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RESUMO

O Brasil é o segundo maior produtor mundial de soja, destacando-se por sua multiplicidade de
uso. Entretanto, perdas na produtividade de seus grdos em campo sdo ainda consideraveis,
particularmente oriundas das doencas causadas por fungos. Diante desse obstaculo, emerge a
necessidade de busca de moléculas naturais capazes de inibir o progresso dessas doengas, sem
causar impactos ambientais. Dentre as moléculas presentes na soja, com potencial de uso para
essa finalidade, destaca-se a toxina da soja (SBTX), uma proteina isolada de sementes,
composta por duas subunidades (17 e 27 kDa) e ativa contra fungos fitopatogénicos. Esse
trabalho teve como objetivos verificar a localizacdo tecidual da SBTX em cotilédones de
sementes maduras, bem como avaliar seu perfil de expressdo génica ao longo do
desenvolvimento da soja e, também, em resposta ao tratamento com elicitores de defesa
vegetal. Sementes de soja foram cultivadas em casa de vegetacdo e, ao longo do
desenvolvimento da planta, diferentes tecidos vegetais coletados. Em adicédo, folhas primarias
da soja foram tratadas com &cido salicilico (AS) ou inoculadas com esporos do fungo
Cercospora kikuchii (CK) e coletadas em diferentes tempos ap0s os tratamentos. Iniciadores
foram desenhados com base nas sequéncias NH»-terminal das subunidades de SBTX e a
expressdo génica foi avaliada pela técnica de RT-PCR quantitativa. A localizacdo de SBTX
em sementes foi avaliada por imunohistoquimica, usando anti-SBTX. Transcritos dos genes
SBTX17 e SBTX27 foram detectados em todos os tecidos vegetais coletados, porém seus
niveis de expressdo foram diferenciados. Niveis mais elevados de transcritos para ambas as
subunidades da SBTX foram detectados em sementes maduras, cotilédones e folhas
unifoliadas. Nos cotilédones, SBTX foi encontrada na epiderme. Inducdo da expressdo de
transcritos da SBTX ocorreu em ambos 0s tratamentos, porém essa resposta se manifestou
mais rapida (a partir de 6 h) com CK ao invés de AS (a partir de 12 h). Praticamente, em todas
as analises, transcritos do gene SBTX27 prevaleceram em relacdo aqueles do SBTX17. A
presenca constitutiva e ubiqua de transcritos dos genes da SBTX ao longo do
desenvolvimento da planta, a inducdo da expressao desses genes por elicitores de resposta de
defesa e a localizacdo da toxina na superficie dos cotilédones validam o papel de defesa
atribuido a SBTX, suscitando a possibilidade de uso dessa proteina na producdo de soja

resistente ao ataque de fungos de relevancia agronémica.



Palavras-chave: Proteina da soja; defesa vegetal; inducdo génica; Cercospora kikuchii; &cido
salicilico, gRT-PCR.

ABSTRACT

Brazil is the second major global soybean producer, whose magnitude is due to its use
multiples. However, losses in productivity of soybean grains in the field are still significant,
especially those caused by pathogenic fungi. In view of this obstacle, it is important to search
natural molecules able to inhibiting the progress of fungal diseases in an environmental
friendly practice. Among the soybean molecules which could be used for this purpose, the
soybean toxin (SBTX) stands out. SBTX is a protein composed of two subunits (17 and 27
kDa) isolated from seeds with in vitro activity against phytopathogenic fungi. The present
study aimed to verify the SBTX tissue localization in soybean seed cotyledons, as well as to
evaluate the gene expression profile of two SBTX subunits, both in different stages of plant
development and in response to treatment with plant defense elicitors. Soybean seeds were
grown in a greenhouse and plant tissues harvested at different days. In addition, soybean
primary leaves were treated with salicylic acid (SA) or inoculated with the Cercospora
kikuchiii (CK) spores and harvested at different times after the treatments. Based on the N-
terminal sequences of the SBTX subunits, primers were designed and their gene expression
evaluated by quantitative real-time PCR technique. SBTX tissue localization was performed
by immunohistochemistry using anti-SBTX. Transcripts for both SBTX subunits were
detected in all plant tissues, predominantly in cotyledons and unifoliate leaves in the early
stages of their development, as well as in mature seeds. SBTX was found in the epidermis of
the cotyledons. Transcripts were detected for both genes SBTX17 e SBTX27 in all tissues
collected, but their expression levels were different. The highest transcript levels for both
SBTX subunits were found in mature seeds, cotyledons and unifoliate leaves. In cotyledons,
SBTX was found in the epidermis. Leaves treated with elicitors showed induction of the
corresponding 17 and 27 kDa subunit transcripts, however this response was earlier in the CK
treatment (from 6 h) compared to AS treatment (from 12 h). In almost all analyses, the highest
transcript levels were found for the 27 kDa subunit. The ubiquitous and constitutive gene
expression during plant development, the induction of gene expression by defense response
elicitors and the localization on the surface of cotyledons support the role of SBTX in plant

defense and its use to produce fungal-resistant transgenic soybean plants.



