes diversas,
como genes relacionados a GmNRP-B (KELCH related proteins), relacionados
a via de biossintese do fitohormonio jasmonato (SAM related proteins), e que
codificam cinases, como serino-treonino cinases e cinases de regulacdo de
ciclo celular (CDC2 related kinases). Estas regides foram avaliadas com
relacdo a frequéncia de aparecimento no seqiienciamento, I6cus do gene
upstream proximo a regido identificada, e identidade do gene downstream

préximo a regido identificada (Tabela 3).
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Tabela 3- Identificacdo de regides do genoma de possivel ligacdo de

GmERD15. Fragmentos de DNA foram imunoprecipitados, amplificados e

seguenciados, sendo o resultado do seqienciamento submetido a andlise

no banco de dados do Phytozome (www.phytozome.net/soybean),

obtendo-se dados de locus, regido do genoma, e value, sequéncia e

frequéncia de aparecimento.

Identidade do

Sequénciado Genoma com

NUmero de vezes

Lécus Regido do Genoma E value verificada no
gene alvo Match PO
sequénciamento
Cde2-related AAAAATGAAAACAAAAAA
rotein kinase Glyma06g17460 >Gm06:13817430..13817483 3.8e-9 ATAAAAACAAAAAAAAAA 10
p TACAAACCAAACACACCC
GGGTGTGTTTGGTTTATAT
Cytochrome P450
CYP4/CYP19/CYP Glymal5g39090 >Gm15:45664329..45664403 1.3e-8 TTTTQTTTT'?X?TT'IATTGAZZ 3
26 subfamilies AATTATTTTTATTTTT
SERINE-
THREONINE TTGGGTGTGTTTGGTTTAG
PROTEIN Glymal1g18310 >Gm11:14967280..14967343 4.28e-2 AATAGATAATTAAATAGA 3
KINASE, PLANT- GTAAATAGAAATA
TYPE
Kelch motif; TTTTTCTTCTTCTTTTTTTT
KELCH REPEAT Glyma20g22880 >Gm20:32811744..32811784 2.67e-3 TTTTATTGGAAAACACCC 2
DOMAIN AAA
KELCH-RELATED . GGGTGTGTTTGGTTTGTAT
PROTEINS Glyma10g02940 >Gm10:2126098..2126132 1l.1le-7 TTTCATTTTCTGTTTT 1
AAAAAAATGAAAACAAAA
WRKY DNA - . AATAAAAATAGAAAATAA
binding domain Glyma01g06550 >GmO01:6814848..6814904 1.93e-2 AAATACAAACCAAACACA 1
CCccC
KELCH-RELATED ATTAGTCAAATTTTTTGAT
PROTEINS; F-box Glyma13g43730 >Gm13:43338907..43338945 9.08e-2 AAAAAATAATTATAAACA 1
domain AA
SAM dependent
carboxyl Glyma03g16360 >Gm03:20754752..20754780 2.43e-3 TTTTTTTTTATTGTACCAA 2
ACACCCCCAA
methyltransferase
DNAJ/HSP40 heat TTTTGTTTTCCTTTTTTTITI
shock protein Glymal4g31850 >Gm14:38837264..38837307 2.67e-3 TTTTTGTTCTTAACCCAAA 4
binding CACCC
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Para avaliar e validar a ligacdo de GmERD15 as regides identificadas
pelo seqienciamento, foi escolhido, inicialmente, um Unico candidato a liga¢do
especifica de GmERD15 para validagdo in vitro, por ensaio de retardamento
em gel. Foi tomada a partir da andlise da varredura a regido préoxima do gene
que codifica para uma cinase relacionada com a regulacdo do ciclo celular
(CDC2-related protein kinase), por apresentar a regido com aparecimento mais
frequente no experimento. Para esta andlise foi clonada a sequéncia do
genoma que correspondeu a identificada pelo seqienciamento e regides de
aproximadamente 500 bp upstream e downstream a esta sequéncia, visando
abranger uma faixa possivel de ligacdo de GmERD15 a esta regido do
genoma, totalizando uma regido de 1000 bp (Figura 15A). A andlise desta
sequéncia buscando possiveis sitios de ligacdo de GmERDI15 revelou a
presenca de sequéncias palindrébmicas upstream a sequencia identificada no
sequenciamento (Figura 15A). Uma analise in silico desta sequéncia
palindrdmica mostrou que esta era capaz de formar estavelmente uma
estrutura de hairpin (Figura 15B), bem como apresenta na estrutura que forma
a alca de fita simples uma sequéncia TCAG, também encontrada na sequéncia
palindromica a qual GmERD15 se liga na regido promotora de GmNRP-B. Para
a confirmacao da ligacdo de GmERD15 a esta regido do genoma, foi feita uma
clivagem com a Enzima EcoRI originando dois fragmentos um de 463 bp e
outro de 537 bp. Estes dois fragmentos foram utilizados como sonda em um
ensaio de retardamento em gel, sendo o resultado apresentado na figura 15C.
Um complexo proteina/DNA foi formado estavelmente na presenca da sonda
de 463 bp e da proteina GmERD15 (figura 15C canaleta 4), enquanto que néo
ocorre formacdo estavel de complexos proteina/DNA entre GmERDI15 e o
fragmento de 537 bp (Figura 15C canaleta 2). Interessantemente, a sequéncia
palindrbmica encontra-se neste fragmento de 463 bp, indicando que
possivelmente esta sequéncia possa atuar como sitio de ligagdo de GmERD15.
Uma possivel explicagdo desta regido do DNA, préxima ao gene que codifica
uma cinase que regula o ciclo celular em soja, ser um provavel alvo para a
ligacdo de GmERD15, seja a necessidade da atenuacdo do processo de
divisdo celular mediante a inducdo por estresses diversos. GmERD15 poderia
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entdo atuar na regulacédo transcricional negativa deste gene para determinar
este quadro de atenuacao, atuando por exemplo, na modulacdo de uma via de
salvamento da célula, uma hipotese a ser testada posteriormente. Estes

achados indicam a presenca de novos genes regulados por GmERD15.
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>cm06:13816957. .13817956
GGAGGCCCAGAAAACCCGTCATTGAATCCTTACCCACAAATTTTAATTTACAACGAAAACCGTTTGACTGC
ATACAAGTTTCCTAACAARARAARAGCTCTATACAAGCTGCGTACTTARATGCAATTGCTCCAGTTATTAR
CATGTTAGGACTGTTTEETTTTGTTAGTT GTTTTC TETTTTCATTT T CACT TAAAACAGAAAAC GETGAT
GAAAATGTGTTTGATTGAAT TTCTGAAAATAT TTTTAGTGAAAATGAAAATAATAANTTCTCGTTTTICAG
TCGTTTTCEGCBGBBATTTTATTTCBATTMAATGBBBTTACGGTGBCABTGBATGTAATTTT
AAACAAATCTAAAAATACAAAAAGACAACAAACTCAATATATCATAAATTTTCAGTATTTT TATTTCATG
AAAATCGAAAACAACGAAATCAAATCATACATATT T TTACAATTCARATC TTTTAAARA TCARARCARAARR
AATAARAACAARAAARAAATACAAACCAARCACACCCTTAATTTTC T TATC TCCATGC TTTAT TTAAGAR
TGGTCCTTGATATCTCT GAAAGAATGCTCGTAACT TGTAGAAATAACTT TTTAT TATT TTT GTAGCATTG
GGGTTTGGAATTAAAAT TAGAATTCGTGTGCTGCAATT TATGCAT TG TAAGTAAGAT TT TCT TTTAT GTTT
TETAGGCAGACTAAACT GCETCTTTGT TT TTCTAT TTAACACCCTCCAAATCCACCAATCARAGTAATAR
TTTGTTGCTTCTCACAAGACGETGTTTGGAAAGTETGTTCCCARRATGARACGT TARCGACARACATAGCG
AAAGTCGTTTGCTTCTGATT GT GTGCATT CTT TACATATGATGEGAAT CCATGETAGACACCTCGAAAATTA
TTTGTTATAACGTTCCTT TTTTT TTTTAATAAGATT TCATTGGAACGACTTGECTCAT GCACTCAT GGCAAT
ATCAAAACGATGAAARATGTE
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ERD15 - + - +

Figura 15- GmERD15 liga-se especificamente a outras regides do
genoma da soja. (A) Utilizando o banco de dados do Phytozome, foi obtido um
fragmento de 1000 bp que abrange uma regido identificada por
sequénciamento (sequéncia em vermelho). Neste fragmento, foi verificada a
presenca de uma sequéncia palindrémica C
B TTCTCGTTTTCAGTCGTTTTCAGTCGAGAA '), demarcada por
retangulos. Uma sequéncia presente na alca de fita simples, TCAG, verificada
também na alca da sequéncia palindrdmica da regido promotora de GmERD15,
€ demarcada em azul claro. O sitio de EcoRI utilizado para divisdo do
fragmento € demarcado em amarelo. (B) A estrutura do hairpin formado pela
sequéncia palindromica presente no fragmento de 1000 bp, sendo indicado o
valor de AG para a formagéo do hairpin. (C) Fragmentos de 463 bp e 537 bp da
regido de 1000 bp foram utilizados como sonda para incubacdo com His-
GmERD15 para verificagdo por gel de retardamento. Canaleta 1: sonda de 537
bp; canaleta 2: sonda de 537 bp juntamente com His-GmERD15; canaleta 3:
sonda de 463 bp; canaleta 4: sonda de 463bp juntamente com His-GmERD15.
Os fragmentos foram biotinilados e incubados por 20 minutos a RT com a
proteina recombinante. A seta grande indica a formagdo do complexo

proteina:DNA, enquanto a seta pequena indica a sonda livre.
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4- Conclusao

Como concluséo, estes dados indicam que GmERD15 € um novo fator
de transcricdo que se liga ao promotor e ativa a transcricdo de GmNRP-B, um
gene induzido por estresse osmotico e do reticulo. Apesar de GmERD15 conter
um motivo conservado de ssDNA binding transcriptional regulator, a falta de
dois motivos adicionais que compdem o dominio completo faz com que a
estrutura tradicional deste dominio possa nao ser gerada (Desveaux et
al.,2002), sendo provavelmente funcional com sua multimerizagdo, como foi
evidenciado (Figura 4).

