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RESUMO

PEREIRA, Alan Alves, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2010.
Efeito do estresse hidrico na expressao de genes da subfamilia HD-Zip
| em soja [Glycine max (L.) Merrill]. Orientador: Aluizio Borém de Oliveira.
Co-orientadores: Claudio Horst Bruckner e Marcelo Ehlers Loureiro.

Este trabalho teve como objetivo analisar a expressdo de genes da
subfamilia HD-Zip | em soja sob condi¢des de estresse hidrico, utilizando a
técnica de PCR em tempo real (RT-gPCR). Foram avaliados trifélios de soja de
gendtipos tolerante (Embrapa 48) e suscetivel a seca (BR-16) sob trés niveis
de déficit hidrico: auséncia de estresse hidrico, estresse hidrico moderado
(potencial hidrico foliar na antemanha de -1,5 MPa) e estresse hidrico severo
(potencial hidrico de -3,0 MPa). Dos trés genes aqui estudados, o gene
GmHB13 foi claramente induzido pelo déficit hidrico. O gene GmHB13 foi
induzido no gendtipo tolerante, e teve sua expressao reduzida no gendtipo
suscetivel. Como a superexpressdo de seu heterdlogo em plantas de
Arabidopsis thaliana transgénicas aumenta a tolerancia a seca, estas duas
evidéncias, em conjunto, sugerem que este gene esteja contribuindo para a
maior tolerancia a seca do gendtipo Embrapa 48. Por outro lado, a indugéo
semelhante do gene GmHB21 em ambos os gendtipos, sugere que este gene
possa estar controlando a expressdo de genes de aclimatagdo a seca, nao
ligados diretamente ao mecanismo de tolerancia. A represséo da expressao do
gene GmHB6 no gendtipo suscetivel pode estar relacionada ao maior tempo de
desidratagcao deste gendtipo, visto que o mesmo atinge mais rapidamente o
estresse hidrico severo. A redugdao no crescimento é entdo mais forte no
genadtipo suscetivel, o que pode ser devido a maior redugéo da expressao do
fator transcricional GmHB6, que teria um papel importante no controle da
divisdo celular. A analise dos promotores mostrou a presenga de elementos
cis-regulatorios relacionados ao estresse hidrico nos trés genes estudados. Em
conjunto, os resultados indicam que o gene GmHB13 como um forte candidato

a participar no mecanismo de tolerancia a seca em soja.



ABSTRACT

PEREIRA, Alan Alves, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2010.
Effect of water stress on the gene expression of the HD-Zip | subfamily
in soybean [Glycine max (L.) Merrill]. Adviser: Aluizio Borém de Oliveira.
Co-advisers: Claudio Horst Bruckner and Marcelo Ehlers Loureiro.

The objective of this work was to analyze the gene expression of the HD-
Zip | subfamily, and its involvement in drought tolerance in soybean using the
real time PCR (RT-gPCR) technique. Trifoliate soybean leaves of drought
tolerant (Embrapa 48) and susceptible (BR-16) genotypes were evaluated
under three levels of water deficit: absence of water stress (mock), moderate
water stress (-1.5 MPa), and severe water stress (-3.0 MPa). Among the three
genes studied, GmHB13 was clearly induced by water stress. GmHB13 was
induced only in the tolerant genotype, while it has reduced expression in the
susceptible genotype. Super-expression of heterologous genes in Arabidopsis
thaliana transgenic plants increases drought tolerance. These observations
suggest that this gene is contributing to a higher drought tolerance in the
tolerant genotype. Moreover, the induction of gene, GmHB21 in both
genotypes, suggests that this gene may be controlling the expression of
drought acclimation genes not directly related to the mechanism of tolerance.
The greatest reduction in expression of the GmHB6 gene in the susceptible
genotype may be related to a longer dehydration of this genotype, whereas it
quickly reaches the severe water stress. The growth reduction is stronger in the
susceptible genotype, which may be due to greater reduction in the expression
of transcription factor GmHBG6, which would have an important role in controlling
cell division. The analysis of the promoters showed the presence of cis-
regulatory elements related to water stress in the three genes studied.
Together, these results indicate the gene GmHB13 as a strong candidate to

participate in the mechanism of drought tolerance in soybean.
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1. Introdugao

A soja, Glycine max (L.) Merrill, € considerada uma das espécies
cultivadas ha mais tempo. Relatos da literatura chinesa sobre esta cultura
datam de 2.500 anos a.C. A cultura da soja foi introduzida no Brasil em 1882
na Bahia, mas somente em 1940 o cultivo comercial do grao se estabeleceu na
regido sul do Pais, com consideravel expansao das areas de cultivo depois de
1960 (HUNGRIA et al., 2001).

Atualmente, o Brasil ocupa o segundo lugar na produ¢do mundial, sendo
que a cada safra, sao registrados incrementos, tanto em area plantada, quanto
na quantidade produzida. O levantamento da Companhia Nacional de
Agricultura e Abastecimento (CONAB), na safra 2009/2010, indicou um
incremento na area plantada de 1,5 milhdo de hectares, comparativamente a
safra anterior. Em termos nacionais, houve um incremento na produgcdo em
10,7 milhdes de toneladas (CONAB, 2010).

Com relagdo a estimativa de produtividade média na safra 2009/2010,
devido ao comportamento climatico que contribuiu para o bom
desenvolvimento das lavouras, mesmo com excesso de chuvas e em
consequéncia a alta umidade em algumas regides, sobretudo no Parana e em
Mato Grosso, a produtividade esta estimada em 2.920 quilos por hectare, a
maior média ja obtida em nivel de Pais. A perda na produtividade da safra
anterior, 2008/2009, se deve, sobretudo, a estiagem ocorrida na Regido Sul e
Estado do Mato Grosso do Sul. Esta ocorréncia climatica teve influéncia direta
nas épocas de plantio e desenvolvimento da cultura. Vale salientar que uma
boa parte da area plantada é de ciclo precoce e, por essa razao, as fases de
florescimento e formagao das vagens foram seriamente prejudicadas pela falta
de chuva (CONAB, 2010).

A seca é um dos principais fatores responsaveis por perdas na produgao
brasileira de soja. Em situa¢cdes de déficit hidrico, varios mecanismos sao
acionados pela planta para aumentar a tolerdncia a seca. Conhecer esses
mecanismos € como € regulada a expressao dos genes relacionados com
resposta a seca, € essencial na identificagdo de rotas metabdlicas envolvidas

nos processos de tolerancia, e consequentemente, no desenvolvimento de



estratégias moleculares para obtencdo de plantas mais adaptadas a essa

condigao.

Genes que respondem aos estresses abidticos em nivel transcricional
tém sido identificados em varias plantas e muitos deles tém papel importante
na tolerdncia a esses estresses. Estudos funcionais envolvendo a
caracterizagcdo molecular da fungao fisioldgica destes genes em diferentes
estagios da resposta ao estresse podem fornecer evidéncias de forma a
identificar os genes envolvidos nesta resposta (SHINOZAKI & YAMAGUCHI-
SHINOZAKI, 2000). Uma importante aplicacdo desses estudos relata a
identificacdo de genes estresse-induzidos que podem revelar fungdes
essenciais ou importantes com efeito na tolerancia ou nas reagdes de defesa
contra a perda de agua (TALAME et al., 2007).

Os genes HD-Zip agem em processos de desenvolvimento, incluindo
tecido vascular e o desenvolvimento do tricoma. Varios estudos sugerem que
eles estejam envolvidos na mediagcdo dos sinais externos que regulam o
crescimento da planta (HENRIKSSON et al., 2005). A expressao dos genes da
subfamilia HD-Zip | é regulada por fatores ambientais como seca, altas
temperaturas, estresse osmotico e € especifico em diferentes tecidos e 6rgaos
da planta (MEIJER et al., 2000; GAGO et al., 2002; OLSSON et al., 2004).

Uma vez determinada que a subfamilia HD-Zip | estd diretamente
relacionada com estresse abidtico, o presente trabalho teve como objetivos: a)
identificar a familia HD-Zip em soja, b) estimar, por meio da técnica de PCR em
tempo real (RT-gPCR), os niveis de expressao de genes da subfamilia HD-Zip |
que supostamente estejam envolvidos no mecanismo de tolerancia da soja sob
situagcbes de déficit hidrico, c) identificar os elementos cis-regulatorios na

regido promotora dos genes estudados.