Keywords: Soybean protein; plant defense; gene induction; Cercospora kikuchii; salycilic
acid; RT-PCR.
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1 CARACTERIZACAO DO PROBLEMA E JUSTIFICATIVA

A soja é considerada a leguminosa da maior importancia econdmica devido a sua
versatilidade de utilizagcbes decorrente da composicdo elementar de seus grdos, sendo
amplamente utilizada na alimentacdo como uma fonte alternativa de proteinas e, também, na
obtencédo de 6leos comestiveis. Na industria, essa leguminosa tem sido utilizada na fabricacéo
de cosmeticos, adesivos, formuladores de espumas, fibras e revestimentos (BOARD, 2012).
Diante de tantas utilidades, essa leguminosa figura como a principal oleaginosa produzida e
consumida, sendo o Brasil o segundo maior produtor de soja no cenario mundial.

Para a safra de 2013/2014, foi estimada uma produtividade média brasileira de soja em
grédo em 3.000 kg/h&, mas este valor baixou para 2.865 kg/ha. Desta forma, a producdo que,
inicialmente era estimada em 87 milhdes de toneladas, foi avaliada em 2014 em apenas 86,27
milhdes de toneladas (CONAB, 2014). Esse decaimento da produtividade esta diretamente
ligado a fatores climaticos, ao ataque por herbivoros e as doengas causadas por
microrganismos patogénicos. Bilhdes de ddlares sdo gastos anualmente na agricultura
mundial com manejo e controle quimico de fitopatdgenos e pragas. No entanto, apenas cerca
de 7% dos prejuizos sao reduzidos pela acdo do controle quimico, o qual, além de se mostrar
pouco eficiente, vem causando profundo impacto ambiental e desequilibrio ecolégico. Como
exemplo, a despeito do surgimento continuo de novos fungicidas, € estimado que as perdas
causadas por fungos fitopatogénicos, no mundo todo, chegam a 20% e, em alguns casos
extremos, alcancam 100% (GODOY; MEYER, 2014). Adicionalmente, os problemas nao se
restringem apenas a perda de grdos. Os custos adicionais desencadeados pela adocdo de
métodos de controle e as restricbes e imposi¢es de barreiras fitossanitarias dificultam ou
mesmo inviabilizam a chegada do produto ao mercado.

Ao longo dos anos, foram vérias as tentativas de aumento da produtividade dos gréos
de soja. Uma estratégia bem sucedida foi o desenvolvimento de cultivares resistentes as
condic@es adversas impostas por fatores bidticos e abidticos. No entanto, a rapida evolucgéo de
pragas e patégenos tem tornado inviavel a obtencdo de gendtipos pouco susceptiveis dentro de
um curto intervalo de tempo e mesmo aqueles resistentes ndo dispensam a aplicacdo de
defensivos quimicos durante o plantio (CARNIEL; MENOSSO; BALBINOT JUNIOR,
2014). Todavia, a biotecnologia pode contribuir com alternativas sustentaveis para a obtencéao
de gendtipos de alta produtividade e resistentes/tolerantes aos estresses biodticos e abioticos. A
identificacdo de genes de resisténcia que possam ser transferidos para variedades comerciais

e, ainda, a purificacdo e caracterizagcdo de moléculas bioativas capazes de serem utilizadas
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como fungicidas sdo exemplos de estratégias promissoras nesse contexto (BERTHOLDO-
VARGAS et al., 2009; MARRA et al., 2009).

A soja possui um arsenal de biomoléculas com potencial biotecnoldgico para serem
usadas na defesa vegetal. Dentre essas moléculas, destaca-se a toxina da soja (SBTX), uma
proteina de 44 kDa isolada das sementes dessa leguminosa com agdo antiflngica, inibindo o
crescimento micelial de Cercospora sojina e Cercospora kikuchii, causadores de doencas
foliares de importancia econdmica para a soja (VASCONCELOS et al., 2008), além de
promover a inibicdo da germinacdo de esporos dos fungos Aspergillus niger e Penicillium
herguei, que causam deterioracdo das sementes durante seu armazenamento. SBTX também
foi capaz de inibir o crescimento de Candida albicans, demonstrando seu amplo espectro de
acdo e potencial para o desenvolvimento, em bases biotecnologicas, de uma nova droga
antifungica para a protecdo de animais (MORAIS et al., 2010). Essa proteina ainda possui
atividade contra insetos, tendo se mostrado toxica para ninfas de Dysdercus peruvianus e
Callosobruchus maculatus (SIEBRA, 2004; MORAIS, 2007). No que diz respeito a sua
distribuicdo tecidual, essa proteina esta tambem presente no caule, folha e raiz de plantulas
estioladas, além das sementes (SIEBRA, 1998). Ademais, essa proteina foi induzida pelo
tratamento das sementes com acido jasménico (MORAIS, 2007; 2010).

Reunidas as informacg6es citadas, nosso grupo de pesquisa suscitou a hipotese de que
SBTX estaria envolvida no mecanismo de defesa da soja contra diversos agressores. Varios
estudos ja foram desenvolvidos no sentido de validar ou ndo essa hipotese. O presente estudo
é mais um deles, por se entender que o conhecimento do perfil de expressdo génica das
cadeias de SBTX ao longo do desenvolvimento da soja e, também, em plantas submetidas ou
ndo a elicitores biotico e abidtico, bem como de sua localizacdo tecidual, daria uma grande
contribuicdo nesse sentido.