Foi visto também que este motivo pode apresentar uma possivel funcéo
de transativacdo, a ser confirmada, e ndo de ligacdo ao DNA, devido a sua
composi¢do aminoacidica altamente carregada negativamente (Figura 14).
GmERD15, portanto, define uma nova classe de fatores de transcrigao
especificos de planta que podem compor novos membros dentro da familia de
proteinas Early Responsive to Dehydration, com funcdes distintas de proteinas
da mesma familia, como visto para ERD15 de Arabidopsis, estudada por
Kariola et al (2006), mas com possivelmente funcao similar a AT4G14270, um
dado a ser confirmado posteriormente. E proposto que GmERD15 atue como
um componente upstream da via de sinalizacdo mediada por proteinas NRPs e
conecta a resposta a estresse no reticulo a resposta a estresse osmotico,
podendo desencadear um sinal de morte celular programada. Ambos
GmERD15 e GmMNRP-B sdo coordenadamente induzidos por estresses
abidticos e bidticos, o que mostra que a via mediada por proteinas NRPs pode
representar uma via de resposta geral a multiplos estresses.

ERD15 de Arabidopsis € funcionalmente caracterizada como um
regulador comum da resposta a ABA e acido salicilico (SA) (Kariola et
al.,2006). A superexpressao de ERD15 reduziu a sensibilidade a ABA, com as
plantas trangénicas sendo menos tolerantes a seca e com menor tolerancia a
congelamento em resposta a este hormdnio. Contrastando com este quadro, a
perda de funcdo de ERD15 causou uma hipersensibilidade a ABA e plantas
silenciadas mostraram tolerancia aumentada a seca e congelamento. O efeito

negativo de ERD15 na sinalizacdo por ABA aumenta a via de defesa mediada
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por SA, onde a superexpressdo de ERD15 foi associada com uma maior
resisténcia ao patdgeno Erwinia carotovora e uma expressdo aumentada de
genes marcadores de resisténcia sistémica adquirida. Estes resultados em
conjunto sugerem que ERDI15 de Arabidopsis atua como um componente
compartilhado das respostas a ABA e SA (Figura 16B). Apesar de ERD15 de
Arabidopsis e GmERD15 de soja fazerem parte de grupos diferentes dentro
dos genes ERD15 analisados (Figura 11), e apresentarem atividades
bioquimicas diferentes (Figura 12), estas proteinas tem em comum o papel de
conectores de vias de sinalizagdo (Figura 16; Alves et al., 2011). A analise de
expressdo de GmERD15 em resposta a tratamentos com ABA, SA e jasmonato
(JA), aclimatagédo a frio e ferimento podem fornecer novas pistas sobre a
funcdo de GmERD15 como um conector de multiplas vias de sinalizacdo que

podem transduzir em um sinal de morte celular programada em plantas.
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Figura 16- O papel de ERD15 como um conector de vias de sinalizacao
em resposta a estresses. (A) GmERD15, como demonstrado neste trabalho,
atua na conjuncdo de vias de resposta a estresse osmoético e estresse no
reticulo endoplasmatico, desencadeando um sinal de morte celular
programada. (B) ERD15 de Arabidopsis atua na conexao entre as vias de ABA
e SA, atenuando a via mediada por ABA, aumentando a via de tolerancia a
patbgenos mediada por SA. Figura gentilmente cedida por Alves e
colaboradores (2011).
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CAPITULO II: CARACTERIZACAO BIOQUIMICA DOS FATORES DE
TRANSCRICAO GmbZzZIP62, GmbZIP105, GmbZIPE1 e GmbZIPE2
RESPONSIVOS A INFECCAO POR Phakopsora pachyrhizi, AGENTE
CAUSADOR DA FERRUGEM ASIATICA EM SOJA

80



1. Revisao de literatura

Phakopsora pachyrhizi € um fungo biotréfico fitopatogénico obrigatério
que causa a doenca comumente conhecida como ferrugem asiatica da soja.
Phakopsora pachyrhizi primariamente coloniza o tecido foliar e sob condi¢des
ambientais favoraveis a infec¢do pode resultar em perdas de até 80% de uma
lavoura (Patil et al., 1997). Seis loci em Glycine max, identificados até o
momento, conferem imunidade [Rppl (CHENG e CHAN 1968)], ou resisténcia
parcial [Rpp2, (HIDAYAT e SOMAATMADJA 1977), Rpp3 (BROMFIELD e
HARTWIG 1980), Rpp4 (HARTWIG 1986), Rpp5 (Garcia et al. 2008) e Rpp6 (Li
et al., 2012)] ao patdgeno, sendo responsaveis pela auséncia de lesdo ou
producdo de lesdes do tipo castanho-avermelhada (lesées do tipo reddish-
brown- RB), que sédo facilmente visiveis em ambas as faces da folha (Bromfield
e Hartwig, 1980). Tais lesdes apresentam pouca ou nenhuma esporulagédo do
fungo, e, consequentemente, diminuem a capacidade de disseminacdo da
doenca (Monteros et al., 2007; Garcia et al., 2008). Entretanto, nenhum destes
genes foi clonado até o presente momento (Bromfield, 1984; Bromfield and
Hartwig, 1980; Hartwig and Bromfield, 1983; Hyten et al., 2007; Morceli et al.,
2008).

O fendtipo de resisténcia em plantas contra P. pachyrhizi sempre tem
sido superado na natureza devido a elevada diversidade genética do fungo
(Bromfield, 1984), apesar de os genétipos Rpp2 e Rpp4 terem sido estaveis no
Brasil deste a sua introducdo e por mais de 20 anos na Asia (Hartman et al.,
2005). Este cenario de superacdo da resisténcia pelo fungo é denominado de
sindrome ‘boom and bust’, onde ocorre a superagao do fendtipo de resisténcia
da planta hospedeira pelo patégeno.

Assim como é verificado para outros patdogenos da soja, até o presente
momento nenhum cultivar de soja, comercial ou resistente, pode resistir a todas
as racas de P. pachyrhizi, portanto a pratica de manejo mais utilizada para o
controle da ferrugem tem sido a utilizacdo de fungicidas para controlar a

doenca (Miles et al., 2007). Devido ao seu impacto econdmico e ecologico,
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tratamentos com fungicidas sao altamente criticados, além disso, a emergente
resisténcia do fungo a certos fungicidas é esperada (Miles et al., 2007).

O potencial destrutivo de P. pachyrhizi juntamente com sua recente
introducdo nos principais paises produtores de soja do hemisfério ocidental
gerou grande interesse no entendimento das interacdes moleculares de P.
pachyrhizi com a soja e com outras plantas ndo hospedeiras (Hoefle et al.,
2009; Goellner et al., 2010), visando identificar novos genes de resisténcia ao
fungo, bem como a obtencdo de variedades com maior resisténcia ou
imunidade.

Plantas respondem a atagues de patégenos ativando uma grande
variedade de mecanismos de defesa, incluindo a resposta de
hipersensibilidade (HR), a inducdo de genes que codificam proteinas
relacionadas a patégenos (PR), a producdo de compostos antimicrobianos
denominados fitoalexinas, a geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS), e
o refor¢o da parede celular (Reymond and Farmer 1998; Kim et al., 2012).

Estes complexos mecanismos de resposta sdo finamente regulados por
um grande numero de genes que codificam proteinas regulatorias. Um exemplo
tipico de proteinas regulatérias séo os fatores de trancricdo (Huanget al., 2005;
Nakashima K e Yamaguchi-Shinozaki 2006; Umezawaet al., 2006; Yamaguchi-
Shinozaki e Shinozaki 2005; Yamaguchi-Shinozaki e Shinozaki 2006). Fatores
de transcricdo respondem a estimulos ambientais através de uma cascata de
sinalizacdo que podem aumentar a sua concentracdo ou a sua atividade. Em
consequéncia, estes fatores regulam a expressdo de genes de uma via de
resposta interagindo com os promotores dos genes alvo. Entre os fatores de
transcricdo mais estudados de plantas encontra-se a familia de fatores
contendo o dominio ziper de leucina basico (bZIP). Fatores de transcricdo da
familia bZIP foram intensamente estudados com relacdo a regulacdo de genes
de armazenamento em sementes (Albani et al. 1997; Chern et al. 1996),
fotomorfogenese (Oyama et al. 1997), desenvolvimento foliar (Yin et al. 1997),
desenvolvimento floral (Chuang et al. 1999), resposta a acido abscisico (ABA)

(Nakagawa et al. 1996), e biossintese de giberilinas (Fukazawa et al. 2000).
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Entretanto, entre as vérias funcbes das proteinas bZIP em plantas, a defesa
contra patdgenos € uma das menos estudadas (Singh et al., 2002; Jakoby et
al., 2002; Alves et al., 2013).

Um exemplo classico sdo os fatores TGA (TGACGTCA cis-element-
binding proteins) (Singh et al., 2002) que atuam como reguladores da
sinalizacao por acido salicilico (SA) durante a resposta de defesa em plantas.
Trabalhos demonstraram que algumas proteinas TGA interagem com uma
proteina com dominio ankyrin repeat denominada non-expresser of Pathogen
Related (PR) genes (NPR1), onde € um componente importante da sinalizagédo
por SA em respostas de defesa (Singh et al., 2002; Jakoby et al., 2002; Alves
et al., 2013).