2. Revisao de Literatura

2.1.A soja

A soja € uma espécie autbgama pertencente a ordem Fabales, familia
Fabaceae, género Glycine (SOY INFO CENTER, 2010). Apresenta-se como
um organismo dipléide (2n=40), derivado de um ancestral alotetraploide, o que
explica as altas taxas de duplicagdo em seu genoma (SHOEMAKER et al.,
1996).

A soja é uma planta anual de caule ereto, com grande diversidade
quanto ao ciclo de vida, variando de 70 dias para as mais precoces até 200
dias para as mais tardias. As variedades brasileiras de soja melhor se adaptam
a temperaturas entre 20°C e 30°C; a temperatura ideal para seu crescimento e
desenvolvimento esta em torno de 30°C. O crescimento vegetativo da soja é
pequeno ou nulo a temperaturas menores ou iguais a 10°C. Temperaturas
acima de 40°C tém efeito adverso na taxa de crescimento, provocam disturbios
na floragdo e diminuicdo da capacidade de retencdo de vagens. Esses
problemas se acentuam com a ocorréncia de déficits hidricos (EMBRAPA,
2008).

Assim como a maioria das plantas, a soja, para florescer, é influenciada
pela temperatura e pela duracdo do periodo luminoso, o fotoperiodo. A
sensibilidade ao fotoperiodo € caracteristica variavel entre cultivares, ou seja,
cada cultivar possui seu fotoperiodo critico, acima do qual o florescimento é
atrasado (FARIAS, et al., 2007). Por esta razéo, a soja € considerada planta de
dia curto e precisa de uma duragdo da noite maior que o dia para iniciar o
processo de floragao e frutificagdo no momento certo, isto €, apds ter atingido o

crescimento vegetativo adequado.

Em média, a soja possui 40% de proteinas, 20% de lipidios, 5% de
minerais e 34% de carboidratos (glicose, frutose e sacarose, fibras e
oligossacarideos como rafinose e estaquiose) (EMBRAPA, 2010). Devido ao
alto teor de proteinas e lipidios, a soja €, atualmente, responsavel por cerca de

60% do suprimento de proteina de origem vegetal e 30% do 6leo consumido no



mundo. Entretanto, novas perspectivas para maior utilizagdo do 6leo de soja na

industria, sob a forma de biodiesel, estdo sendo consideradas.

2.2, Déficit hidrico

O déficit hidrico ocorre quando o conteudo de agua de um tecido ou
célula esta abaixo do conteudo de agua mais alto exibido no estado maior de
hidratagéo (TAIZ & ZEIGER, 2008).

A agua constitui aproximadamente 90% do peso da planta, atuando em,
praticamente, todos os processos fisioldégicos e bioquimicos. Desempenha a
fungdo de solvente, através do qual gases, minerais e outros solutos entram
nas células e movem-se através da planta. Tem, ainda, papel importante na
regulacédo térmica da planta, agindo tanto no resfriamento como na
manutencao do calor (EMBRAPA, 2008).

Na soja, perdas causadas por estresses abiodticos, como a seca, causam
em meédia mais de 50% das perdas mundiais. Para apresentar um bom
desempenho, a cultura da soja necessita além de um volume de agua
adequado, uma boa distribuicdo das chuvas ao longo do ciclo, satisfazendo

suas necessidades, principalmente, durante as fases mais criticas.

Para tolerar o déficit hidrico, as plantas podem desenvolver mecanismos
tanto para retardar como para tolerar a desidratagdo, pela manutencédo da
hidratacdo do tecido, e pela capacidade de funcionar enquanto desidratada,
respectivamente (TAIZ & ZEIGER, 2008). Mecanismos para retardar a
desidratacdo podem ser resultado da diminuicdo da perda de agua por
exemplo, pelo fechamento estomatico, desenvolvimento de tricomas, reducéo
da area foliar, enrolamento das folhas, queda prematura de folhas e flores
ocasionando o abortamento de vagens, dentre outros. Alternativamente a
planta pode maximizar a absor¢édo de agua pelo aumento do crescimento e
profundidade do sistema radicular. J4 os mecanismos de tolerancia envolvem o
ajuste osmotico e maior eficiéncia na remogado de espécies reativas de
oxigénio, formadas como consequéncia da condicdo de estresse do
metabolismo (BARNABAS, et al. 2008; EMBRAPA, 2008; ISODA & WANG,
2002; TAIZ & ZEIGER, 2008).



No ambito mundial, a seca se posiciona no primeiro lugar de desastres
naturais. Previsbes ambientais sinalizam para o aumento do aquecimento
global nas proximas décadas (SHAO et al., 2007). Neste cenario de alteragdes
climaticas, as dificuldades para alimentar populacdo mundial em crescimento
acelerado, usando apenas tecnologias tradicionais, serdo imensas. O
desenvolvimento de cultivares mais tolerantes as adversidades climaticas,
como por exemplo, a seca, sera essencial. Portanto, a disponibilidade de novas
ferramentas de pesquisa, nas areas de ecofisiologia e biotecnologia vegetal
possibilitam estudar e compreender com maior detalhe os processos
envolvidos nas respostas fisioldégicas e agronbmicas das culturas. Deste modo,
compreender os mecanismos de tolerancia das plantas ao déficit hidrico € de
importancia fundamental para definicdo de novas estratégias para aumentar a
tolerancia de plantas ao déficit hidrico (ATKIN & MACHEREL, 2009; BARTELS
& SUNKAR, 2005; FARIAS, et al., 2007; STILLER et al., 2008).

A engenharia genética € uma ferramenta poderosa para melhorar a
tolerancia das plantas aos diferentes estresses. Recentemente, muitos estudos
visam aumentar a tolerancia aos estresses por transferéncia de genes. Os
genes selecionados para a transformacdo sao geralmente aqueles que
codificam proteinas com fungbes especificas induzidas pelo estresse, que
incluem proteinas aquaporina, enzimas chaves para a biossintese de
osmolitos, destoxificagdo e proteinas de transporte. Estes genes,
individualmente apresentam algum impacto positivo na tolerancia ao estresse.
No entanto a resposta a seca € complexa, sendo improvavel que esta resposta
esteja sob controle de um unico gene. Uma estratégia mais ampla e promissora
pode ser o uso de fatores de transcricdo, que possam regular a expressao de
varios genes relacionados ao estresse abidtico (BARTELS & SUNKAR, 2005;
CHINNUSAMY et al. 2005; YAMAGUCHI-SHINOZAKI, et al., 2002).

A superexpressao de um fator de transcricdo, ou ativador transcricional
de uma sequéncia multigénica, cujos produtos direta ou indiretamente
conferem aumento na tolerdncia ao estresse, se mostra uma estratégia

promissora para fazer face aos efeitos da seca (BECK et al. 2007).



2.3. Caracteristicas estruturais da familia HD-Zip

A familia de fatores de transcricdo HD-Zip € Unica no reino vegetal.
Essas proteinas apresentam uma combinagdo de um homeodominio (HD) com
um ziper de leucina (LZ). Os dois motivos estdo presentes em fatores de
transcricdo de plantas. O HD é responsavel pela ligagado especifica ao DNA,
enquanto o LZ age como um motivo de dimerizagdo. A familia HD-Zip é
classificada em quatro subfamilias (Subfamilia HD-Zip |, Subfamilia HD-Zip II,
Subfamilia HD-Zip Il e Subfamilia HD-Zip 1V) de acordo com as caracteristicas
distintivas que incluem conservagdo do dominio de HD-Zip, estrutura génica,
motivos conservados e fungdes fisioldgicas (ARIEL et al., 2007; SCHENA &
DAVIS, 1992).

e Subfamilia HD-Zip |

Em Arabidopsis thaliana, a subfamilia | (HD-Zip 1) é composta de
dezessete membros (ATHB1/HATS5, ATHB3/HAT7, ATHB5-ATHB7, ATHB12,
ATHB13, ATHB16, ATHB20-ATHB23, ATHB40, ATHB51-ATHB54). Os genes
da subfamilia HD-Zip | apresentam uma distribuicdo de intron/exon comum de
acordo com as relagdes filogenéticas (HENRIKSSON et al., 2005). As proteinas
codificadas sao de aproximadamente 35 kDa e exibem um HD altamente
conservado e um LZ menos conservado (CHAN et al., 1998) e reconhecem
uma sequéncia pseudo-palindrobmica CAAT(A/T)ATTG (CHAN et al., 1998;
PALENA et al.,, 2001). Somente dois membros desta subfamilia, ATHB7 e
ATHB12, sao aparentemente incapazes de ligar ao DNA in vitro
(JOHANNESSON, et al., 2001).