Diante do exposto, seguem as seguintes indagacdes em relacdo a SBTX:

a) Além das sementes, seus transcritos também estariam presentes em diferentes

tecidos ao longo do desenvolvimento da soja?

b) Uma vez que essa proteina é composta por duas subunidades (17 e 27 kDa), seus

genes codificadores teriam o mesmo perfil de expressao?

c) Os seus genes codificadores seriam induzidos pelo tratamento das folhas primarias

de plantas de soja com acido salicilico ou inoculagdo com esporos do fungo C.
kikuchii?

d) Tendo sido purificada de sementes maduras, onde essa proteina estaria localizada

nos cotilédones?
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 Soja: usos e aplicagoes

A soja € uma planta herbacea pertencente a familia Fabaceae, classe Magnoliopsida,
subclasse Rosidae e ordem Fabales, possuindo crescimento morfoldgico diversificado, hastes
e vagens pubescentes e porte ereto (CAPELLARI — JUNIOR; RODRIGUES; SOUSA, 1999),
conforme visualizada na Figura 1. Essa espécie é amplamente cultivada por toda extensdo do
Brasil, estando mais concentrada na regido Centro-Oeste (CONAB, 2015).

Uma das principais justificativas da ampla disseminagdo nacional e mundial dessa
leguminosa encontra-se no valor nutricional atribuido a suas sementes. Comparada a outras
espécies vegetais, os grdos de soja possuem elevado teor de proteinas (38-40%), lipideos
(18%) e carboidratos (30%) e bom balanceamento de aminoacidos essenciais. Em adigéo,
sementes de soja sdo boas fontes de fosforo, potéassio, zinco, ferro, vitaminas do complexo B e
da vitamina antioxidante E (BURTON, 1997). Assim, em termos de composi¢do quimica, a
soja é considerada superior a outros produtos de origem vegetal e equivalente a muitos
alimentos de origem animal (CAMARA, 2011).

Além do uso da soja como fonte de proteinas e 0Oleo, ela tem varios outros usos na
industria, tais como na producdo de biodiesel, &cidos graxos, plasticos, revestimentos,
lubrificantes e fluidos hidraulicos. Nos paises asiaticos, como a China, Japdo e Indonésia,
toda a semente é diretamente consumida como alimento humano, ou incorporada a itens
alimentares utilizados pelo homem, tais como tofu, leite e queijo. O consumo da soja como
alimento pelo homem esta crescendo gradativamente pelo mundo. Recentemente, foi
atribuido a alimentacdo humana a base de soja, beneficio de salde para doencas cardiacas,

cancer, osteoporose e menopausa (BOARD, 2012).
2.2 Estadios de desenvolvimento da soja
A soja apresenta desenvolvimento fenoldgico bem caracterizado e delimitado em

etapas. Essas etapas sdo chamadas de estadios e contribuem para padronizar as fases do ciclo

reprodutivo dessa espécie, de modo a permitir a identificacdo mais precisa de infec¢bes
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Figura 1 - Classificacdo taxondmica da soja

Reino: Plantae

Divisao: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Ordem: Fabales
Familia: Fabaceae

Subfamilia: Faboideae

Género: Glycine

Espécie: Glycine max

Fonte: USDA (2015).
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e doencas ao longo do seu ciclo. Mundialmente, a escala de desenvolvimento fenol6gico mais
amplamente aceita para a soja é a de Fehr e Caviness (1977), sendo também a mais utilizada
entre pesquisadores que usam a soja como modelo experimental (FIGURA 2). O
desenvolvimento da soja € dividido em dois estagios que se subdividem em estadios. O
estagio vegetativo inicia-se a partir da emersdo dos cotilédones acima do solo até o
florescimento, caracterizando as plantas jovens. J& o estdgio reprodutivo, ocorre a partir do
florescimento até a maturacdo completa das sementes, caracterizando as plantas adultas.

O desenvolvimento da soja se inicia a partir absor¢do de agua por suas sementes,
culminando no processo de germinacao e, consequentemente, no crescimento da radicula para
baixo, fixando-se no solo. Posteriormente, o hipocétilo, a pequena secdo do caule situada
entre 0 nd cotiledonar e a radicula, inicia a sua elongacdo para a superficie do solo, levando
consigo os cotilédones. A fixacao da radicula no solo e a elongacao do hipocétilo estabelecem
uma alavanca que ergue os cotilédones a superficie do solo, caracterizando o estadio de
emergéncia, ou Ve. Este estadio deve ocorrer entre 5 a 8 dias ap0s a semeadura. Logo apés a
emergéncia (Ve), ocorre expansdo e desdobramento das folhas unifolioladas marcando o
inicio do estadio de abertura dos cotilédones (Vc), seguido pelos demais estadios vegetativos
numerados (Vn). As reservas nutritivas armazenadas nos cotilédones suprem as necessidades
da planta jovem durante os primeiros 7 a 10 dias depois de VE, ou até proximo ao estadio V1.
Durante esse periodo, os cotilédones perdem 70% do seu peso seco.