Em plantas com valor agrondmico, um dos primeiros bZIPs estudados foi
a proteina G/HBF-1 de soja, onde foi demonstrado que este fator liga-se a cis-
elementos responsivos a elicitores de patégenos denominados motivos G-box
e H-box. Estes cis-elementos foram encontrados no promotor do gene chsl5, o
qual codifica uma Chalcona sintase, enzima chave na via de biossintese de
flavonoides em plantas (Droge-Laser et al., 1997), que estd envolvida na
sintese de diterpenoides e flavonoides durante a resposta a patégenos (Drdge-
Laser et al.,, 1997). Foi visto que a expressdo de G/HBF-1 ndo é alterada
durante a inducao da transcricdo de chsl15, porém esta proteina é rapidamente
fosforilada em células de soja elicitadas, indicando um controle pos-traducional
deste transfator (Droge-Laser et al., 1997). Em uva, um membro bZIP,
denominado VvbZzIP23, foi identificado como um importante regulador de
respostas a estresses e sua expressao € fortemente induzida por seca,
salinidade, frio, ABA, etileno (ET), acido jasmonico (JA), e SA (Tak et al., 2012).
Em pimenta foi caracterizado um novo transfator denominado PPI1, o qual
possui uma estrutura distinta de outros membros bZIPs previamente estudados
(Lee et al., 2002). Sua expresséo é preferencialmente induzida por infeccéo por
patogenos, e ndo é alterada durante a exposi¢cao aos hormoénios SA e JA (Lee
et al., 2002).
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Existem poucos exemplos que apresentam a caracterizacdo molecular
de fatores de transcricdo responsivos a fungos de ferrugem. Em trigo, foi
identificado um fator de transcricdo da familia NAC (acronimo NAM, ATAF,
CUC) TaNAC4, envolvido na defesa contra infeccdo por stripe rust fungus e
estresses abidticos (Xia et al., 2010). Com relacao a familia bZIP, um transfator
denominado TabZIP1, foi demonstrado estar envolvido na tolerancia a estresse
e resposta de defesa ao mesmo stripe rust fungus (Zhang et al., 2009). Estes
estudos demonstram o envolvimento de reguladores transcricionais na defesa
da planta contra a infec¢ao pelo fungo causador de ferrugem.

No presente trabalho foram identificados e caracterizados quatro genes
gue codificam fatores de transcricdo da familia bZIP de soja. Os fatores tiveram
sua localizacao subcelular e seu perfil de expressdo determinado em diferentes
tecidos, além das atividades de transativacdo e capacidade de homo e
heterodimerizacdo. Finalmente, foram examinados 0s possiveis papéis como
reguladores de vias de defesa contra patégenos em plantas utilizando anélise
filogenética, andlise de expressao em resposta ao tratamento com SA e MeJA,

e em resposta a infeccéo por P. pachyrhizi.

84



2—-Material e métodos

2.1 - Anédlise filogenética da familia de proteinas bZIPs de soja

Andlises filogenéticas foram geradas por inferéncia baysiana (Bl) e
maxima verossimilhanga (ML), utilizando os programas BEAST v1.7.2
(Huelsenbeck and Ronquist, 2001) e GARLI 2.0 (Zwickl, 2006),
respectivamente.

Um total de 148 proteinas foram anotadas como sequencias de
proteinas bZIPs de soja (Glycine max) nos bancos de dados do GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/),que possuiam uma assinatura exata de

dominios bZIP, foram utilizadas na construcdo do agrupamento hierarquico de
sequéncias para as analises filogenéticas. Adicionalmente, 10 sequéncias de
proteinas bZIPs caracterizadas como responsivas a patdégenos
(ACT66299_ TabZIP; AAX20030_ CAbZIP1, CAA71687 _ GHBF1;
AAL27150 BZI1;, 022763 AtbZIP10; AAN61914 PPI1; BAG24402_ SBZ1;
NP_001234596_ SIAREB1; P43273_ TGA2; Q39234 TGA3) também foram
utilizadas e incluidas nas andlises. Os numeros de acesso de todas as
sequéncias utilizadas estédo descritos nas figuras correspondentes.

O alinhamento multiplo das sequéncias foi realizado pelo programa
MAFFT version 7 (Katoh et al.,, 2002), e o JTT+G (Jones et al., 1992) foi
calculado pelo programa ProtTest 3.2.1 (Darriba et al., 2011) como o melhor
modelo de substituicdo de aminoacidos.

As arvores filogenéticas de inferéncia baysiana foram calculadas
utilizando o método Bayesian Markov Chain Monte Carlo (MCMC) com 5x10’
geraces e uma frequéncia de amostragem de 10“considerando o modelo de
substituicdo JTT+G. A convergéncia dos parametros foi analisada no programa
TRACER v1.5.0 (http://beast.bio.ed.ac.uk/tracer), e a cadeia atingiu uma

distribuicdo estacionaria apds 5x10° geracdes. Entdo, um total de 1% das

arvores geradas foi utilizado para produzir a arvore consenso. O modelo de
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substituicdo JTT + G também foi selecionado nas configuragbes GARLI
(datatype = aminoacid; ratematrix = jones; statefrequencies = jones;
ratehetmodel = gamma; numratecats = 4; invariantsites = none), e 0 suporte
estatistico das arvores ML foi calculado a partir de 10° replicatas de bootstrap.
Entdo, 50% das arvores majoritarias de consenso de todas as replicatas de
bootstrap foram sumarizadas utilizando o programa SumTrees of DendroPy
3.8.0 (Sukumaran et al., 2010).

Para fins de comparacao entre os grupos filogenéticos, uma pesquisa de
dominios conservados foi realizada utilizando o banco de dados do Pfam
(http://pfam.sanger.ac.uk/; Sonnhammer et al.,, 1997). Apenas dominios

preditos a 1% de significancia foram considerados.

2.2 - Clonagem dos genes GmbZIP62, GmbZIP105, GmbZIPE1 e GmbZIPE2
em vetores de expresséao

Para clonar as sequéncias completas dos bZIPs alvo nos vetores de
expressdo de leveduras pDEST32 e pDEST22, e de expressao em plantas
pCAMBIA1300-YFP-pnos, os genes foram amplificados com oligonucleotideos
especificos (Tabela 1), a partir de cDNA extraido de folhas de soja suscetiveis
(EMBRAPAA48), e os produtos de amplificagéo resultantes foram purificados
utilizando-se o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega), e
inseridos por recombinacdo no vetor de entrada pDONR201, utilizando-se a
enzima BP clonase (Invitrogen). Os clones obtidos, pDONR201-GmbZIP62,
pDONR201-GmbZIP105, pDONR201-GmbZIPE1 e pDONR201-GmbZIPE2
foram utilizados para transferéncia dos respectivos cDNAs para os vetores
pDEST32, pDEST22, e pCAMBIA1300-YFP-pnos por recombinacdo pela
enzima LR clonase (Invitrogen), resultando nos clones pBD-GmbZIP62
(PDEST32- GmbzIP62) e pAD-GmbZIP62 (pDEST22-GmbZIP62), pBD-
GmbZIP105 (pDEST32-GmbZIP105) e pAD-GmbZIP105 (pDEST22-
GmbZzIP105), pBD-GmbZIPE1l (pDEST32- GmbZIPEl) e pAD-GmbZIPE1l

(PDEST22-GmbZIPE1), pBD-GMbZIPE2 (pDEST32-GmbZIPE2) e pAD-
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GmbZIPE2 (pDEST22-GmbZIPE2), e pYFP-GmbZIP62 (pCAMBIA1300-YFP-
pnos-GmbZIP62), pYFP-GmbzZIP105 (pCAMBIA1300-YFP-pnos-GmbZIP105),
pYFP-GmbZIPE1 (pCAMBIA1300-YFP-pnos-GmbZIPE1l) e pYFP-GmbZIPE2
(PCAMBIA1300-YFP-pnos-GmbZIPE2).
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Tabela 1 - Oligonucleotideos especificos para amplificacdo e

clonagem dos genes bZIP em vetores de expressao

Oligonucleotideo Sequéncia (5’-3) vetor de

Entrada
Fw-GmbZIP62 AAAAAGCAGGCTTCACAATGACTTCCTTTTCAGCTTG pDONR201
GmbZIP62-Rv | AGAAAGCTGGGTCGCGGCCGCAAGCTTCTAGTCGAGTGGCCAAATAG | pDONR201
Fw-GmbZIP105 AAAAAGCAGGCTTCACAATGAATGAAATTCAAATACT pDONR201
GmbZIP105-Rv | AGAAAGCTGGGTCGCGGCCGCAAGCTTTCAATTAGAAGGAGTTCCAC | pDONR201
Fw-GmbZIPE1 AAAAAGCAGGCTTCACAATGACGCAATTACCTCCAAA pDONR201
GmbZIPE1-Rv AGAAAGCTGGGTCGCGGCCGCAAGCTTTCACGTTACATCCCAAACCT | pDONR201
Fw-GmbZIPE2 AAAAAGCAGGCTTCACAATGGCAAATTCAAAGGGCTC pDONR201
GmbZIPE2-Rv | AGAAAGCTGGGTCGCGGCCGCAAGCTTCTAAATTCTGAGAGCAGGGT | pDONR201
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2.3- Ensaios de transativacao e dimerizagcao

Linhagens de levedura AH109 (MATa, Trpl1-901, leu2-3, 112, ura3-52,
his3-200, gal4A, LYS2::GAL1UAS-GAL1TATAHIS3, MEL1 GAL2UAS-
GALTATA::MELUAS-MEL1TATA-lacZ) transformadas com pBD-GmbZIP62,
pBD-GmbZIP105, pBD-GmbZIPE1, pBD-GmbZIPE2, foram crescidas em meio
SD (Synthetic dropout) na auséncia de leucina e histidina, suplementado com
20mM de 3-aminotriazole, por 3 dias a 28°C. As linhagens modificadas foram
crescidas por 3 dias e utilizadas para medida da atividade de B-galactosidase,
como descrito por Amberg et al (2005).

Para avaliar a capacidade de homo e hetero dimerizagdo entre as
proteinas bZIP, as mesmas linhagens modificadas acima foram re-
transformadas com as construgcbes pAD-GmbZIP62 ou pAD-GmbZIP105 ou
AD-GmbZIPE1 ou pAD-GmbZIPEZ2, e entdo crescidas em meio SD (Synthetic
dropout) na auséncia de leucina, triptofano e histidina, suplementado com
50mM de 3-aminotriazole, e permitidas crescerem por 3 dias a 28°C. As
linhagens modificadas foram crescidas por 3 dias e utilizadas para medida da

atividade de B-galactosidase, como descrito por Amberg et al (2005).

2.4— Perfil de expresséo dos genes bZIPs em tecidos de soja e em
resposta a fitohormonios

A expresséo dos genes bZIPs foi analisada em diferentes tecidos de
soja variedade CD 206 e em diferentes estadios de desenvolvimento da
semente. O RNA foi extraido a partir de folha, caule e raiz na fase vegetativa.
Para a utilizacdo das sementes, foi extraida a massa fresca segundo Lanna et
al. (2002) no primeiro estadio, segundo estadio, terceiro estadio e quinto
estadio correspondente a semente com até 75 mg, e semente madura, superior
a 450 mg.
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Para avaliacdo da expressdo dos genes em resposta a aplicacédo
exdgena de fitohormbnios as plantas foram inicialmente germinadas e ao
atingir o estadio V3 foram tratadas com metil jasmonato (MeJA) 100 uM ou
acido salicilico (SA) 1 mM pelo periodo de tempo indicado nas respectivas
figuras. Como controle de tratamento, plantas do mesmo estadio foram
tratadas com agua. O material vegetal foi coletado apds os tratamentos e
imediatamente congelado em nitrogénio liquido e em seguida armazenado a -

80 °C até o processamento.