A expressao dos genes desta familia € regulada por fatores ambientais
como seca, altas temperaturas, estresse osmaético e condicdes de iluminacéo,
e é especifico em diferentes tecidos e 6rgéos da planta (MEIJER et al., 2000;
GAGO et al., 2002; OLSSON et al., 2004). Estudos de expressao com plantas
transgénicas indicaram que ambos ATHB7 e ATHB12 tem sua expressao
génica induzida sob condi¢cdes de déficit hidrico enquanto ATHBS e ATHBG6
tem sua expressao reduzida (LEE et al., 2001). Sob efeito deste estresse, os
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genes da subfamilia HD-Zip | comportam-se como reguladores do crescimento
e desenvolvimento. O gene HaHB4 de girassol confere tolerancia a seca em
plantas transgénicas sob controle de promotores constitutivos ou induzidos por
estresse (DEZAR et al., 2005a; DEZAR et al., 2005b), resultando, também na
repressdo da senescéncia mediada por etileno. A superexpressao de ATHB3,
ATHB13, ATHB20 ou ATHB23 sugerem que estejam envolvidos na regulagao
do desenvolvimento de cotilédones e folha (HANSON et al, 2001,
HENRIKSSON et al., 2005). O gene GhHB1, que codifica uma proteina HD-Zip
| em algodéo regula o desenvolvimento de raizes sob condigbes de estresse e
sinalizagao de fitohormonios (NI et al., 2008).

e Subfamilia HD-Zip Il

A subfamilia HD-Zip Il € composta de nove membros (ATHB2/HAT4,
ATHB4, HAT1-HAT3, HAT9, HAT14, HAT17, e HAT22). Apresentam HD e LZ
altamente conservados, bem como os dominios adicionais: CPSCE (Cys, Pro,
Ser, Cys, Glu) e uma sequéncia N-terminal consenso. As proteinas codificadas
por esta subfamilia formam dimeros que se ligam a sequéncias
pseudopalindrémica CAAT(C/G)ATTG que difere dos membro da subfamilia |
apenas no nucleotideo localizado no centro do sitio alvo. A expressao dos
genes desta subfamilia geralmente é regulada por condi¢gdes de iluminagao,
em tecidos fotossintéticos e sua fungdo esta relacionada com o

desenvolvimento da planta (ARIEL et al., 2007).

e Subfamilia HD-Zip Il

A Subfamilia HD-Zip Ill é composta por cinco membros (ATHBS,
ATHB9/PHAVOLUTA, ATHB14/PHABULOSA, ATHB15/CORONA e
IFL1/REVOLUTA). O dominio de ligagdo desta subfamilia tem quatro
aminoacidos adicionais entre os dominios HD e LZ. A interacido entre estas
proteinas e o DNA é menos estudada em relagao a outras subfamilias de HD-
Zip. No entanto, GTAAT(G/C)ATTAC foi determinado ser a sequéncia para qual

ATHB9 tem maior afinidade in vitro (SESSA et al., 1998).
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Em geral, os membros desta subfamilia sdo bem caracterizados
funcionalmente como sendo reguladores de desenvolvimento do meristema
apical, transporte de auxina (IFL1, ATHB9, ATHB14) ou, alternativamente,
como reguladores de desenvolvimento vascular (ATHB8 e ATHB15). Todos os
genes HD-Zip lll sdo transcricionalmente e pds-transcricionalmente regulados,
e seus mMRNAs sdo alvos dos miR165 e miR166 (MALLORY et al., 2004). Em
linhagens de plantas com alto niveis de miRNAs, os genes PHB, PHV e CNA
foram regulados negativamente (KIM et al., 2005; WILLIAMS et al., 2005).

e Subfamilia HD-Zip IV

A subfamilia HD-Zip IV constitui uma grande subfamilia de genes, ela é
composta por 16 membros (ATHB10/GLABRAZ2, ATML1, ANL2, PDF2, HDG1-
HDGS5, HDG6/FWA e HDG7-HDG12). As proteinas codificadas por esta
subfamilia sdo semelhantes as proteinas HD-Zip Ill. Proteinas que pertencem a
esta subfamilia apresentam uma preferéncia na ligagdo em sequéncias
alternativas. CATT(A/T)AATG foi identificado como sendo sequéncia alvo
preferencial em girassol (Helianthus annuus) do membro HaHR1 (ARIEL et al.,
2007).

Um resumo com as possiveis fungdes de cada membro das subfamilias

de genes HD-Zip sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Fung6es dos membros das subfamilias de genes HD-Zip

Subfamilia Funcgoes

HD-Zip | Resposta a estresse abidtico;
Resposta ao ABA.

HD-Zip Il Resposta a condi¢des de iluminacgao;
Resposta a auxina.

HD-Zip Il Embriogénese;

Regulacao meristematica;
Desenvolvimento do sistema vascular;
Transporte de auxina.

HD-Zip IV Diferenciacao celular;
Formacgao de tricomas;
Desenvolvimento de raiz.




O numero de membros que constituem as quatro subfamilias de HD-Zip
é variavel e depende de cada espécie. Porém, estes numeros nao diferem
significativamente nas plantas cujos genomas foram completamente
sequenciado (MEIJER et al., 2000). Proteinas HD-Zip tém sido bem estudadas
nos ultimos anos e estudos funcionais tém demonstrado que cada uma das
proteinas HD-Zip participa em vias de transducdo de sinal alternativa. No

entanto, muitas perguntas ainda estdo sem resposta.

2.4. PCR quantitativo em tempo real (RT-qPCR)

O advento de técnicas moleculares como PCR quantitativo em tempo
real (RT-gPCR), que permite a quantificacdo dos niveis de mRNA de genes de
interesse em diferentes condicbes (BUSTIN, 2002), tem acelerado
consideravelmente a compreensdo dos mecanismos envolvidos e o
desenvolvimento de estratégias moleculares para o aumento da tolerancia a
estresses (KASUGA et al., 2004).

A técnica baseia-se na deteccao e quantificagdo de compostos
fluorescentes, que emitem um sinal de luz que aumenta na proporgao direta a
quantidade do produto de PCR em uma reagdo, permitindo monitorar a
quantidade de produto gerado durante todos os ciclos (NOVAIS & PIRES-
ALVES, 2004).

O ponto em que a reagao atinge o limiar da fase exponencial,
denominado de Cycle Treshold (Cy), permite a quantificacdo exata e
reprodutivel baseado na fluorescéncia (DORAK, 2004). Dessa forma, os
valores da fluorescéncia sdo gravados durante cada ciclo e representam a

quantidade de produto amplificado em tempo real.

A quantificagdo da expressao dos genes é feita de forma relativa, isto é,
pela comparagao da expressdo em um grupo exposto a um estimulo a um
outro grupo néo exposto, denominado grupo controle (ZARLENGA & HIGGINS,
2001).

A utilizagdo de um gene constitutivo como controle endégeno na reagao
de PCR quantitativo e como fator de normalizacdo dos dados é controverso

(BUSTIN, 2002). Um dos requisitos mais importantes para a escolha de um
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gene candidato a controle endégeno € a sua presenga constante em todas as
amostras testadas com pouca variacdo na expressao por influéncia de
estimulos externos ou mudangas no metabolismo celular. Seguindo esse
raciocinio, as flutuagdes decorrentes a variagbes de pipetagem e,
consequentemente na concentragdo final dos reagentes, da amostra ou
variagdes nas condi¢cdes das reagdes de RT ou de PCR seriam corrigidas pela
expressao do gene constitutivo (APPLIED BIOSYSTEMS, 2008).

Uma reacéo de PCR é basicamente separada em trés fases (Figura 1):
Fase exponencial: onde o dobro do produto é acumulado em cada ciclo
(eficiéncia da reagédo de 100%), a reacao é extremamente especifica e precisa;
Fase linear: onde ocorre o consumo dos componentes da reacgdo, esta é uma
fase lenta e de alta variabilidade; e Fase platé: os reagentes de PCR séao

produzidos em menor intensidade e comeg¢am a ser consumidos.