A partir do estddio Vc, os estadios vegetativos (V) sdo definidos e numerados a
medida que as folhas dos nds superiores se apresentam completamente desenvolvidas. No
estadio Vi, a folha unifoliolada esta completamente desenvolvida e ja é capaz de realizar
fotossintese, gerando a energia necessaria para o desenvolvimento das plantas jovens. A partir
do estadio V2, ocorre o desenvolvimento da primeira folha trifoliolada.

Os oito estadios R (reprodutivos) sdo divididos em quatro partes: R1 e R, descrevem o
florescimento; Rz e R4 0 desenvolvimento da vagem; Rs e Re 0 desenvolvimento da semente e
Rz e Rs a maturagdo da planta. Uma melhor visualizacdo desses estadios encontra-se na
Figura 2. Durante o estagio reprodutivo, ocorre um periodo de rapido e constante acumulo
diario das taxas de matéria seca e de nutrientes pela planta no intervalo de estadios de R a Re.
Essa rapida acumulacdo de matéria seca e nutrientes pela planta inteira inicia-se nas partes
vegetativas (folhas, caules, peciolos e raizes), deslocando-se gradualmente para as vagens e
sementes em formacdo. No estadio Rs, o desenvolvimento reprodutivo apresenta desde flores
quase abertas até vagens contendo sementes com 11 mm de comprimento (JONES;
GONZALEZ; VODKIN, 2010).



Figura 2 - Estéadios do desenvolvimento da soja

Periodo Estadio Descricao
9 VE Cotilédones acima da superficie do solo
= VC Cotilédones completamente abertos
Tg V1 Folhas unifolioladas completamente desenvolvidas'
Q V2 Primeira folha trifoliolada completamente desenvolvida
V3 Segunda folha trifoliolada completamente desenvolvida
Vn Ante-enésima folha trifoliolada completamente desenvolvida
Inicio do florescimento - Uma flor aberta em qualquer né do
i caule’
R2 Florescimento pleno - Uma flor aberta num dos 2 ultimos
e 3 7
nos” do caule com folha completamente desenvolvida
Inicio da formacao da vagem - Vagem com 5 mm de
R3 comprimento num dos 4 ultimos noés” do caule com folha
completamente desenvolvida
Vagem completamente desenvolvida - Vagem com 2 cm de
R4 comprimento num dos 4 dltimos nés® do caule com folha
completamente desenvolvida
9 Inicio do enchimento do grdao - Grdo com 3 mm de
5 R5 comprimento em vagem num dos 4 Ultimos nés’ do caule,
B com folha completamente desenvolvida
'g- e R5.1 - graos perceptiveis ao tato (o equivalente a
o 10% da granacao);
Subdivisdes do ¢ R5.2-11% a 25% da granagao;
estadioR5 * e R5.3 -26% a 50% da granacao;
e R5.4 -51% a 75% da granagao;
e R5.5-76% a 100% da granacao.
Grao cheio ou completo - vagem contendo grdos verdes
R6 preenchendo as cavidades da vagem de um dos 4 ultimos
nos’ do caule, com folha completamente desenvolvida
R7 Inicio da maturagdao - Uma vagem normal no caule com
coloracao de madura
R8 Maturacao plena - 95% das vagens com coloracao de
madura
Obs:

' Uma folha é considerada completamente desenvolvida quando as bordas dos trifélios da
folha seguinte (acima) ndo mais se tocam.
? Caule significa a haste principal da planta

* A expressao ‘Ultimos nos’ refere-se aos Ultimos nos superiores.

Fonte: Fehr; Caviness (1977).
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J& o desenvolvimento das sementes dentro das vagens pode ser simplificado por meio
da categorizagdo deste processo complexo em trés fases temporais sequenciais: a
embriogénese, enchimento de gréos e maturacdo. A embriogénese compreende 0s estagios de
formacdo do embrido: estagio globular, cordiforme e de torpedo. O primeiro estagio é
caracterizado pela intensa divisdo celular e pelo formato esférico do embrido, enquanto que
no estagio cordiforme ha o desenvolvimento dos cotilédones conferindo o formato bilobado
ao embrido. No estdgio de torpedo, ocorre o alongamento do eixo embrionario e dos
cotilédones, juntamente com a extensdo simultanea dos meristemas apicais (RAVEN, 2007).

O embrido é composto pelo eixo embrionario e cotilédones. O eixo embrionario, por
sua vez, é formado pelos primérdios radicular e caulinar que consistem de meristemas apicais.
Os meristemas sdo tecidos embrionarios permanentes, compostos de células que podem se
dividir repetidas vezes e estdo envolvidas no crescimento do comprimento do corpo da planta.
As folhas e o caule sdo originados a partir do meristema apical caulinar, enquanto que a raiz
se origina a partir do meristema apical radicular (RAVEN, 2007).