2.5 - Experimentos de infeccao

Para avaliar a expressao dos genes bZIPs durante a infeccéo pelo fungo
P. pachyrhizi, foram utilizadas plantas resistentes (P1561356) e suscetiveis
(EMBRAPAA48) infectadas com ferrugem asiatica. Amostras de soja foram
plantadas e mantidas em casa de vegetacdo, sob condi¢cdes de temperatura
(22+1°C) e umidade (>60%) controladas, e fotoperiodo de 12h, até o estadio de
desenvolvimento V3 (30 dias). O experimento seguiu delineamento
inteiramente casualizado (DIC) com trés repeticdes (cada repeticdo contendo
trés replicatas), e estrutura de tratamentos em fatorial com dois fatores: tempo
de coleta (12, 24, 48, e 192 horas apés inoculacao - hai) e genoétipos (P1561356
e Embrapa 48). A infeccdo foi induzida através da pulverizagdo de uma
suspensao de esporos (3x10° esporos/mL) em plantas nos estadios V2 para V3
de crescimento em triplicata. Como controle dos tratamentos, plantas nos
mesmos estadios citados foram submetidas a um tratamento de falsa
inoculacdo (MOCK) para cada respectivo tempo de infeccdo. Apos 12, 24, 48 e
192 horas de inoculacdo, as folhas das plantas foram coletadas e
imediatamente congeladas em nitrogénio liquido, e em seguida armazenadas a

-80 °C até o processamento para extracao de RNA.

2.6 - Extracdo de RNA e sintese de cDNA para qRT-PCR
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O RNA total foi extraido utilizando o reagente Trizol (Invitrogen),
segundo recomendacdes do fabricante. Para eliminacdo do DNA contaminante,
0o RNA total foi tratado com trés unidades de DNase livre de RNase
(Invitrogen). Apos a extracdo 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 pyg de RNA total, oligo-dT(18) e Trancriptase Reversa M-MLV
(Invitrogen), segundo especificagdes do fabricante.

2.7 - PCR em Tempo Real (QRT-PCR) e anélises estatisticas

O procedimento de PCR em Tempo Real, bem como testes, validacdes
e experimentos foram conduzidos seguindo os 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 (Tabela 2), cDNAs dos tratamentos e SYBR Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems).

As andlises de quantificacéo relativa de cada gene foram feitas em tubos
individuais. Inicialmente foi feito um ensaio para a determinacéo da eficiéncia
da reac&o. O teste de eficiéncia foi realizado em diluicdes seriadas de 10°, 10,
102 e 10 do cDNA. Para a verificacdo da eficiéncia de reac&o, foi calculado o
valor de R2 da equacédo de regressao linear obtida para cada gene. Apds 40
ciclos de amplificacdo, todas as amostras foram submetidas a desnaturacao
gradual para elaboracdo da curva de dissociacédo (melting). As amostras foram
aquecidas com incremento de 1°C durante 30 segundos, partindo de 60°C até
atingir o limite de 94°C.

As condi¢bes 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 quantificacdo da expressao

génica, foram utilizados os métodos comparativos de Ct: 2 ““te 2 22t Como
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controle enddgeno para normalizacdo dos dados do qRT-PCR, foi utilizado a
expressdo do gene actina (AAA33939.1), que apresentou baixa variacdo de
expressao entre os tratamentos.

Os contrastes entre médias referentes a expressao relativa dos genes
analisados foram avaliadas utilizando-se o Teste t, ao nivel de 5% de
probabilidade, sendo que o programa utilizado para as analises foi o software
ASSISTAT (www.assistat.com/), versédo 2013.
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Tabela 2 - Oligonucleotideos especificos para gRT-PCR

Oligonucleotideo Sequéncia (5’-3’) Gene Alvo Eficiéncia
RT Fw-GmbZzIP62 CTTACCGGATGCGATGACTT GmbZIP62 95%
RT GmbZIP62-Rv TCAATGGTTGCAGTGATGGT GmbzIP62 95%
RT Fw-
GTTGGGAGGCATTTCTTCAA GmbZIP105 99%
GmbZzIP105
RT GmbZIP105-
R CCAGGCTAGCCACTCTATGC GmbzIP105 99%
v
RT Fw-
GACCCCAAGAGAGTCAAAAGAATC GmbZIPE1 95%
GmbZIPE1
RT GmbZIPE1-Rv GCTCTGATATGTATTGCAGCTTCCT GmbZIPE1 95%
RT Fw-
CAACCACAGACACAGCCACAA GmbZIPE2 95%
GmbZIPE2
RT GmbZIPE2-Rv GCGAACTGAGATTCGAGGTCTCT GmbZIPE2 95%
RT Fw-GmPR1 AACTATGCTCCCCGGCAACTATATTG GmPR1 95%
RT GmPR1-Rv TCTGAAGTGGCTTTACATCGAAACAA GmPR1 95%
RT Fw-GmPR4 TGCGGGTGACAAATACAGGAA GmPR4 95%
RT GmPR4-Rv TGCTGCACTGATCTACGATTCTC GmPR4 95%
RT Fw-GmNACG6 CCAACAAAAGCACTTGTGGCA GmNACS6 95%
RT GmNAC6-Rv GGACTATTCAACTGAGCCCAAAAG GmNAC6 95%
RT Fw-GmActina GAGACATCCGAGACCAGCTC Actina 91%
RT GmActina-Rv AATGCCTGATGCTTCCATTC Actina 91%
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2.8 - Transformacao transiente de plantas de tabaco e localizagao
subcelular

A transformacéo transiente de tabaco (Nicotiana tabacum cv. havana) foi
realizada como descrito anteriormente, por meio de agroinoculacéo (Carvalho
et al., 2008). As culturas de Agrobacterium tumefaciens transformadas com os
vetores de interesse foram crescidas em 5 mL de meio Rhizo, com antibioticos
adequados, a 28°C por 16 horas, e centrifugadas a 5000 RPM por 5 min. O
pellet foi lavado 2 vezes com tampéo de infiltragdo (MgCIl2 10 mM, MES 10 mM
pH 5,6 e acetosiringona 10 pM) e ressuspendido em 1 mL do mesmo tampao.
Utilizando seringas estéreis sem agulha, folhas jovens de tabaco de
aproximadamente 30 dias foram infiltradas com A. tumefaciens estirpe GV3101
em uma D.O. no comprimento de onda de 600 nm de 0,2, por meio de uma
gentil pressédo através dos estdbmatos da epiderme inferior. A expressdo das
proteinas foi confirmada por microscopia confocal, trés dias apds a
agroinoculacao.

Para a expressdo transiente das proteinas bZIP fusionadas a YFP,
folhas de tabaco foram agroinoculadas com as construgdes de DNA pYFP-
GmbzIP62, pYFP-GmbZIP105, pYFP-GmMbZIPE1l e pYFP-GmbZIPE2. Como
controle de localizacdo nuclear, foi utilizada a constru¢cdo pEGFP, que contém
0 gene GFP, para agroinoculacdo. Trés dias apods a inoculacdo, as folhas
transformadas foram observadas no microscépio LSM 510 META invertido
(ZEISS), utilizando a objetiva de 40x1,4 e o laser de argbnio. A analise foi
realizada com explantes montados em agua utilizando-se laminas e laminulas
de vidro. Para a obtencédo de imagens, A YFP foi excitada a 514 nm, e sua
emissao coletada a 535-590 nm. A fenda do microscoépio 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.
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3. Resultados

3.1. Analise filogenética das proteinas bZIPs de soja e selecdo das
proteinas GmbZIP62, GmbZIP105, GmbZIPE1 e GmbZIPE2 para estudos
funcionais.

Baseado nas andlises filogenéticas, as sequéncias das proteinas bZIP
de Glycine max agruparam-se de acordo com o modelo proposto para as
proteinas bZIP de Arabidopsis, as quais sdo compostas de dez grupos: A, B, C,
D, E, F, G, H, | e S (Jakoby et. al, 2002). Uma vez que esta classificacdo €
baseada em dominios conservados, este modelo é util na classificacado geral
das proteinas bZIP de Glycine max (Alves et al., 2013). Nas arvores
filogenéticas, estes dez grupos foram recuperados como clados monofiléticos
validados por valores moderados de probabilidade posterior (PP) (em arvores
Baysianas) e valores de bootstrap (BV) (em arvores de maxima
verossimilhanca): PP>85 e BV>50, e a maioria das 119 proteinas incluidas
nestes clados compartiham os mesmos dominios verificados no PFAM

(http://pfam.sanger.ac.uk/). Baseado nestes dados, nds também propomos um

grupo adicional de 9 proteinas bZIP relacionadas que possuem um conjunto de
4 dominios distintos (Figura 1). Além destes 11 grupos, 20 (13,5%) proteinas
bZIP permaneceram ndo agrupadas (Figura 1).

Apbs a distribuicdo de todas as proteinas bZIPs de soja anotadas no
GenBank pelos 11 grupos formados, buscamos sequéncias candidatas que
estivessem no mesmo grupo de proteinas bZIPs caracterizadas como
responsivas a patdégenos (Figura 1). Desta forma, foram escolhidas quatro
sequéncias de proteinas bZIPs (cujos numeros de acesso encontram-se
destacados na arvore) para andlises funcionais (Figura 1). Duas proteinas do
grupo E foram selecionadas para a analise de resposta a infeccdo por P.
pachyrhizi (Figura 1). Esse é o mesmo grupo no qual foi incluida a proteina
TabzIP (ACT66299), Gnica proteina bZIP que foi caracterizada funcionalmente

na resposta a infeccdo por um fungo de ferrugem, Puccinia striiformis f. sp.
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Tritici, fungo causador da ferrugem do trigo (Zhang et al., 2009). As proteinas
de soja selecionadas (XP_003543312 e XP_003525005) sdo similares as
proteinas bZIPs de Arabidopsis do grupo E (Jakoby et al., 2002), as quais nédo
foram atribuidas uma funcao biologica definida (Jakoby et al., 2002). Assim,
nés selecionamos estas duas proteinas para estudos funcionais e para analisar
suas expressdes durante a infeccdo por P. pachyrhizi. As proteinas foram
denominadas GmbZIPE1 (XP_003543312) e GmbZIPE2 (XP_003525005),
devido a similaridade com proteinas do grupo E de Arabidopsis (Jakoby et al.,
2002).