Platé
A

T
Detecgdo da
PCR tradicional

Linear

Produto) f 407 de detecgao
daPCR | | 42 RT-qPCR

Exponencial

Ciclos —— M 3

Figura 1. Fases da PCR. A detecgcao da PCR tradicional ocorre na fase platd, enquanto
que na PCR em tempo real, a detecgao ocorre na fase exponencial da reagao.
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e Terminologias comumente utilizadas na PCR em tempo real.

Alvo (template). Uma sequéncia de RNA ou DNA ou gene de interesse.

Amplicon: curto segmento de DNA ou cDNA gerado pelo processo da
PCR.

Amplification Plot: grafico do sinal fluorescente em comparagado ao

numero do ciclo.

Baseline: ciclos iniciais da PCR, com poucas mudangas no sinal de

fluorescéncia.

Calibrador: amostra utilizada como base para resultados de expressao

comparativa.

Controle endégeno: sequéncia de um gene contida em uma amostra
que é usada para normalizar as quantidades do alvo. Além da sequéncia alvo,
um controle enddégeno € quantificado como um meio de corregdo dos
resultados que podem ser distorcidos pelas diferengas da quantidade inicial de

acido nucléico. Os controles enddgenos sao exemplos de uma referéncia ativa.

Cr (cycle threshold): numero do ciclo no qual a reagéo cruza o limiar de
deteccao (threshold). Este ponto permite a quantificagdo exata e reprodutivel
baseado na fluorescéncia. Os valores de Ct sao logaritmicos e sdo usados
diretamente (método Ct comparativo) ou indiretamente (interpolacdo para

curvas padrdes para criar valores lineares) para as analises quantitativas.

Eficiéncia de amplificagdo: taxa na qual um amplicon da PCR é
gerado, geralmente medida como um valor percentual. Se um amplicon dobrar
em quantidade durante a fase geométrica de amplificacdo da PCR, entdo se
diz que a PCR foi 100% eficiente.

NTC (no template control). Uma amostra que ndo contém o gene alvo.

E utilizado para verificar a qualidade da amplificacao.

Padrao: Uma amostra de concentracdo conhecida utilizada para
construir uma curva padrdo. Correndo padrbes de concentragdes variadas,
cria-se uma curva padrdo da qual pode-se extrapolar a quantidade de uma

amostra desconhecida.
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Referéncia ativa: Um sinal ativo usado para normalizar os resultados

experimentais. Os controles enddgenos sdo exemplos de uma referéncia ativa.

Referéncia passiva: Um corante que forneca uma referéncia de
fluorescéncia interna para a qual o sinal do corante reporter pode ser
normalizado durante a analise dos dados. A normalizagcdo € necessaria para
corrigir as flutuagdes causadas por alteragdes na concentragdo ou volume da

reacao.

Rn (normalized reporter): A intensidade de emissédo de fluorescéncia
do corante reporter dividida pela intensidade de emissao de fluorescéncia do

corante da referéncia passiva.

Rn+: Valor do Rn de uma reagcdo que contém todos os componentes,

incluindo o gene alvo.

Rn-: Valor do Rn de uma amostra ndo reagente. O valor Rn pode ser
obtido a partir dos ciclos iniciais de uma PCR em tempo real, ou uma reagao

que n&o contenha nenhum gene alvo.

ARn: A magnitude do sinal gerado por um determinado conjunto de

condi¢des da PCR. O valor de ARn é determinado pela formula [(Rn+) - (Rn-)].

Threshold: Desvio padrdo médio do Rn para os ciclos iniciais da PCR
multiplicado por um fator ajustavel. O threshold deve ser ajustado na regido

associada com um crescimento exponencial do produto de PCR.

Unknown: Uma amostra contendo uma quantidade de gene alvo

desconhecida. Esta é a amostra cuja quantidade vocé quer determinar.

Algumas das terminologias utilizadas com maior frequéncia na PCR em

tempo real pode ser observada na Figura 2.

12



Rn+

Baseline
A Rn-

Amostra 1

Amostra 2

Amostra 3

Ciclos

Figura 2. Terminologias comumente utilizadas na PCR em tempo real.

¢ Fluoroforos

Os fluoréforos sdao moléculas que absorvem e emitem luz em um
comprimento de onda especifico. Os sistemas de deteccdo da PCR em Tempo
Real utilizam estas moléculas que proporcionam o acompanhamento da reacao
ao longo dos ciclos. Os fluoroforos mais utilizados sdo o SYBR® Green e

TagMan ®.

SYBR® Green

O SYBR® Green apresenta o principio de detecgao de toda fita dupla de
DNA, incluindo produtos de reacdes inespecificas. E um agente intercalante
que se liga entre a fita dupla de DNA presente na amostra, e com a excitagao
da luz emitida pelo sistema 6tico do termociclador emite uma fluorescéncia. As
vantagens da utilizacdo do SYBR® Green sao: baixo custo; facilidade no uso;
alta especificidade; e ndo exige utilizagdo de sondas. A desvantagem é a

ligacdo em todo DNA fita dupla, incluindo os dimeros de oligonucleotideos e
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outros produtos inespecificos, podendo gerar ocorréncias de reacgdes falso-
positivas. Em decorréncia disso, os ensaios que utilizam o fluoréforo SYBR®
Green devem ter desenho cauteloso dos oligonucleotideos para evitar-se
possiveis resultados indesejados (APPLIED BIOSYSTEM, 2010; NOVAIS &
PIRES-ALVES, 2004).

TagMan®

TagMan® é uma sonda (fragmento de DNA marcado usado para
hibridizar outra molécula de DNA) utilizada para detectar sequéncias
especificas nos fragmentos de DNA amplificados na PCR. Esta sonda
apresenta em uma extremidade um fluoréforo, e na outra extremidade um
quencher (molécula que aceita energia do fluoréforo na forma de luz e a
dissipa na forma de luz ou calor). Os produtos da reagédo sao detectados pela
fluorescéncia gerada apds a atividade exonuclease 5 -»> 3'da Taqg DNA
polimerase separando o quencher da molécula fluorescente durante a
extensdo. A separacgao do fluoréforo do quencher resulta em um aumento da
intensidade da fluorescéncia. Assim, durante o processo de amplificacdo a
emissdao de luz é aumentada de forma exponencial. Esse aumento da
fluorescéncia ocorre apenas quando a sonda hibridiza e quando a amplificacao
da sequéncia alvo é estabelecida. A principal desvantagem da utilizagdo do
fluoréforo TagMan® é que esse tipo de sonda apresenta um custo elevado,
pois a sintese de sondas especificas € necessaria. No entanto, este sistema
permite sua utilizagcdo em reagdes multiplex, ou seja, reagdes onde mais de um
par de oligonucleotideo pode ser usado, detectando diferentes sequéncias alvo
(APPLIED BIOSYSTEM, 2010; HEID et al.1996; NOVAIS & PIRES-ALVES,
2004).

¢ Quantificagao absoluta e relativa

Para calcular os resultados dos ensaios de quantificagdo, pode ser

utilizada a quantificacdo absoluta ou relativa.
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A quantificagcdo absoluta ¢é utilizada para quantificar amostras
desconhecidas interpolando suas quantidades a partir de uma curva padréao,
por exemplo, a quantificagdo absoluta deve ser utilizada para correlacionar o
nimero de copias virais com um estado de uma doenca. E de interesse para o
pesquisador saber o numero exato de cépias do RNA alvo em uma
determinada amostra biolégica para monitorar o progresso da doencga
(APPLIED BIOSYSTEM, 2010).

A quantificagéo relativa é a andlise comparativa do gene de interesse
com o controle interno ou calibrador. Este calibrador pode, por exemplo, ser
uma amostra que nao recebeu o tratamento em estudo, ou uma amostra no
tempo zero de tratamento (LIVAK e SCHMITTGEN, 2001). A quantificacado
relativa permite uma acurada comparagao nos niveis de expressao do gene de
interesse de uma amostra relativa em relacdo a outra amostra de referéncia,
por exemplo, uma amostra controle ndo tratada. Para validar a quantificagéo
relativa é importante que todas as reacdes ocorram sob condi¢cdes 6timas e
similares. Os métodos utilizados para calcular a quantificagdo relativa sao:

método da curva padrao e método Cy comparativo.