Procedendo a embriogénese, o enchimento de sementes consiste num evento no qual
ocorre 0 seu crescimento, havendo a sintese da maior parte dos compostos de reservas
utilizados na germinacdo. Os eventos metabolicos que ocorrem nesta etapa determinam a
composicdo de reserva global da semente. Esse processo € caracterizado pelas rapidas
alteracdes metabolicas e morfoldgicas (tamanho, peso e cor), compreendendo 0S processos
celulares que incluem a expanséo das celulas e a fase inicial da dessecacdo (ASAKURA et al.,
2012). A sintese de proteinas de reserva ocorre ao término da divisdo celular, num periodo
entre 14 e 16 dias apos a antese, quando todo o crescimento adicional s6 se da pela expanséo
celular e acimulo de compostos de reservas (HERMAN; LARKINS, 1999). Na maturacdo,
aproximadamente 41% do peso seco da semente de soja tratam-se de proteinas de reserva
(HILL; BREIDENBACH, 1974), sendo a glicinina e a [-conglicinina dominantes
(ROBERTS; BRIGGS, 1965; THANH; SHIBASAKI, 1976).

Nos Gltimos anos, a transcriptdmica tem sido uma ferramenta utilizada para investigar
as alteracdes na expressdo génica durante o desenvolvimento da semente em cereais [milho
(Zea mays; WANG et al., 2012), arroz (Oryza sativa; XUE; ZHANG; XUE, 2012)],
leguminosas [soja (JONES; GONZALEZ; VODKIN, 2010; ASAKURA et al., 2012; JONES;
VODKIN, 2013)] e oleaginosas [Arabidopsis (Arabidopsis thaliana; LE et al., 2010)]. Essas
investigacOes permitiram a obtencdo de maiores informagdes acerca de que vias sdo atuantes

ao longo das diversas etapas que compdem o processo de desenvolvimento das sementes.
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2.3 Historico e producdo da soja no Brasil

Em 1882, o professor da Escola de Agronomia da Bahia, Gustavo Dutra trouxe a soja
dos Estados Unidos para o Brasil e realizou os primeiros estudos de avaliacdo de cultivares
(SHURTLEFF; AOYAGI, 2009). Nessa época, a soja era estudada como forrageira no Brasil,
assim como nos Estados Unidos, produzindo mais grdos para consumo de animais das
propriedades rurais, do que como planta produtora de gréos para a industria de farelos e 6leos
vegetais.

Apesar do primeiro registro de cultivo de soja no Brasil ter sido em 1914, no
municipio de Santa Rosa, RS, foi apenas na década de 40 que ela, de fato, adquiriu certa
importancia econdmica. Em 1941, esse municipio foi registrado no Anuéario Agricola do RS
contendo uma area cultivada de 640 hectares, cuja producdo e rendimento foram 450
toneladas e 700 kg/ha, respectivamente. Ainda nesse ano, foi instalada a primeira industria
processadora de soja do Pais (Santa Rosa, RS), o que culminou na entrada do Brasil como
produtor de soja nas estatisticas internacionais, em meados de 1949 (GAVIOLI, 2012).

O cultivo de soja no Brasil vem crescendo de tal forma no cenario mundial que, em
1958, representava apenas 0,5% da producao e, atualmente, para a safra de 2015, a producéo
brasileira é cerca de 30% do grao produzido mundialmente (FIESP, 2015). Esse crescimento,
de quase 260 vezes, no transcorrer de apenas quatro décadas, desencadeou uma cadeia de
mudancas sem precedentes na histéria do pais, como, por exemplo, 0 surgimento da
agricultura comercial no Brasil. Consequentemente, desencadeou a aceleracdo da
mecanizacao das lavouras brasileiras, a modernizacdo do sistema de transportes, tecnificacao
de outras culturas (destacadamente a do milho), profissionalizacdo e incremento do comércio
internacional. Tais modifica¢fes ainda culminaram na aceleracdo da urbanizacdo nacional,
incluindo a sua interiorizacdo, consequente da expansao da agro-industria que, por sua vez,
auxiliou no desenvolvimento da avicultura e da suinocultura brasileiras (EMBRAPA, 2009a).

Segundo dados fornecidos pela USDA (2015), a producdo mundial de soja atingiu,
para a safra de 2014/2015, valores de 315,1 milhdes de toneladas, sendo os Estados Unidos,
Brasil e Argentina responsaveis por 82% de toda a producdo dos grdos. O Brasil se destaca
como segundo produtor, atingindo valores de 94,5 milhdes de toneladas, ficando atras dos
Estados Unidos que produziram para a mesma safra cerca de 108 milhdes de toneladas de
grdos de soja. Contudo, projecdes indicam que o Brasil aumentara sua area plantada em

18,3%, sua producdo em 42,8% e sua produtividade em 20,7%, atingindo valores totais de
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123 milhdes de toneladas de grdos de soja na safra de 2023/2024 (FIGURA 3), podendo,
entdo, se destacar como o maior produtor de soja no mercado mundial.