Além de GmbZIPE1 (XP_003543312) e de GmbZIPE2 (XP_003525005)
outras duas proteinas bZIPs (ABI34659 e NP_001237027) do grupo C foram
selecionadas. O grupo C foi o grupo que apresentou o0 maior niumero de fatores
de transcricdo da familia bZIP responsivos a patdégenos (Figura 1). A proteina
ABI34659, identificada no GenBank como GmbZIP105, e a proteina
NP_001237027, identificada como GmbZIP62, apresentam-se fortemente
similares a membros responsivos do grupo C (Figura 1), como as proteinas
G/HBF-1 e SBZ1 de soja (Figura 1; Jakoby et al., 2002). GmbZIP62 foi
caracterizado anteriormente como responsivo a estresses abidticos (Liao et al.,
2008), onde foi demonstrado que sua super-expressdo em Arabidopsis
aumentava a tolerancia a estresses de seca, salinidade e congelamento (Liao
et al., 2008). Desta forma, GmbZIP62 pode apresentar-se como um fator de
resposta geral a estresses em plantas, incluindo estresses causados por
patbgenos, uma caracteristica ja descrita para outros bZIPs (Lee et al., 2006;
Orellana et al., 2010).

As proteinas GmbZzIP62, GmbZIP105, GmbZIPE1 e GmbZIPE2
agruparam em diferentes clados refletindo uma diferenca estrutural que
possivelmente estd acompanhada de diferengcas funcionais entre estas

proteinas (Figura 1).
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Figura 1. Filogenia das proteinas bZIPs de soja. O alinhamento multiplo
foi gerado utilizando o programa MAFFT, e a arvore filogenética final de
méaxima verossimilhanca foi construida como descrito no item 3.1 da
metodologia. As proteinas bZIPs foram separadas em 11 grupos conforme
indicado na figura. Os numeros de acesso do GenBank séo indicados na
arvore. Os dominios observados pelas andlises do banco de dados do PFAM

(http://pfam.sanger.ac.uk/) sé&o indicados na figura e descritos no texto. As
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proteinas selecionadas para estudo sdo indicadas em negrito e destacadas em
amarelo (GmbZIPEL1, XP_003543312; GmbZIPE2, XP_003525005;
GmbZIP105, ABI34659; GmbZIP62, NP_001237027). Os numeros de acesso
das 10 proteinas responsivas a patdégenos incluidas nas andlises s&o:
ACT66299 TabZIP; AAX20030 _ CAbZIP1, CAA71687 _ GHBF1,;
AAL27150 BZI1; 022763 AtbZIP10; AAN61914 PPI1; BAG24402_ SBZ1;
NP_001234596 SIAREB1; P43273 TGA2; Q39234 TGAS. Estas proteinas

sdo indicadas na arvore em negrito.
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3.2. Localizagao subcelular das proteinas bZIPs de soja

A expressao transiente das proteinas fusionadas a YFP em células da
epiderme inferior de tabaco mostrou que as fusées YFP-GmbZIP62 e YFP-
GmbZIP105 localizam-se no nudcleo (Figura 2), enquanto a fusdo YFP-
GmbZIPE1l localiza-se predominantemente no citoplasma. A fusdo YFP-
GmbZIPE2 se localiza tanto no citoplasma quanto no nucleo das células
(Figura 2). Estes resultados sugerem que a localizacdo das quimeras pode

refletir um possivel controle por localizacdo das proteinas bZIPs.
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Fluorescence Bright field Merge

GmbZzIP62

GmbZzIP105

GmbZIPE1

GmbZIPE2

Figura 2. Localizacdo subcelular das proteinas bZIPs de soja. As proteinas
bZIPs fusionadas a YFP (yellow fluorescent protein) foram expressas em folhas de
tabaco, por meio de agroinoculacdo. A expressao das proteinas foi monitorada pela
fluorescéncia emitida por YFP, por meio de microscopia confocal, 3 dias apos a
agroinoculagcdo com os vetores binarios. As setas brancas indicam o nucleo das

células, visualizados por fluorescéncia. Barra = 20 ym.
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3.3. Atividade de transativacéo dos fatores GmbzZIP62, GmbZIP105,
GmbZIPE1 e GmbZIPE2

Quando expressas em células de S. cerevisiae linhagem AH109, as
fusBes das proteinas bZIPs ao dominio de ligacdo ao DNA de GAL4 (BD-
GmbzIP62, BD-GmbZIP105, BD-GmbZIPE1l, BD-GmbZIPE2) apresentaram
diferentes propriedades de ativacdo transcricional, como é mostrado na Figura
3. A fusdo BD-GmbZIP62 foi capaz de ativar fortemente a expressao dos genes
repérteres LacZ e HIS3, enquanto que a fusdo BD-GmbZIPEL foi capaz de
ativar fracamente e apenas a expressdo do gene HIS3. As fusdes BD-
GmbZIP105 e BD-GmbZIPE2 ndo foram capazes de ativar a expressao de

nenhum dos genes reporteres nos ensaios realizados.
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Figura 3. Atividade de transativacdo de proteinas bZIPs em levedura. A)
A atividade de B-galactosidase foi determinada a partir da utilizacdo de células
de levedura permeabilizadas com cloroférmio e SDS 0,1% crescidas overnight
transformadas com as construcbes BD-GmbZIP62, BD-GmbZIP105, BD-
GmbZIPE1l e BD-GmbZIPE2. As barras finas indicam o desvio padrao de trés
experimentos distintos. As médias indicadas por um asterisco diferiram
estatisticamente do experimento controle (AH109 transformada com vetor
pDEST32 vazio) ao nivel de 5% de significancia pelo Teste t. B) BD-
GmbzIP62, BD-GmbZIP105, BD-GmbZIPE1 e BD-GmbZIPE2 foram
introduzidos separadamente na linhagem de levedura AH109. As culturas

crescidas overnight foram diluidas conforme indicado na figura e crescidas por
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3 dias em meio sem histidina suplementado com 20mM de 3-aminotriazole
(3AT).
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3.4. Analise de dimerizac&o entre as proteinas GmbzZIP62, GmbZIP105,
GmbZIPE1 e GmbZIPE2

Proteinas bZIP podem formar homodimeros ou heterodimeros
possivelmente utilizando o motivo em espiral ziper de leucina como um motivo
de dimerizacdo, e estas interacdes podem com isso afetar a afinidade e
especificidade pelo DNA alvo (Jakoby et al. 2002). Um ensaio utilizando o
sistema de duplo-hibrido de leveduras mostrou que ocorre forte
homodimerizagdo de GmbZIPE2, homodimerizacdo fraca de GmbZIPE1l e
auséncia de homodimerizagdo de GmbZIP105 (Figura 4), e ocorre a
heterodimerizacdo entre GmbZIPE2 e GmbZIP105 e uma heterodimerizacao
fraca entre GmbZIPE1 e GmbZIP105 e entre GmbZIPEL1 e GmbZIPE2 (Figura
4), mostrando que bZIPs de grupos estruturais e funcionais diferentes podem
interagir, afetando possivelmente sua especificidade pelas sequencias alvo. As
interacdes sao indicadas pela atividade da enzima B-galactosidase (Figura 4A)
e pelos niveis de crescimento dos transformantes em meio sem histidina,
suplementado com inibidor competitivo 3AT na concentragdo de 50mM (Figura
4B).
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Figura 4. Analise de formacdo de homo e heterodimeros entre as
proteinas bZIPs. Os membros selecionados da familia bZIP de soja foram
testados como isca e presa em um sistema de duplo-hibrido de leveduras. As
combinacdes BDXAD de GAL4 no sistema de duplo-hibrido de leveduras foram
realizadas com as construcdbes BD-GmbzIP105, BD-GmbZIPEl, BD-
GmbZIPE2 ,AD-GmbZIP105, AD-GmbZIPE1l e AD-GmbZIPE2, sendo que
estas combinacfes foram introduzidas na linhagem de levedura AH109. Como
controle negativo, foi utilizada AH109 transformada com os vetores pDEST32 e
pDEST22 vazios (dados ndo mostrados). A) A atividade de (B-galactosidase foi
determinada a partir da utilizacdo de células de levedura permeabilizadas com
cloroférmio e SDS 0,1% crescidas overnight. As barras finas indicam o desvio
padrdo de trés experimentos distintos. As médias indicadas por um asterisco
diferiram estatisticamente do experimento controle (AH109 transformada com
os vetores pDEST32 e pDEST22 vazios) ao nivel de 5% de significancia pelo
Teste t. B) As culturas crescidas overnight foram diluidas conforme indicado na
figura e plaqueadas em meio sem histidina suplementado com 50mM 3-
aminotriazole (3AT) e incubadas por 3 dias. A ativacdo do gene HIS3 (a
capacidade de crescer em meio sem histidina) foi utilizada como indicacéo da

interacao.
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3.5. Perfil transcricional dos genes bZIPs em tecidos de soja

Os experimentos de gRT-PCR demonstraram que os genes bZIPs
analisados apresentam expressao tecidual diversa (Figura 5). GmbZIP62 e
GmbZIP105 foram expressos predominantemente na raiz enquanto que
GmbZIPE1l e GmbZIPE2 apresentaram maiores niveis de expressao em folhas
e em sementes no estadio maduro (Figura 5). O padrdo de expressao do gene
Actina foi considerado estavel em todos os tecidos testados, ao nivel de

probabilidade de 5% (dados ndo mostrados).
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Figura 5. Expressao dos genes GmbZIP62, GmbZIP105, GmbZIPE1L e
GmbZIPE2 em diferentes tecidos de soja. A expressao relativa do gene alvo foi

quantificada por qRT-PCR em diferentes tecidos de soja, como indicado na

figura. O valor de expressdo foi calculado usando o método 272, utilizando

como normalizador e calibrador o gene da Actina. Os cDNAs utilizados foram

obtidos a partir de 3 réplicas biolégicas (as barras finas indicam o Desvio

Padrdo de um n = 3 réplicas bioldgicas). R, raiz; S, caule; L, folha; S1, semente

primeiro estadio; S2, semente segundo estadio; S3, semente terceiro estadio;