Método da curva padrao

Neste método, a quantidade & expressa relativa a uma amostra de
referéncia, tal como o calibrador. Para todas as amostras experimentais, a
quantidade do alvo é determinada a partir da curva padréo e dividida pela
quantidade alvo do calibrador. Assim, o calibrador se torna a amostra “1x” e

todas as outras quantidades sdo expressas como uma diferenga de “n” vezes

em relacao ao calibrador.

E importante salientar que o DNA ou RNA estoque seja diluido com
precisdo, se utilizar uma diluicido seriada de duas vezes para construir uma
curva padrao, as unidades podem ser os valores de diluicdo 1; 0,5; 0,25; 0,125;
e assim por diante. A vantagem deste método € que ele exige a menor
quantidade de validacao devido ao fato de que as eficiéncias da PCR do alvo e
o controle enddgeno nao precisam ser equivalente. Por outro lado, este método

exige que cada placa de reagao contenha curvas padrdes, assim, exige mais
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reagentes e mais espago em uma placa de reacido. Esta abordagem oferece
resultados quantitativos altamente precisos uma vez que os valores
quantitativos das amostras desconhecidas sao interpolados a partir de uma
curva padrao (APPLIED BIOSYSTEM, 2010; APPLIED BIOSYSTEMS, 2008).

Método Ct Comparativo (AACy)

O método Ct comparativo € semelhante ao método da curva padrao,

2-AACT

exceto pelo fato que este utiliza a formula aritmética para atingir o

mesmo resultado para a quantificagao relativa.

A vantagem de utilizar o método Ct comparativo € que nao € necessario
correr uma curva padrdao em cada placa, quando as eficiéncias de PCR entre o
alvo e o controle endogeno forem relativamente equivalentes. Essa estratégia
resulta em economia de reagente e elimina a possibilidade de qualquer erro de
diluigho das amostras para montagem da curva padrdo. O método Cr
comparativo é util quando um grande numero de alvos e/ou amostras sao

testados.

Para um calculo AAC+ valido, a eficiéncia da amplificagdo do alvo e a
eficiéncia da amplificagdo do controle endégeno devem ser aproximadamente
iguais. Para cada tratamento é detectado o valor de Cy tanto para o gene alvo
quanto para o controle endégeno. Este valor representa o ponto em que o sinal
de amplificagdo é detectado. O valor do Ct do gene alvo é subtraido do valor
do Ct do controle endogeno, para normalizar a reagdo. Obtém, entdo, o valor
de ACt. O valor de ACt dos tratamentos €& subtraido do valor do ACt da
amostra controle (calibrador), tendo-se o valor de AAC+. Este valor é utilizado
na formula do nivel de expressdo, onde o numero 2 representa a somatoria da
eficiéncia do gene alvo e do controle endégeno (APPLIED BIOSYSTEM, 2010;
APPLIED BIOSYSTEMS, 2008).
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3. Materiais e Métodos

3.1. Montagem do Experimento

O experimento foi realizado em casa de vegetagdo com os gendétipos
BR-16 (suscetivel) e Embrapa 48 (tolerante) em um esquema fatorial de 3x2x3,
sob trés niveis de déficit hidrico, sendo: a) controle irrigado, 6 repeticbes, com
potencial hidrico variando de -0,1 a -0,3 MPa, b) 6 repeticbes, com potencial
hidrico de -1,5 MPa e c) 6 repetigdes com potencial hidrico de -3,0 MPa
(Tabela 2). O potencial hidrico das folhas foi avaliado utilizando-se uma
Céamara de Scholander.

Os trifdlios de uma planta de cada gendtipo foram coletados, embalados
em papel aluminio, identificados com o genétipo, tratamento, tempo de coleta e
numero da planta. Os materiais foram imersos imediatamente em nitrogénio

liquido e mantidos em ultrafreezer a -80°C para posterior extracdo de RNA.

Tabela 2. Identificagao dos RNAs extraidos.

Identificagdo Repeticio Genoétipo Potencial hidrico
das

amostras

1 BR-16 controle irrigado
2 BR-16 -1,5 Mpa

3 BR-16 -3,0 MPa

4 Embrapa 48 controle irrigado
5 Embrapa 48 -1,5MPa

6 Embrapa 48 -3,0 MPa

7 BR-16 controle irrigado
8 BR-16 -1,5 MPa

9 BR-16 -3,0 MPa

10 Embrapa 48 controle irrigado
11 Embrapa 48 -1,5MPa

12 Embrapa 48 -3,0 MPa

13 BR-16 controle irrigado
14 BR-16 -1,5 MPa

15 BR-16 -3,0 MPa

16 Embrapa 48 controle irrigado
17 Embrapa 48 -1,5MPa

18 Embrapa 48 -3,0 MPa
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3.2.Selecao dos genes

A selecao dos genes foi baseada em revisdo de literatura, visando
identificar genes envolvidos na resposta a seca. As sequéncias de
nucleotideos referentes a familia HD-Zip em A. thaliana foram obtidas no
“National Center for Biotechnology Information — NCBI” (NCBI, 2008). As
sequéncias de A. thaliana foram comparadas com o banco de dados
Phytozome v3.1.1 (PHYTOZOME, 2009) para acessar o0 genoma da soja. A
busca no genoma da soja foi realizada utilizando a ferramenta BLASTn (Basic

Local Alignment Search Tool).

3.3. Alinhamento das sequéncias

O alinhamento das sequéncias da familia HD-Zip em soja, foi realizado
com o auxilio do programa Vector NTI® (/nvitrogen). Adicionalmente, foi feito
um alinhamento somente da subfamilia HD-Zip | de soja a fim de se determinar
a similaridade ente as sequéncias obtidas e determinar quais oligonucleotideos

usar nas analises de RT-qPCR.

3.4. Desenho dos oligonucleotideos

O desenho dos oligonucleotideos foi realizado com o auxilio do
programa Primer Express® Software 3.0 (Applied Biosystems), onde foram
estabelecidos alguns paréametros de forma a favorecer a funcionalidade dos

oligonucleotideos desenhados (Tabela 3).

Tabela 3. Parametros utilizados para o desenho dos oligonucleotideos.

Minimo Maximo
Conteudo de GC no oligonucleotideo 20% 80%
Tamanho do oligonucleotideo 18 bases 25 bases
Tm do Amplicon 75°C 85°C
Tamanho do Amplicom 50 bases 150 bases
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Apos selecionar os pares de oligonucleotideos que atendiam a essas

condigdes, foi utilizado novamente o programa Vector NTI® (/nvitrogen) para

verificar a formagao de dimeros, dobramentos (hairpin) e for¢ca de ligacao entre

os oligonucleotideos. Os oligonucleotideos foram desenhados de forma que o

AG da formagdo de dimeros e dobramentos fosse maior que -9 cal/mole.

Foram desenhados 8 pares de oligonucleotideos referentes a subfamilia HD-

Zip | (Tabela 4), relacionada com estresse hidrico, e 2 pares de controles

endogenos (Tabela 5).

Tabela 4. Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados nas reagées de RT-gPCR e o
tamanho esperado dos fragmentos gerados.

Oligonucleotideos Sequéncia Tm Tamanho
esperado do
fragmento (pb)

GmHB1-Fw 5 GAGTCTGGACGGATTTTCTTT & 51,4 139

GmHB1-Rv 5 AGGTGAAGAAAGGTCGCCT 3 52,5

GmHB3-Fw 5 CTCTTTCCCACCTCATCACTTT 3’ 53,7 95

GmHB3-Rv 5 TGTTGTTGTTGTTGTTGTTGTCTA 3’ 52,3

GmHB6-Fw 5" ACGATGGAACAAAGTAAGAGTGAC 3* 53,1 114

GmHB6-Rv 5" GCAGTCGTCGTTGTTGTTGA 3 54,1

GmHB7-Fw 5 GTGTTGAGGCAGAAACTTACAC 3’ 50,5 147

GmHB7-Rv 5 TTCTAGGCTCAAGCCTTGTCTC & 54,3

GmHB13-Fw 5" GCCAGAGATTCAGTGCCAAA 3 54,9 122

GmHB13-Rv 5 AATTGAAATGTTGCTGCTCCA ¥ 54,5

GmHB21-Fw 5 TCCACGGCACCTTCAAAT 3’ 53,3 107

GmHB21-Rv 5 GCATGGTTCTTCAGGCA ¥ 49,2

GmHB22-Fw 5 TGGGGATCAAGAAACAGTG 3’ 50,1 85

GmHB22-Rv 5 ATTATTCTGCTGCTGCTGGT ¥ 51,4

GmHB40-Fw 5 TTGAAGAAGATGTGGATTACTC 3 475 94

GmHB40-Rv 5 TAGTAAGCCCAGGTCCAAA Y 49,5

Tabela 5. Sequéncia dos controles endégenos utilizados nas reagées de RT-qPCR e o
tamanho esperado dos fragmentos gerados.