Dentro do cenario de producdo de graos nacional, a producdo de soja se destaca em
terceiro lugar (FIESP, 2013), ficando atras das culturas de milho e do trigo (FIGURA 4). Para
0 Brasil, o complexo soja tem expressiva importancia econdémica, desempenhando papel
fundamental para o produto interno bruto (PIB), gerando divisas e empregos, além de
envolver um amplo nimero de agentes e organizacdes ligados aos mais diversos setores
econdémicos (EMBRAPA, 2009). A receita estimada proveniente das exportacdes do
complexo da soja de 2014 foi de 23,27 bilhdes de dblares, representando mais de 10% do total
exportado pelo pais. Todavia, mais importante do que os beneficios diretos provenientes das
exportagOes, sdo 0s beneficios indiretos derivados de sua extensa cadeia produtiva, que

superam em mais de cinco vezes esse montante (CONAB, 2015).

2.4 LimitacOes no cultivo da soja

A produtividade média brasileira de soja em gréos era estimada inicialmente em 3.000
kg/ha para a safra 2013/2014. No entanto, a produtividade média baixou para 2.865 kg/ha, ou
seja, 2,5% menor que a da safra anterior (2012/2013). Desta forma, a producdo que,
inicialmente era estimada em 87 milhdes de toneladas para a safra 2013/2014, foi avaliada em
julho de 2014 em apenas 86,27 milhdes de toneladas (CONAB, 2014).

Os fatores responsaveis pela diminuicdo da produtividade dos grdos de soja
enquadram-se em dois grupos: abioticos e biodticos. Os fatores abidticos caracterizam-se por
toda influéncia causada aos seres vivos que sejam derivados de aspectos fisicos, quimicos ou
fisico-quimicos do meio ambiente, como a temperatura, umidade e salinidade. Em 2012, por
exemplo, condicBes climaticas desfavoraveis ocorridas principalmente na Regido Sul
reduziram a producdo esperada em 1,8% frente ao segundo levantamento do ano de 2008
(CONAB, 2008). Para o0 ano de 2050, a projecdo € ainda mais assustadora, ja que mudancas
climaticas poderdo reduzir 44% do rendimento de grdos de soja produzidos na regido
Amazodnica (LAPOLA; SCHALDACH; ALCAMO, 2011).

Ja os fatores bioticos sdo caracterizados pela influéncia de seres vivos, nos quais se
incluem os agentes causais de doencas, tais como virus, bactérias, fungos, nematoides e
insetos, afetando raizes, folhas, caules e sementes, sendo, muitas vezes, tecido-especificos
(GROSSI-DE-SA; PELEGRINI; FRAGOSO, 2011). A cultura da soja esté sujeita a mais de

40 doencas causadas pelos agentes acima citados e a importancia econdmica de cada doenca



Figura 3 - Estimativas para safras de soja

Producdo, Area Plantada e Produtividade Brasileira de
Soja Grao
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Figura 4 - Estimativa da producdo mundial de grdos em milhdes de toneladas
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varia de acordo com o0 ano e a regido, dependendo das condicOes climaticas de cada safra. As
pragas sdo responsaveis, em media, por cerca de 42,1% das perdas na producdo agricola,
sendo os fungos fitopatogénicos responsaveis por cerca de 20% dos danos (KREYCI;
MENTEN, 2013). Estes sdo organismos capazes de utilizar quase todos os tipos de superficie

(peles, folhas, matéria em decomposicéo etc.) para seu desenvolvimento.

2.5 Principais doencas causadas por fungos na soja

Os tecidos vegetativos de soja podem ser atacados por diversos fungos, sendo as partes
aéreas infectadas por, pelo menos, nove diferentes espécies de fungos (ROY; BAIRD;
ABNEY, 2001). A EMBRAPA ja identificou cerca de 30 doengas na soja causadas por
fungos, sendo elas responsaveis por perdas agricolas anuais que chegam a mais de dois
bilhdes de dolares (EMBRAPA, 2009). Infelizmente, esse nimero continua aumentando e
levando a perdas anuais de producdo de até 20% e, em alguns casos extremos, atingindo
100%. Adicionalmente, os problemas ndo se restringem apenas a perda de grdos. Os custos
adicionais desencadeados pela adocdo de métodos de controle e as restricbes e imposicoes de
barreiras fitossanitarias dificultam ou mesmo inviabilizam a chegada do produto ao mercado.
As principais doencas causadas por fungos que assolam plantacfes de soja estdo resumidas na
Tabela 01.

Dentre essas doencas, destacam-se aquelas causadas pelos fungos do género
Cercospora. O fungo Cercospora sojina Hara é o microrganismo causador da doenga mancha
olho-de-ra. Trata-se de uma doenca que causa grandes perdas econdmicas na sojicultura
devido a reducdo da area foliar fotossintética, desfoliacdo prematura e danos as sementes. O
estadio favoravel de infeccdo por esse fungo é a partir do inicio do florescimento (AKEM,;
DASHIEL, 1994).

Outro fungo do género Cercospora gue ataca tanto folhas como sementes € o fungo C.
kikuchii. Isoladamente, esse patdgeno pode provocar perda do rendimento em torno de 45%,
de acordo com o potencial produtivo da cultura, consequéncia da desfolha prematura da
planta, que leva a uma reducdo da granacdo na ordem de 30%. Além disso, este fungo
também causa nas sementes uma descoloracdo que ocasiona a desvalorizacdo do lote, tanto
para uso industrial como também para semeadura (RODRIGUES, 2009). As sementes
infectadas frequentemente apresentam rachaduras, por onde podem penetrar outros patégenos.