S5, semente quinto estadio; e SM, semente madura.
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3.6. Inducéo de genes bZIPs por fitohormonios

A transcricdo dos genes bZIPs foi modificada pelos tratamentos com
horménios relacionados com a ativacdo das defesas moleculares de plantas
(Figura 6). Em relacdo ao tratamento com &cido salicilico, um horménio que
regula principalmente as defesas contra patdégenos biotroficos, todos os genes
bZIPs analisados apresentaram rapido aumento no numero de transcritos,
sendo que os picos maximos de inducdo foram atingidos principalmente no
tempo de 2 horas apoés a aplicagcdo, exceto para o gene GmbZIPEL, que atingiu
0 maximo em 6 horas (Figura 6). Em relacdo ao tratamento com metil
jasmonato, um composto analogo ao horménio acido jasmonico, que regula as
defesas contra patdgenos necrotroficos e herbivoria, 0s picos maximos de
inducdo da expressdo dos genes apareceram em tempos mais tardios, entre 6
e 12 horas apO6s a aplicagcdo (Figura 6). Estes dados evidenciam a
responsividade destes genes bZIPs a hormdnios de resposta a ataque de
patdogenos. A modificacdo da expressdo de genes marcadores de defesa
(GmPR1, GmPR4 e GmNACG6), responsivos aos hormonios utilizados,
evidenciam que os tratamentos foram eficazes na ativacdo das vias

moleculares de resposta a estresses bidticos nas plantas analisadas (Figura 6).
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Figura 6. Analise da expressdo de GmbZIP62, GmbZIP105, GmbZIPE1
e GmbZIPE2 em resposta aos tratamentos com SA e MeJA em folhas de soja.
Na ordem: A) GmbZIP62, B) GmbZIP105, C) GmbZIPE1, D) GmbZIPE2, E)
GmPR1, F) GmPR4, G) GmNACS6. O valor de expresséo foi calculado usando o

2—AACt

método , utilizando como controle endégeno o gene da Actina, e agua
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como tratamento controle. Os cDNAs utilizados foram obtidos a partir de 3
réplicas biologicas (as barras finas indicam o Desvio Padrdo de um n = 3
réplicas biologicas). As médias indicadas por um asterisco diferiram
estatisticamente do tratamento controle ao nivel de 5% de significancia pelo
Teste t.
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3.7. Perfil de expresséo dos genes bZIPs em plantas de soja suscetiveis e
resistentes durante o curso dainfeccéo pelo fungo P. pachyrhizi

O ensaio de gRT-PCR foi utilizado para determinar os perfis de
expressdo dos genes GmbZIP62, GmbZIP105, GmbZIPE1 e GmbZIPE2
durante a infeccdo pelo fungo P. pachyrhizi em plantas de soja suscetiveis
(cultivar EMBRAPAA48), sendo o resultado apresentado na Figura 7. Na
interacdo compativel estabelecida entre o fungo da ferrugem e as plantas
hospedeiras suscetiveis, a expressao dos genes GmbZIP105, GmbZIPEl e
GmbZIPE2 foi fortemente induzida nos primeiros estagios da infeccao.
GmbzIP105, GmbZIPE1 e GmbZIPE2 apresentaram picos maximos de
inducdo no tempo de 24 horas apoés inoculacao (Figura 7). Interessantemente,
de modo inverso, a expressao do gene GmbZIP62 foi fortemente reprimida em
quase todos os tempos de infeccao (Figura 7). Ap6s o0s picos de maior
expressao dos genes induzidos, os niveis de transcritos regrediram lentamente
até o nivel basal (Figura 7). O gene GmbZIP62 apresentou um ligeiro aumento
proximo ao valor basal no tempo de 24 horas ap6és infeccdo, mas voltou a ser
reprimido nos tempos posteriores da infeccdo. A inducdo da expressao de
genes marcadores de resposta a patégenos (GmPR1, GmPR4 e GmNACSH)
evidenciam que a infeccao foi estabelecida nas plantas analisadas (Figura 7).

Da mesma forma, o ensaio de gRT-PCR foi utilizado para determinar os
perfis de expressdo dos genes GmbZIP62, GmbzIP105, GmbZIPEl e
GmbZIPE2 durante a infeccdo pelo fungo P. pachyrhizi em plantas de soja
resistentes (PI561356). As plantas utilizadas contém o alelo do gene de
resisténcia mapeado proximo a Rppl (Kim et al., 2012). Em plantas resistentes
ao fungo, ha a predominancia de uma interacdo incompativel entre a planta
hospedeira e o fungo, sendo que diferentemente da expressdo dos genes
bZIPs observada em plantas suscetiveis, ocorreu uma indugédo da expressao
dos genes GmbZIP105, GmbZIPE1 e GmbZIPE2 em tempos mais tardios apos
a inoculacdo do fungo. O pico maximo de expressdo do gene GmbZIP105

ocorreu em 48 horas ap0s a inoculagdo, enquanto que 0s picos maximos de
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expressao dos genes GmbZIPE1 e GmbZIPE2 ocorreram somente 192 horas
apos a inoculacao (Figura 7). Novamente, a expressdo do gene GmbZIP62 foi
fortemente reprimida, sendo que a expressao somente chega a niveis basais
48 horas apos a inoculagdo (Figura 7). A inducdo da expressdo de genes
marcadores de resposta a patégenos (GmPR1, GmPR4 e GmNACG6) também

ocorreu em tempos mais tardios apos a inoculacéo (Figura 7).
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Figura 7. Analise da expressdo de GmbZIP62, GmbzZIP105, GmbZIPE1
e GmbZIPE2 em plantas de soja suscetiveis e resistentes durante o curso da
infecgao pelo fungo P. pachyrhizi. O valor de expresséo foi calculado usando o

método 272AC

, utilizando como controle endégeno o gene da Actina, e falsa
inoculagcdo (MOCK) como tratamento controle, para cada tempo de infeccao.
Os cDNAs utilizados foram obtidos a partir de 3 réplicas biolégicas (as barras
finas indicam o Desvio Padrdo de um n = 3 réplicas biologicas). As médias
indicadas por um asterisco diferiram estatisticamente do tratamento controle ao

nivel de 5% de significancia pelo Teste t.
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4. Discussao

As andlises filogenéticas evidenciam a grande diversidade estrutural e
funcional da familia bZIP de fatores de transcricdo. Trabalhos anteriores
(Jakoby et al., 2002) propuseram a separacao dos bZIPs de Arabidopsis em 10
grupos. Em soja, os mesmos 10 grupos foram propostos para agrupar os bZIPs
de acordo com a similaridade estrutural apresentada com as proteinas de
Arabidopsis (Liao et al., 2008). A andlise filogenética realizada neste trabalho
revelou a presenca em soja de pelo menos 11 grupos de proteinas bZIP, o que
evidencia a existéncia de outros grupos funcionais além dos previamente
descritos por Jakoby e colaboradores (2002). 20 das 148 proteinas de soja
analisadas ndo agruparam em nenhum dos 11 grupos formados, devido
provavelmente a ndo existéncia da sequéncia completa destas proteinas no
banco de dados do GenBank, ou a ndo caracterizacdo de seus dominios
funcionais como dominios bZIPs, apesar destas proteinas terem sido preditas
como proteinas da familia bZIP em estudos anteriores (Liao et al., 2008).

Um novo grupo adicional proposto é formado por proteinas homadlogas a
proteinas da familia HB-PHD de Arabidopsis (Ariel et al., 2007). A estrutura do
dominio homeobox (HB), apresenta um motivo conservado de 60 aminoacidos
presente em fatores de transcricdo encontrados em todos 0S organismos
eucariotos (Ariel et al., 2007). Este motivo enovela-se em uma estrutura hélice
tripla que é capaz de interagir especificamente com o DNA alvo (Ariel et al.,
2007). O dominio PHD finger, um dedo de zinco Cys4-His-Cys3, é encontrado
em muitas proteinas regulatérias de plantas ou animais 0s quais sao
frequentemente associados com a regulacao da transcricdo por modificacdo da
cromatina (Halbach et al., 2000). Em fatores de transcricdo contendo dominio
homeobox o PHD finger € combinado com um ziper de leucina upstream
(Halbach et al., 2000). Ambos estes dominios juntos formam uma regido
altamente conservada de 180 aminoacidos denominada de motivo ZIP/PHDf, e
ja foi verificado que a atividade transcricional do PHD finger € mascarada