Controles Sequéncia Tm Tamanho

endogenos esperado do
fragmento (pb)

rRNA18S-Fw 5' AAACGGCTACCACATCCAAG 3' 53,8 154

rRNA18S-Rv 5' CCTTCAATGGATCCATCGTTA 3' 53,7

B-actina-Fw 5' GAGCTATGAATTGCCTGATGG 3' 53,6 118

B-actina -Rv 5' CGTTTCATGAATTCCAGTAGC 3' 51,3

3.5.Extragao de RNA

Para a extracdo de RNA total foi utilizada a metodologia descrita por

Chomczynski & Sacchi (1987), utilizando-se o reagente Trizol (Invitrogen),
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seguindo as recomendacgdes do fabricante. Todos os materiais utilizados foram

previamente tratados com inibidor de RNAse (RNAse AWAY® - Invitrogen).

Foram extraidas 3 repeticdes das amostras de RNA dos trifélios de uma
planta de cada gendtipo. A integridade do RNA total extraido foi analisada por
eletroforese em gel de agarose a 1% contendo tampao TBE (Tris/acido
bérico/EDTA) 1x e corado com brometo de etidio. Todos os materiais utilizados
para eletroforese foram previamente tratados com inibidor de RNAse (RNAse
AWAY®, Invitrogen). Foram adicionados no gel de agarose 2uL de RNA com
2ulL de tampao de amostra 40% sacarose (4g de sacarose, 0,025g de azul de

bromofenol, 10mL de agua).

A quantificagdo do RNA total foi realizada em espectrofotdmetro nos
comprimentos de ondas 260nm e 280nm, cuja relagao 260/280 fornece uma
estimativa da pureza do acido nucléico (SAMBROOK et al. 2001) e como
branco foi utilizada H,O DEPC (dietilpirocarbonato) 0,1%. Obteve-se um valor

de concentragdo médio de 1,4 ug/ul.

3.6.Sintese de cDNA

As amostras de RNA foram tratadas com Dnase | (/nvitrogen) para
remocdo de possiveis residuos de DNA genbmico, seguindo as
recomendacdes do fabricante. A reacdo de transcricdo reversa foi realizada
utilizando-se 2ug de RNA total, 1uL de dNTP 10mM (/nvitrogen), 1uL de
Oligo(dT)15 Primer (Promega) (0,5ug/uL) e 3uL de H,O DEPC. Em seguida, a
reagao foi aquecida a 65°C por 5 minutos e adicionado 4uL de Tampao 5X, 1uL
de DTT O0,1M (Invitrogen), 1uL de RNaseOUT (40U/uL) (Recombinant

™ 11l Reverse

Ribonuclease Inhibitor, Invitrogen) e 0,3uL de Superscript
Transcriptase 40U/uL (/Invitrogen). A reagao foi aquecida a 50°C por 1 hora e
70°C por 15 minutos, em seguida, adicionado 1uL de RNase H (Ribonuclease
H, Invitrogen) 2U/uL e incubado por 37°C por 20 minutos, resultando em um
volume final de 20uL. O produto da reagao foi em seguida armazenado a 4°C e

usado posteriormente para as reagdes de PCR quantitativo em tempo real.
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3.7.PCR quantitativo em tempo real (RT-qPCR)

A analise de RT-gPCR foi realizada no aparelho StepOnePlus™
(Applied Biosystems) no Laboratorio de Fisiologia Molecular de Plantas da
UFV, e todas as analises de expressdo génica foram realizadas com a
utilizacdo do programa StepOne™ Software v.2.0 (Applied Biosystems). Todas
as reacdes foram submetidas as mesmas condi¢cdes de analise e normalizadas
pelo sinal do corante de referéncia passiva ROX Reference Dye (Invitrogen)
para correcao de flutuagdes na leitura decorrentes a variacbes de volume e
evaporagdao ao longo da reagdo. Em todas as reagdes foram utilizadas o

fluoréforo SYBR® Green (Applied Biosystems).

3.7.1. Curva de eficiéncia

Com o intuito de avaliar a eficiéncia da reacdo de amplificacdo de cada
oligonucleotideo, foram realizadas diluigdes seriadas de cDNA (concentrado,
5x diluido, 25x diluido e 125x diluido) para todos os pares de oligonucleotideos
e controles enddgenos, a fim de determinar a eficiéncia de cada sistema de
quantificagcdo. Esse procedimento garante que nao ocorra diferengas entre os
alvos e o normalizador. Apos verificar a eficiéncia dos genes, escolheu-se a
diluicdo do cDNA e a concentragdo dos oligonucleotideos adequadas para

preparar as reagoes da quantificagao relativa.

As amplificagdes foram realizadas em triplicatas utilizando 1uL de cDNA;
2uL de tampéao (10X); 1,2uL de MgCl, (50mM); 0,05uL de dNTPs (10mM);
0,4uL de ROX Reference Dye (50X); 2uL de SYBR® Green; 0,05uL de Taq
platinum (5U/uL) e 12,7uL de agua, para um volume final da reagéo de 20puL.

As condi¢des da ciclagem de eficiéncia da reagao foram 95°C durante 5
minutos e 40 ciclos de 95°C por 15 segundos, 56°C por 30 segundos e 72°C
por 30 segundos. E as condi¢gdes da ciclagem da curva de dissociagado foram

95°C por 15 segundos, 60°C por 30 segundos e 95°C por 15 segundos.
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3.7.2. Quantificagao relativa

Foi utilizado o método AAC+ para as analises de quantificagcéo relativa. O
mix e as condigbes da ciclagem da quantificagdo relativa foram as mesmas

utilizadas nas analises de eficiéncia.

Apds a quantificacdo relativa foi realizada uma etapa de curva de
dissociagdo para verificar a formagdo de dimeros de oligonucleotideos,
amplificacdes inespecificas, possiveis erros e contaminagdes. A presenca de
um unico pico de dissociagao das fitas dos produtos do PCR foi considerada

como evidencia da especificidade da reagéao.

3.8.ldentificacao dos elementos cis-regulatérios

A identificacdo dos elementos cis-regulatérios foi feita através do banco
de dados PLACE (Plant Cis-acting Regulatory DNA Elements) (HIGO et al.,
1999). Os elementos cis-regulatérios foram selecionados por apresentarem
heterélogos com importantes fun¢gdes na resposta a seca. Para isso, foram
analisados 2.000 nucleotideos acima da regidao 5 nao traduzida, para cada

gene encontrado.
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4. Resultados e Discussao

4.1.Selecao dos genes

Por meio da busca no banco de dados NCBI, foram obtidas 17
sequéncias referentes a subfamilia HD-Zip |, 8 sequéncias referentes a
subfamilia HD-Zip IlI, 5 sequéncias referentes a subfamilia HD-Zip Il e 10

sequéncias referentes a subfamilia HD-Zip IV em A. thaliana (Tabela 6).

Tabela 6. Sequéncia da Familia HD-Zip em A. thaliana, tamanho e o cédigo de acesso no
NCBI.