Os sintomas nas folhas, hastes e vagens geralmente passam desapercebidos ou séo



Tabela 1 — Principais doencas flngicas de soja
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Localizacao

Nome popular

Agente da doenga

Folhas

Haste, vagem

e sementes

Crestamento foliar de Cercospora
Ferrugem “americana”

Ferrugem “asiatica”

Mancha foliar de Alternaria
Mancha foliar de Ascochyta
Mancha foliar de Myrothecium
Mancha parda

Mancha “olho-de-ra”

Mildio

Mancha foliar de Phyllosticta

Mancha alvo

Mela ou requeima da soja

Oidio
Antracnose

Cancro da haste

Mancha purpura da semente
Seca da haste e da vagem
Seca da vagem

Mancha de levedura

Podridao branca da haste

Cercospora kikuchii
Phakopsora meibomiae
Phakopsora pachyrhizi
Alternaria sp.

Ascochyta sojae
Myrothecium roridum
Septoria glycines
Cercospora sojina
Peronospora manshurica
Phyllosticta sojicola

Corynespora cassiicola

Rhizoctonia solani
(anamorfica)

Thanatephorus cucumeris
(teleomorfica)

Microsphaera difusa
Colletotrichum dematium var.
truncata

Diaporthe phaseolorum f. sp.
meriodionalis (teleomorfica)
Phomopsis phaseoli f. sp.

meriodionalis (anamorfica)
Cercospora kikuchii
Phomopsis spp.

Fusarium spp.
Nematospora coliri

Sclerotinia sclerotiorum

Fonte: http://www.cnpso.embrapa.br/producaosoja/doenca.htm.
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confundidos com outras doengas (OMAFRA, 2009). Adicionalmente, esse fungo juntamente
com Septoria glycines Hemmi podem ocasionar perdas de produtividade de gréos ainda mais
elevadas. Esse dano pode ser bem maior quando associado as demais doengas que surgem no
final de ciclo, mas que ndo atacam somente nesse estadio, como a antracnose, mancha olho-
de-rd e oidio (ALMEIDA et al., 2005).

2.6 Estratégias de controle

Varias estratégias sdo adotadas para minimizar os danos causados por pragas nas
lavouras. Essas estratégias sdo baseadas em métodos de manejo, genéticos, quimicos e
biologicos. Os métodos de manejo consistem na utilizacdo de cultivares de ciclo precoce,
semeaduras no inicio da época recomendada, eliminacdo de plantas voluntarias de soja,
auséncia de cultivo de soja na entressafra por meio do vazio sanitario e no monitoramento da
lavoura desde o inicio do desenvolvimento da cultura (TECNOLOGIAS, 2011).

Quanto a estratégia genética, destaca-se 0 uso de gendtipos resistentes. Contudo, ha
uma grande dificuldade na obtencdo de gendtipos pouco susceptiveis, em um curto intervalo
de tempo, devido a rapida evolucéo de pragas e patdogenos. Além disso, mesmo 0s gendtipos
resistentes, estes ndo dispensam a aplicacdo de defensivos quimicos durante o plantio
(CARNIEL; MENOSSO; BALBINOT JUNIOR, 2014).

O controle quimico, por sua vez, consiste na aplicacdo periddica de fungicidas, sendo
0s mais comumente usados em lavouras de soja o metil benzimidazol carbamato (MBC,
benzimidazdis), os inibidores da demetilacdo (DMI, triazdis), os inibidores de quinona
oxidase (Qol, estrobilurinas) e, mais recentemente, a nova geracdo de moléculas inibidoras da
succinato desidrogenase. Contudo, essa abordagem encontra problemas, tais como sua
toxicidade para outros setores da cadeia alimentar e o aparecimento de espécies de fungos
resistentes ao tratamento. Atualmente, ndo ha estratégia anti-resisténcia sendo utilizada de
forma efetiva no manejo de fungicidas. A medida mais eficiente para retardar o aparecimento
de resisténcia de fungos, seria limitar o nimero de aplicacBes, 0 que representa um grande
desafio em funcdo da extensa janela de plantio e da semeadura de soja apds soja, fazendo com
que, em algumas regides, ocorram até 12 aplicacdes de fungicidas na safra, 0 que exerce uma
alta pressao de selecéo de resisténcia (GODOY; MEYER, 2014).

Diante das colocagdes expostas, verifica-se que, apesar dos avancos tecnoldgicos em
relacdo ao plantio e colheita da soja, as perdas ainda sdo considerdveis. Assim, emerge a

necessidade de uma estratégia alternativa para amenizar, ou mesmo erradicar, doengas



33

causadas por fungos em soja, como a prospeccdo e uso de genes de defesa no controle de
patégenos (BERTHOLDO-VARGAS et al., 2009; MARRA et al., 2009). Essa abordagem
envolve a identificacdo, caracterizacdo e clonagem de genes envolvidos na defesa vegetal,
cujos produtos (proteinas ou metabolitos secundarios) sdo capazes de promover a inibicdo da
germinacdo e/ou do crescimento de estruturas fungicas.