guando este dominio encontra-se nesta longa regido (Halbach et al., 2000).
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Curiosamente, pouco € conhecido sobre a regido basica proximal ao dominio
ziper de leucina desta regido de 180 aminoacidos, sendo que estas proteinas
ainda ndo haviam sido descritas na literatura como proteinas contendo o
dominio bZIP. Além de possuir dominios descritos em proteinas HB-PHD, as 9
proteinas deste grupo apresentam também os dominios MEKHLA (os quais
possuem MEKHLA como sequéncia conservada de aminoacidos), que possuli
similaridade com o dominio PAS (Per, Arnt e Sim proteins), que em eucariotos
possui a funcédo de detector de sinais em vias de sinalizacdo (Dunham et al.,
2003), e o dominio START (StAR protein-related lipid-transfer), que possui
funcdo de ligacdo a lipideos, como colesterol, fosfolipideos ou esfingolipideos
(Ponting et al., 1999), o que indica que estas proteinas podem estar ancoradas
a membranas celulares como receptores de sinais em células vegetais.
Analisando a composicdo dos dominios protéicos verificados em cada
proteina bZIP de soja, verificamos uma diversidade estrutural entre 0os grupos
monofiléticos (Figural). Os membros dos grupos A, C, E, F, | e S apresentam
como assinatura estrutural principal a presenca dos dominios de ziper de
leucina basicos (bZIP), sendo que os dominios bZIPs verificados diferem
estruturalmente de acordo com a classificacdo proposta por Jakoby e
colaboradores (2002). Por exemplo, o dominio bZIP_C, encontrado em 19 dos
20 membros do grupo C, difere dos dominios bZIP_1 e bZIP_2 por possuir um
ziper de leucina estendido de até nove repeticdes contendo sete leucinas cada
(Jakoby et al., 2002). Diferentemente dos membros destes grupos, os membros
dos demais grupos possuem diversos dominios que refletem as caracteristicas
de seus papéis funcionais. A maioria dos membros do grupo D (17) possuem
além do dominio bZIP um dominio DOG1 (Delay of germination 1 protein),
relacionado ao controle do desenvolvimento de sementes (Jakoby et al., 2002),
enquanto dois membros apresentam um dominio denominado HSF (Heat
shock factor), um dominio de ligacdo a elementos de promotores relacionados
a choque térmico (Clos et al., 1990). Sete membros do grupo G possuem um
dominio denominado MFMR (Multifunctional mosaic region), com funcgéo crucial
na ativacao da transcricdo (Jakoby et al., 2002). Cinco membros do grupo H
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possuem um dominio dedo de zinco tipo RING finger, de provavel funcdo de
interagcdo proteina-proteina (Halbach et al., 2000). Apesar de 20 proteinas ndo
agruparem em nenhum dos 11 grupos monofiléticos formados, 16 delas
apresentam dominios de fun¢éo ainda desconhecida (DUF), com similaridade
estrutural ao dominio bZIP (DUF630, DUF632 e DUF1664), enquanto outras 3
proteinas apresentaram dominios nado relacionados (Figura 1). 10 proteinas
verificadas no agrupamento ndo apresentaram nenhum dominio
significativamente relevante (Figura 1).

Em plantas, os fatores bZIPs apresentam-se como reguladores mestres
da expressdo de genes de resposta a estresses abidticos, processos de
maturacdo de sementes e desenvolvimento floral (Singh et al., 2002). Analises
filogenéticas com as proteinas da familia bZIP de soja, nos levou a selecionar 4
fatores de transcricdo que supostamente estdo envolvidos na resposta a
infeccdo por patégenos por apresentarem similaridade estrutural significativa
com bZIPs sabidamente responsivos a patdgenos (Figura 1). Os genes
GmbzIP62, GmbZzZIP105, GmbZIPE1 e GmbZIPE2 foram diferencialmente
expressos tanto durante a infeccdo em plantas suscetiveis como em plantas
resistentes (Figura 7 e 8). Todos os genes analisados foram induzidos ap6s o
tratamento com hormdnios mediadores de respostas de defesa (Figura 6).
Estes resultados sugerem que as proteinas GmbZIP62, GmbZIP105,
GmbZIPE1l e GmbZIPE2 sédo fatores que podem fazer parte da maquinaria de
defesa da planta em resposta a patdgenos.

Caracteristicas bioquimicas inerentes a funcéo de fatores de transcricao
mostraram-se diversas nas proteinas bZIPs analisadas. Excetuando-se a
proteina GmbZIPE1l, as proteinas GmbZIP62, GmbZIP105, e GmbZIPE2
apresentaram localizacdo nuclear (Figura 2). A interacdo fraca demonstrada
pelo sistema de duplo-hibrido entre GmbZIP105 e GmbZIPEl, e entre
GmbZIPE2 e GmbZIPE1 (Figura 4) sugere que possivelmente GmbZIPE1
possa ser translocado para o nucleo mediante interacdes com outras proteinas
parceiras. Outra hipétese é que GmbZIPE1l possa depender de estimulos

ambientais, por exemplo, elicitores, para que ocorra modificacdes poés-
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traducionais que possibilitem a sua translocagdo e acumulagcdo no ndcleo das
células. Estes mecanismos de realocacdo ja foram descritos para outras
proteinas bZIPs responsivas a patdgenos, como G/HBF-1 de soja, que €
fosforilada e acumula-se no ndcleo somente ap0s a exposicdo da planta a
elicitores. Outro exemplo é o fator BZI-1 de tabaco, que interage com ANK-1,
uma proteina com dominio ankirina, que tém a funcdo de reter o fator no
citoplasma, sendo esta interacdo desfeita na presenca de elicitores,
translocando o fator BZI-1 para o nucleo (Drége-Laser et al., 1997; Kuhlmann
et al., 2003; Alves et al., 2013).

Apenas a proteina GmbZIP62 foi capaz de ativar fortemente a
transcricdo dos genes reporteres LacZ e HIS3 em leveduras, mostrando que
esta possui um dominio de ativacdo altamente conservado em eucariotos
(Figura 3). A proteina GmbZIPEL foi capaz de ativar fracamente a transcri¢cao
do gene reporter HIS3, o que mostra que esta proteina € capaz de recrutar a
maquinaria de transcricdo da célula vegetal. GmbZIP105 e GmbZIPE2 nao
foram capazes de transativar 0s genes reporteres em levedura, porém
GmbZIPE2 apresentou um forte padrédo de homodimerizagcdo, bem como o
mesmo padrdo foi observado na heterodimerizacdo com GmbZIP105 (Figura
4), evidenciando que a funcéo destas proteinas pode ser modulada a partir de
interagbes proteina-proteina com outros dominios bZIPs. Muitos fatores de
transcricdo da familia bZIP utilizam a interacdo entre seus dominios ziper de
leucina para regular a afinidade e especificidade de ligacdo ao DNA alvo, uma
caracteristica muito estudada em bZIPs de Arabidopsis (Jakoby et al., 2002).
Um exemplo da importancia funcional da homo e heterodimerizagdo de
proteinas bZIPs foi mostrado na via de resposta a escassez severa de
nutrientes em Arabidopsis. Nesta via duas proteinas bZIPs de Arabidopsis,
bZIP1 e bZIP53, sdo ativadas por heterodimerizagdo com outros membros da
familia bZIP. Esta interagdo acarreta uma mudanca na atividade transcricional
dos fatores afetando a afinidade de ligacdo aos cis-elementos ACGT ou

ACTCAT-like, causando a reprogramacdo do metabolismo primario em
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resposta a estresse devido a baixa disponibilidade energética (Dietrich et al.,
2011).

Varios genes que codificam para fatores de transcricdo bZIPs em
plantas apresentam expressao constitutiva em raiz, mas pouca ou nenhuma
expressao em caule e folhas (Schindler et al., 1992; Miao et al., 1994; Katagiri
et al., 1989). Neste estudo, foi demonstrado que os niveis de expressdo dos
genes GmbZIP62 e GmbZIP105 foram maiores em raiz, e comparativamente
mais baixos nos demais tecidos analisados (Figura 5). Diferentemente, os
genes GmbZIPE1 e GmbZIPE2 tiveram expressao predominante em sementes
maduras, e somente GmbZIPE1 apresentou expresséo em folhas (Figura 5).

Os genes bZIPs analisados foram responsivos ao tratamento com SA e
MeJA (Figura 6), hormonios mediadores de resposta de defesa contra
patégenos em plantas, sendo que para o tratamento com SA os genes bZIPs
apresentaram picos de maxima expressdo em tempos variados. Os genes
GmbZzIP62 e GmbZIP105 apresentaram o pico maximo de expressado 2 horas
apos aplicacdo, enquanto que os genes GmbZIPE1 e GmbZIPE2 apresentaram
0s picos em 12 e 24 horas, respectivamente. A expressédo dos genes diminui
logo ap6s o pico maximo de expressdo. Para o tratamento com MeJA, o0s
genes GmbzZIP105 e GmbZIPE1l apresentaram, respectivamente, picos
maximos nos tempos de 6 e 12 horas apés a aplicacdo, também seguidos de
gueda na expressdo. Porém, os genes GmbZIP62 e GmbZIPE2 apresentaram
dois picos de expressdo, ambos nos tempos de 2 e 12 horas, mostrando uma
resposta bifasica em resposta ao JA.

Schneider e colaboradores (2011) demonstraram que a inoculacdo de
plantas de soja (Glycine max) com P. pachyrhizi leva a uma resposta bifasica,
caracterizada por uma exploséo de expressao diferencial de genes responsivos
iniciada nas primeiras 12 horas em genaétipos resistentes contendo o0 gene
Rpp3. Um periodo silencioso ocorre em torno de 24 a 48 horas depois da
inoculagao, no qual P. pachyrhizi continua a desenvolver-se mas néo elicita
respostas hospedeiras, seguido entdo por uma segunda fase de intensa

alteracdo na expressdo génica, iniciada em torno de 72 horas depois da
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inoculacdo (Schneider et al., 2011). A primeira grande variacdo da expressao
génica pode ser correlacionada com a formacéo do apressorio e penetracao de
células epidermais. A segunda onda na expressao génica ocorre no comeco da
formacao do haustério, sendo que estes processos ocorrem tanto em plantas
suscetiveis como em resistentes, durante as interagbes compativel e
incompativel, respectivamente. A proliferacdo dos haustoérios coincide com a
inibicdo do crescimento de P. pachyrhizi numa interacdo incompativel em
plantas resistentes, ou o0 come¢o do crescimento acelerado de hifas do fungo
na interacdo compativel em plantas suscetiveis (Schneider et al., 2011). As
relacbes temporais entre o crescimento de P. pachyrhizi e as respostas da
planta hospedeira mostram um importante contexto no qual se podem detalhar
as redes de interacbes moleculares durante a infeccdo (Schneider et al., 2011).
A expressdo aumentada dos genes GmbZIP105, GmbZIPE1 e GmbZIPE2 nos
tempos iniciais da interacdo compativel entre o fungo P. pachyrhizi e as plantas
suscetiveis sugere que 0s genes bZIPs analisados podem estar envolvidos nos
processos moleculares de reconhecimento fungo-planta e nas respostas de
defesa contra a penetracdo da cuticula e paredes celulares das células
epidermais da folha pelo fungo, um processo ja relatado para outros genes
bZIPs em resposta a fungos de ferrugem (Zhang et al., 2009). Em contraste, a
repressdo do gene GmbZIP62 durante a infeccdo por P. pachyrhizi revela a
possivel existéncia de um mecanismo de repressdo da maquinaria de defesa
da planta pelo fungo, sendo GmbZIP62 possivelmente um dos genes alvo
durante a repressdo. Como GmbZIP62 confere tolerancia a estresses abioticos
diversos (Liao et al., 2008), e apresentou expressdo induzida por tratamento
com SA e JA, possivelmente sua funcdo conservada na defesa da planta pode
ter sido bloqueada a partir de modulacéo negativa de sua expressao, mediada
pela maquinaria molecular do fungo, uma hip6tese a ser confirmada
futuramente.