Subfamilia Identificagao Tamanho da Codigo de acesso
da sequéncia sequéncia (pb) no NCBI
HD-Zipl ATHB1 1440 NM_111013
ATHB3 1480 NM_121519
ATHB5 1460 NM_001037074
ATHB6 1529 NM_127808
ATHB7 1327 NM_130233
ATHB12 986 NM_116054
ATHB13 1401 AF208044
ATHB16 1518 NM_120171
ATHB20 1222 NM_110988
ATHB21 1205 NM_126310
ATHB22 558 NM_179935
ATHB23 1415 NM_123338
ATHB40 801 NM_119838
ATHB51 710 NM_120460
ATHB52 705 NM_124777
ATHB53 896 NM_126068
ATHB54 1674 NM_102467
HD-Zipll ATHB2 1171 NM_117780
ATHB4 801 NM_119838
HAT1 1211 NM_117849
HAT2 1284 NM_124108
HAT3 1357 NM_115903
HAT9 1170 NM_127845
HAT14 1433 NM_203014
HAT22 1370 NM_119941
HD-Ziplll ATHBS8 3023 NM_119441
ATHB9 2936 NM_102785
ATHB14 3064 NM_129025
ATHB15 3509 NM_001084233
IFL1 3502 NM_125462
HD-ZiplV ANL2 3287 NM_001125435
ATML1 2957 NM_118295
HDG1 2836 NM_115979
HDG3 2863 EF988635
HDG7 2049 NM_124596
HDG9 2157 NM_121738
HDG10 2199 NM_103188
HDG11 3067 NM_105996
HDG12 2755 NM_101655
PDF2 3085 NM_116727
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Apds obtidas as sequéncias de A. thaliana no NCBI, foi realizado um
BLASTn no Phytozome resultando na identificagdo de dezesseis sequéncias
de genes referentes a subfamilia HD-Zip |, 3 sequéncias de genes referentes a
subfamilia HD-Zip I, 4 sequéncias de genes referentes a Subfamilia HD-Zip 1|

e 4 sequéncias de genes referentes a Subfamilia HD-Zip IV (Tabela 7).

Tabela 7. Sequéncia dos genes referente a Familia HD-Zip em soja, tamanho e o cédigo
de acesso no Phytozome.

Subfamilia Identificagao Tamanho da Codigo de acesso
da sequéncia sequéncia (pb) no Phytozome
HD-Zipl GmHB1 855 Glyma19g01300.1
GmHB3 879 Glyma19g02490.1
GmHB5 939 Glyma08g14130.1
GmHB6 969 Glyma18g01830.1
GmHB7 738 Glyma16g02390.1
GmHB12 543 Glyma19g44800.1
GmHB13 843 Glyma08g40970.1
GmHB16 666 Glyma13g21330.1
GmHB20 852 Glyma01g05230.1
GmHB21 852 Glyma07g40190.1
GmHB22 693 Glyma10g07440.1
GmHB23 927 Glyma09g37300.1
GmHB40 996 Glyma05g01390.1
GmHB51 600 Glyma19g37380.1
GmHB53 1680 Glyma03g23910.1
GmHB54 1038 Glyma02g02630.1
HD-Zipll GmHB2 984 Glyma09g16790.1
HAT3 615 Glyma03g26700.1
HAT14 616 Glyma08g15780.1
HD-Ziplll GmHBS38 1968 Glyma04g09000.1
GmHB9 2529 Glyma15g13640.1
GmHB14 2526 Glyma12g08080.1
GmHB15 2517 Glyma07g01940.1
HD-ZiplV ATML1 2199 Glyma11g00570.1
HDG1 2412 Glyma07g08340.1
HDG3 472 Glyma0196s00200.1
HDG11 2157 Glyma16934350.1

4.2. Alinhamento das sequéncias

A partir do alinhamento das sequéncias da familia HD-Zip em soja
realizado pelo programa Vector NTI® (/nvitrogen), pode-se observar que as
quatro subfamilias de HD-Zip de soja foram separadas como os resultados
obtidos por Ariel et al. (2007) analisando a mesma familia em A. thaliana
(Figura 3).
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Figura 3. A) Arvore filogenética das sequéncias em A. thaliana (ARIEL et al., 2007),
B) Alinhamento das sequéncias de soja utilizando o programa Vector NTI® (Invitrogen)
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Em seguida, novamente com a utilizagdo do programa Vector NTI®
(Invitrogen), foi feito outro alinhamento somente da subfamilia HD-Zip | de soja.
Dentre as dezesseis sequéncias obtidas, com base na similaridade, foram
escolhidas oito sequéncias para o desenho dos oligonucleotideos, GmHB1,
GmHB3, GmHB6, GmHB7, GmHB13, GmHB21, GmHB22 e GmHB40 (Figura
4).

GmHB1 -5SUB | [0.2649
GmHB40 - SUE [ (01750

£GmH854 -5SUB 1 [0.1749)
GmHB12-5UB | [0.1035)
{GmHE? -SUB 101117
GmHBS - SUE | (0.094E)
{GmHBB -SUE | [0.0310
GmHB13-5UB | [0.0549
GrHB20 - SUB | (0.0554)

L GmHB3-SUBIT (01602
GmHB16 - 5UE 1[0.0171)

GmHB 22 - SUB | [0.0267

GmHBE1 - 5UB 1(0.1310)
GmHB21-50UB | [0.1751

{GmHBB-SUB | {0.2080)

GmHBE3 - SUB | [0.3427)

Figura 4. Alinhamento das sequéncias da subfamilia HD-Zip | de soja. As sequéncias
sublinhadas em vermelho foram escolhidas para desenho dos oligonucleotideos.

4.3. PCR quantitativo em tempo real (RT-qPCR)

4.3.1. Curva de eficiéncia

Uma curva de eficiéncia foi gerada a partir de concentragdes conhecidas
de amostras de cDNA utilizando as diluigdes: concentrado, 5x, 25x, 125x para

cada gene estudado.

A curva de eficiéncia foi feita utilizando todos os genes alvo e os
controles enddégenos rRNA18S e [-actina, visando a identificagdo da melhor
concentragao a ser utilizada na quantificagao relativa. Para a analise dos niveis
de expressao dos genes, foi escolhido como concentragao de trabalho, o cDNA

5x diluido e a concentragao dos oligonucleotideos de 2,5uM (0,3uL na reagéo).
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A eficiencia da amplificagdo é medida pela férmula: E=[100"sloPe)1
(STRATAGENE, 2004), onde o slope indica a inclinagdo da reta, cujo valor

proximo a -3,3 indica uma eficiéncia proxima de 100%.

Com base nos resultados da eficiéncia para os 8 genes, considerando o
valor préximo de 100% dos coeficientes de determinacdo (R2), apenas os
genes GmHB6, GmHB13 e GmHB21 obtiveram resultados satisfatérios,

obtendo, respectivamente, 77%, 86% e 98% de eficiéncia.

A eficiéncia dos controles endégenos foi de 92% para o gene rRNA18S
e 88% para o gene B-actina. Posteriormente, ambos foram submetidos a
analise no programa GeNorm (GENORM, 2009) onde verificou-se que 0 menor
valor de M obtido foi para o gene [-actina (0,0461) enquanto que o rRNA18S

apresentou um valor de 0,0655.

Vandesompele et al. (2002) definiram como parametro para quantificar a
estabilidade de genes candidatos a controle endégenos um valor da média da
estabilidade de expressao (M), onde um baixo valor de M é indicativo de uma
expressado mais estavel. Com base nos resultados obtidos, foi escolhido o gene
B-actina para ser utilizado como controle enddégeno nas andlises de

quantificagao relativa.

4.3.2. Quantificagao relativa

Para todas as analises de expressao utilizou-se como normalizador o
controle enddgeno B-actina e como calibrador para ambos os gendtipos

utilizou-se o tratamento controle irrigado.

A analise do nivel de expressao revelou uma expressao diferencial dos
genes GmHB6, GmHB13, GmHB21 em ambos gendtipos, suscetivel (BR-16) e
tolerante (Embrapa 48).

A expressao do gene GmHB6 (Figura 5) € reduzida em ambos os
genadtipos sob estresse hidrico, mas a redugao é de apenas 20% no gendtipo
tolerante (Embrapa 48) sob estresse hidrico severo (-3,0 MPa), e de
aproximadamente 90% no gendtipo suscetivel (BR-16). Soderman et al. (1999)

sugeriram que este gene esteja envolvido com a divisdo celular e
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diferenciacdo, resultados estes obtidos da transformagcdo de A. thaliana

utilizando o promotor do gene ATHBG fusionado no gene gus.
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Figura 5. Nivel de expressao do gene GmHB6. As barras em azul representam o genétipo
tolerante (Embrapa 48) e as barras em amarelo representam o genétipo suscetivel (BR
16).

No desenvolvimento foliar a expressdo do gene ATHB6 na epiderme é
detectado em um gradiente. Ocorre uma redugao na expressao a partir da
ponta da folha para a base. Este padrao se correlaciona com o padrdo de
divisao e diferenciacao celular na epiderme foliar (LEE et al., 2001). A redugcao
da expressao deste fator transcricional possivelmente cessa o desenvolvimento
da parte aérea, como forma de reduzir a superficie evaporatéria. Ao mesmo
tempo, particiona mais fotoassimilatos para a raiz, de forma que a mesma
possa atingir maior profundidade e/ou volume de solo explorado. Assim, mais
rapidamente, pode repor a agua perdida por transpiragdo. Esta redugcédo no
crescimento das folhas esta intimamente relacionada com a reducdo na
atividade de divisao celular. (TARDIEU, et al., 2000).

Anadlises fenotipicas de plantas de A. thaliana com elevado nivel de
ATHBG6 sugerem que este gene regule o crescimento da planta em resposta ao
ABA ou em resposta ao déficit hidrico. (HJESLLSTROM et al., 2003). Estes

resultados sugerem um paralelismo entre as fungdes de ATHB6 e GmHBG6, e
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indicam que o gene da soja possa, também, ser negativamente regulado por
ABA.

O gene GmHB13 (Figura 6) teve um aumento de aproximadamente 4,8
vezes na expressdo no gendtipo tolerante quando submetido ao estresse. Ja
no genotipo suscetivel, houve uma redugao de 65% na expressao do gene sob
potencial hidrico severo. Hanson et al. (2001) e Henriksson et al. (2005)
relataram que a superexpressdo do gene heterélogo ATHB13 fusionado ao
promotor constitutivo 35S em plantas de A. thaliana tornaram as plantas mais
tolerantes ao estresse hidrico. Também trata-se de um gene induzido por
estresse hidrico e ABA.
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Figura 6. Nivel de expressdao do gene GmHB13. As barras em azul representam o
gendtipo tolerante (Embrapa 48) e as barras em amarelo representam o genétipo
suscetivel (BR 16).

Segundo Hanson et al. (2001), o gene ATHB13 esta relacionado com
alteragdes nos niveis de agucar nas folhas e em cotilédones em
desenvolvimento. Esses autores mostraram que plantas transformadas com
esse gene fusionado com um promotor constitutivo, tiveram o fenétipo alterado

somente quando sacarose exdgena era aplicada.

O gene ATHB13 é expresso na parte aérea da planta. O padrao de

expressao do gene é compartiihado em A. thaliana e tomate (Solanum
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lycopersicum). O gene homeobox de tomate VAHOX1 é expresso em células
do floema, mas ao contrario do gene ATHB13, a expressédo do VAHOX1 esta
localizada em caules maduros e nao é expresso em folhas (TORNERO et al.
1996).

Para o gene GmHB21 (Figura 7) pode se observar um aumento na
expressdao em ambos 0s gendétipos quando submetidos ao estresse, sendo o
aumento de expressao de aproximadamente 4 e 3 vezes no gendtipo tolerante
quando submetidos a estresse de -1,5 MPa e -3 MPa, e um aumento de

expressao de aproximadamente 6 e 3 vezes no genotipo suscetivel.
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Figura 7. Nivel de expressdao do gene GmHB21. As barras em azul representam o
gendtipo tolerante (Embrapa 48) e as barras em amarelo representam o genétipo
suscetivel (BR 16).

Estes dados sao similares aos encontrados por Henriksson et al. (2005)
onde relataram um aumento de duas vezes na expressdo do gene heterélogo
ATHB21 quando submetidos ao déficit hidrico. Segundo os autores, o gene
ATHB21 esta presente em todos os tecidos da planta, o que explicaria a alta

expressao em ambos os genotipos.

Vale ressaltar ainda que muitos genes relacionados a aclimatagao da

planta podem ter sua expressdo induzida. Entretanto, esta ativagdo pode
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ocorrer em diferentes periodos. O gendtipo tolerante demora mais tempo, sob
restricdo hidrica, a atingir o potencial foliar de -3 MPa. Uma analise temporal
da expressdo génica mais detalhada, sob este estresse, poderia melhor

esclarecer a cinética da expressao destes genes.

4.4.ldentificagcao dos elementos cis-regulatérios

Os genes GmHB6, GmHB13 e GmHB21 foram utilizados para a
identificagdo dos elementos cis-regulatérios no banco de dados PLACE. A
anadlise das regides promotoras destes genes mostrou a presenca de
elementos cis-regulatérios relacionados ao estresse hidrico (Figura 8). Foram
encontrados 9% de elementos cis-regulatérios relacionados ao estresse hidrico
para o gene GmHB6, 10% para o gene GmHB13 e 14% para o gene GmHB21.
O restante dos elementos cis-regulatorios encontrados estao relacionados a
diversos outros fatores, tal como iluminagdo, germinagdo, salinidade,

nodulagéo, dentre outros (Figura 9).

GmHB6

GmHB13

GmHB21 | I

-500

Elementos cis-regulatérios relacionados a seca

| ACGTATERD1 | MYCCONSENSUSAT
] MYBCORE | PREATPRODH

I MYB2AT | DPBFCOREDCDC3
I MYB2CONSENSUSAT | MYCATERD1

1 MYB1AT | MYCATRD22

Figura 8. Localizagdo dos elementos cis-regulatérios relacionados a seca na regiao
promotora dos genes GmHB6, GmHB13 e GmHB21. Os elementos cis-regulatdrios
identificados foram mapeados para permitir comparagées entre as regioes promotoras
dos genes.
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A) GmHB6 B) GmHB13

C) GmHB21

HSECA MUz LIFRIO ENODULAGAO M GERMINAGCAO M SALINIDADE & OQUTROS

Figura 9. Identificagdo dos elementos cis-regulatérios dos genes A) GmHB6, B) GmHB13
e C) GmHB21. Os elementos cis-regulatérios relacionados a seca estao representados
nos graficos pela cor verde.
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5. Conclusoes

O uso da metodologia de PCR em tempo real permitiu constatar a
expressao diferencial dos genes da subfamilia HD-Zip | em soja envolvidos no

mecanismo de tolerancia da soja sob situa¢des de déficit hidrico.

Dentre os trés genes estudados, o GmHB13 foi claramente induzido
pelo déficit hidrico e apresentou expressao diferencial em ambos os genétipos.
Com base nos resultados obtidos neste trabalho e sabendo que a
superexpressao de seu heterélogo em plantas de A. thaliana transgénica
aumenta a tolerancia a seca, podemos inferir que o gene GmHB13 esteja
supostamente relacionado ao mecanismo de resposta a seca em soja. A
inducdo do gene GmHB21 em ambos os gendtipos, sugere que este gene
possa estar controlando a expressao de genes de aclimatacdo a seca nao
ligados diretamente ao mecanismo de tolerancia. O gene GmHBG6 teve sua
expressao reduzida em ambos os genétipos. A maior redugdo da expressao
deste gene no gendtipo suscetivel, pode estar relacionada ao maior tempo de
desidratagao, visto que o mesmo atinge mais rapidamente o estresse hidrico

Severo.

A analise das regides promotoras mostrou a presencga de elementos cis-
regulatérios relacionados ao estresse hidrico nos trés genes estudados. Em
conjunto com os resultados obtidos pela analise de PCR em tempo real, estes
dados sugerem a participagdo dos genes da subfamilia HD-Zip I, em especial o

gene GmHB13, como mediadores da resposta ao déficit hidrico em soja.

O presente trabalho produziu informagdes relevantes para a
compreensao da resposta ao déficit hidrico. Entretanto, ele ndo representa a
conclusao de um projeto de pesquisa, mas o inicio de varios outros projetos, os
quais certamente enriquecerdo o conhecimento atual das bases moleculares

dos mecanismos de tolerancia a seca.

A partir da analise do perfil de expressao dos genes aqui apresentados,
estudos mais aprofundados deverdo ser realizados, com o objetivo de
identificar genes especificos no processo de déficit hidrico, e assim possibilitar

o desenvolvimento de cultivares mais tolerantes a seca.
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