As andlises de expressdao dos genes bZIPs e dos genes controle
responsivos a patégenos (GmPR1, GmPR4 e GmNAC6) mostram uma inducao

tardia para todos os genes nas plantas resistentes em comparagdo com as
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suscetiveis (Figura 8). Estudos de expressdo génica em larga escala utilizando
plantas de soja resistentes Rppl revelou uma regulacdo positiva na expressao
de genes de resposta a estresse oxidativo, como lipoxigenases e peroxidases,
sugerindo uma importante funcéo para estes genes na resisténcia mediada por
Rppl (Choi et al.,, 2008). Uma expressao bifasica também é observada na
infecgdo por P. pachyrhizi em plantas de soja com resisténcia mediada por
Rpp2 (van de Mortel et al.,, 2007). A resposta transcricional prematura
observada em plantas suscetiveis, e tardia em plantas resistentes, pode
representar uma resposta geral da soja a reconhecimento ndo especifico de
qualquer patdgeno, presumivelmente pela interacdo com microbe-associated
molecular patterns (MAMPSs) (Mackey and McFall, 2006). Em estudos recentes
em Glycine tomentella, varios genes diferencialmente expressos durante a
infeccdo por ferrugem asiatica foram associados com a via biossintética de
flavonoides e fenilpropanoides (Soria-Guerra et al., 2010). Neste estudo, a
expressao de isoflavona redutase aumentou em 12 horas apos a inoculacdo no
gendtipo resistente, mas seu aumento foi defasado até 24 horas no gendtipo
suscetivel. Uma regulacdo positiva similar de genes desta via em soja também
foi observada em plantas Rpp1, depois da infeccdo com isolados compativeis e
incompativeis de P. pachyrhizi (Choi et al., 2008). Choi e colaboradores (2008)
reportaram altos niveis de expressao de isoflavona redutase em 24 e 48 horas
apos a inoculagdo em plantas suscetiveis e resistentes ao fungo. Com relagao
a participacao de fatores de transcricdo na resposta a ferrugem asiatica, Choi e
colaboradores (2008) mostraram que fatores de transcricdo MYB possuem
expressdo induzida em 12 e 24 horas apo6s inoculacdo e sdo reprimidos em 48
horas em soja. Diferentemente, fatores de transcricdo WRKY séo induzidos em
12 horas apo0s inoculacao e reprimidos em 24 e 48 horas. Resultados similares
sdo observados na regulagdo positiva de fatores WRKY, que ocorre em 12
horas apdés inoculagédo no gendtipo resistente, mas apenas nos tempos de 24 e
48 horas séo induzidos no gendtipo suscetivel, enquanto que fatores MYB sao
reprimidos em ambos 0s gendétipos em todos 0s tempos, em Glycine tomentella

(Soria-Guerra et al., 2010). Estes resultados sugerem que fatores de

122



transcricdo podem ter ambas as fungdes positivas e negativas no controle da
expressao de genes adicionais envolvidos nas vias de defesa da planta para
prevenir a infeccdo. Outra hipotese é que durante a infeccdo pode haver
interferéncia na expressao destes genes reguladores por acdo da maquinaria
molecular do fungo, evitando as respostas da planta hospedeira.

Baseado em analises de expressao em larga escala, aparentemente a
inducdo de genes no tempo € mais relevante que o envolvimento especifico de
genes para determinar o resultado da interacdo entre a planta hospedeira e o
fungo(van de Mortel et al., 2007). Além disso, o proprio estadio de crescimento
da planta pode influenciar o padrdo de expressao de genes durante o curso da
infecgéo (Panthee et al., 2009).

Como o estabelecimento da infeccéo ocorre tardiamente nos cultivares
resistentes Rppl, devido provavelmente a esta regulacdo positiva na
expressdo de genes associados a estresse oxidativo, os genes bZIPs e os
genes marcadores utilizados neste estudo podem estar sendo induzidos
somente apos o estabelecimento da infeccdo, onde estardo exercendo suas
funcBes. Estudos diversos da fungéo de proteinas bZIPs em vias de resposta a
patdbgenos dao suporte as hipoteses das possiveis funcdes biolégicas dos
fatores bZIPs aqui estudados, na defesa contra a infecgdo por P. pachyrhizi
(Alves et al., 2013). As proteinas GmbZIP62 e GmbZIP105 sdo homoélogas as
proteinas G/HBF-1 e SBZ-1 de soja, ambas responsivas ao ataque de
patdogenos, bem como também apresentam homologia com os fatores bZIPs
CPRF-1, CPRF-2 e CPRF-3 de salsa, que ligam-se a um cis-elemento
funcional que confere resposta a luz, denominado H-box, no promotor de
chs15, que controla a expressao do gene que codifica para chalcona sintase,
assim como foi demonstrado para os genes de soja G/HBF-1 e SBZ1(Droge-
Laser et al., 1997; Weisshaar et al., 1991). A proteina chalcona sintase (CHS,
EC 2.3.1.74), é uma enzima chave da via de biossintese de flavonoides,
isoflavonoides e fenilpropandides, e esta diretamente envolvida na via de
defesa mediada por SA em plantas (Droge-Laser et al., 1997; Bhuiyan et al.
2007, 2009; Vance et al. 1980; Pandey et al., 2011). O cis-elemento H-box tem
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sido estudado como um elemento fundamental no promotor de chsl5 para a
ativacdo da transcricdo durante a resposta de defesa contra patégenos, através
da ligacdo de fatores de transcricdo da familia bZIP a este cis-elemento
(Weisshaar et al.,, 1991; Loake et al., 1992; Drbge-Laser et al., 1997). Estes
dados sugerem uma possivel funcédo das proteinas GmbzZIP62 e GmbZIP105
como reguladores da expresséo de genes da via de biossintese de flavonoides
mediada por SA. Os genes que sao controlados pelos fatores GmbZIPE1 e
GmbZIPE2 ainda permanecem indeterminados e mais estudos sédo necessarios
para elucidagéo de suas fungdes na maquinaria de defesa.

Estudos anteriores mostraram que a proteina GmbZIP62 foi capaz de
ligar-se a ABREs, bem como plantas de Arabidopsis super-expressando
GmbZzZIP62 mostraram-se tolerantes a estresses abioticos diversos, como
congelamento e déficit hidrico, sugerindo um possivel papel de GmbZIP62 na
sinalizacdo de resposta a estresses ambientais mediada por ABA (Liao et al.,
2008). Sendo GmbZIP62 homologa as proteinas G/HBF-1 e SBZ1, de soja, e
as proteinas da familia CPRF, de salsa, ha evidéncias da possivel funcdo desta
proteina na resposta global a estresses ambientais em plantas.
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5. Concluséao

Os resultados obtidos sugerem que 0s genes bZIPs analisados,
GmbZIP62, GmbzIP105, GmbZIPE1 e GmbZIPE2, estdo envolvidos na
resposta a infeccdo pelo fungo P. pachyrhizi, agente causador da ferrugem
asidtica da soja. Analises de filogenia molecular demonstraram que dois dos
genes identificados GmbZIPE1 e GmbZIPE2 codificam proteinas do mesmo
agrupamento de fatores de transcricAo da familia bZIP conhecidamente
responsivos a fungos de ferrugem (TabZIP). As outras duas proteinas bZIP
identificadas GmbZIP62 e GmbZIP105 apresentam similaridade com fatores de
transcricdo sabidamente responsivos a patégenos em soja (G/HBF-1 e SBZ1),
sendo que GmbZIP62 ja havia sido caracterizado com relacdo a sua funcéao na
tolerancia a estresses abibticos (Liao et al., 2008).A localiza¢do nuclear dos
genes GmbZIP62, GmbZIP105 e GmbZIPE2 demonstra o provavel papel como
fatores de transcricdo, porém apenas GmbZIP62 apresentou capacidade
efetiva de transativacdo. A capacidade de heterodimerizacdo entre GmbZIP105
e GmbZIPE1l e de GmbZIPE2 e GmbZIPELl indica que GmbZIPE1l também
pode localizar-se no ndcleo da célula através da interagdo com outros fatores
de transcricdo bZIP. A capacidade de homodimerizacdo de GmbZIPE1 e de
GmbZIPE2 mostra que estes fatores podem ser funcionais apenas em um
complexo. A transcricdo dos quatro transfatores analisados foi induzida pelos
hormdnios de resposta a patégenos, sugerindo a participacdo destas proteinas
em vias de sinalizacdo de defesa durante a interacdo planta-patégeno.A
expressao diferencial dos genes GmbzIP62, GmbZIP105, GmbZIPEl e
GmbZIPE2 durante a infeccao pelo fungo, tanto em plantas suscetiveis quanto
em plantas resistentes dao suporte a suposi¢éo da participacdo destes fatores
na interacdo planta-patdgeno. A diferenca de expresséo dos genes GmbZIP62,
GmbZIP105, GmbZIPE1 e GmbZIPE2 entre as plantas suscetiveis e
resistentes durante a infecgéo pelo fungo foi principalmente devido ao atraso e
diminuicdo na expressdo dos genes bZIPs analisados, perfil também

observado para genes efetores de defesa GmPR1, GmPR4, e GmNACSG6, 0 que
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nos levou a concluséo de que a expressao dos genes GmbZIP62, GmbZIP105,
GmbZIPE1 e GmbZIPE2 sao alteradas somente apds o estabelecimento da
infeccdo pelo fungo, em resposta a penetracdo bem sucedida da parede celular
de células epidermais ou a formacgéo estavel de haustorios dentro das células
hospedeiras. Varias vias de resisténcia a infeccdo e de respostas a estresses
podem estar regulando a atividade transcricional dos genes bZIPs estudados.
Dentro de um grande numero de fatores de transcricdo de plantas nossos
resultados mostram que os genes GmbZIP62, GmbZIP105, GmbZIPEl e
GmbZIPE2 séo candidatos importantes para serem avaliados como provaveis

genes a criar resisténcia duravel ao fungo P. pachyrhizi.
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