Pesquisas recentes, envolvendo técnicas de biologia molecular e biotecnologia com
foco na interacdo patdgeno e hospedeiro, tém permitido identificar, caracterizar e clonar genes
envolvidos na defesa de plantas. Adicionalmente, essas técnicas tém permitido conhecer as
funcdes de produtos e os mecanismos de defesa associados em muitas espécies vegetais
(CASASSOLA et al., 2015). Os provaveis candidatos a serem (ou que estdo sendo) utilizados
no desenvolvimento de espécies resistentes sao genes envolvidos na expressdo de produtos
que: a) sdo diretamente toxicos para os fungos ou que interferem em seu crescimento; b)
destroem ou neutralizam parte do arsenal bioguimico do patégeno; ¢) aumentam a defesa
estrutural dos vegetais; d) liberam sinais que controlam as respostas de defesa e/ou e) derivam
de genes de resisténcia (R) envolvidos no reconhecimento dos genes Avr de patdgenos
(DAGUERRE et al., 2014). Para isso, os mecanismos moleculares envolvidos desde a
transcricdo génica até a traducdo, além da identificacdo de varios metabolitos, sdo de grande
importancia (NOURI; TOORCHI; KOMATSU, 2011). A conclusdo do projeto genoma da
soja, em 2008, pelo Departamento de Energia dos Estados Unidos, juntamente com o Instituto
de Genomas, gerou uma série de dados, 0s quais tém subsidiado avangos nessa area. De posse
do genoma sequenciado da soja, genes responsaveis por determinadas caracteristicas poderdo
ser identificados e, assim, melhores cultivares serdo disponibilizadas para o produtor. Essas
caracteristicas podem incluir, por exemplo, aumento na produtividade, incremento no
conteldo de o6leo para producdo de biodiesel, melhoria na digestibilidade para animais e
humanos, melhoria da qualidade nutricional, tolerancia a seca, resisténcia a pragas e a
doencas especificas nas diferentes regides onde a soja € cultivada, dentre outras (CARNIEL;
MENOSSO; BALBINOT JUNIOR, 2014).

2.7 Defesa vegetal

Tratando-se de organismos sésseis, as plantas sofreram uma forte pressdo evolutiva ao
longo do tempo levando ao desenvolvimento de mecanismos de defesa sofisticados voltados
ao combate de organismos potencialmente patogénicos, aos quais sdo constantemente

expostas (PENG et al., 2011). Embora o sistema de defesa vegetal ndo seja mediado por
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anticorpos, como ocorre em mamiferos, as plantas sdo capazes de ativar uma variedade de
barreiras de defesa, incluindo reforcos na parede celular, acimulo de compostos com acéo
antimicrobiana e pequenas moléculas derivadas do metabolismo  secundario
(KLIEBENSTEIN, 2014).

A defesa passiva consiste em mecanismos fisicos e quimicos e é constitutiva na planta
a fim de retardar a entrada e infeccdo microbiana. E composta por barreiras estruturais e
quimicas pré-formadas, incluindo ceras, cutina, suberina, lignina, compostos fendlicos,
celulose, calose e proteinas da parede celular. J& a defesa ativa, também denominada defesa
induzida, requer a sintese de proteinas, sendo regulada por vias de sinalizacdo complexas e
interconectadas que culminam em mudangas moleculares, bioquimicas e morfoldgicas, tais
como a explosdo oxidativa, expressdo de genes de defesa, producdo de compostos
antimicrobianos e/ou morte celular programada (TANG et al., 2013).

A habilidade de perceber e orquestrar uma resposta rapida ao ataque de um patdgeno é
indispensavel para sobrevivéncia da planta. Esses organismos desenvolveram um aprimorado
sistema de defesa que se inicia a partir da deteccdo de padrdes moleculares associados ao
patogeno (Pathogen-Associated Molecular Patterns, PAMPS,) via receptores de membrana,
resultando na imunidade ativada por PAMPs (PAMP-Triggered Imunity, PTI). A PTI ocorre
dentro de minutos seguidos da percepcdo de PAMPs por receptores de membrana da célula
vegetal e leva a uma série de respostas metabolicas, como a producdo de espécies reativas de
oxigénio e reprogramacéo da transcricdo (DODDS; RATHJEN, 2010). A reprogramacéo da
expressdo génica relacionada a PTI € mediada, em parte, pela familia WRKY de fatores de
transcricdo, envolvidos tanto na reprogramacdo positiva como negativa (RUSHTON et al.,
2010). Respostas tardias a ativacdo da PTI incluem deposicdo de calose na parede celular
vegetal perto do sitio de infeccdo, bem como inibi¢do do crescimento da plantula (GOMEZ-
GOMEZ; FELIX; BOLLER, 1999; BOLLER; FELIX, 2009).

Acredita-se a PTI seja suficiente para combater apenas microrganismos ndo
patogénicos e que ela seja suprimida por efetores virulentos secretados pelos patdégenos na
célula vegetal, desencadeando a doenca (MONAGHAN; ZIPFEL, 2012; XIN; HE, 2013). Em
contra resposta, as plantas desenvolveram genes de resisténcia (R) para reconhecer tais
efetores e ativar uma resposta de defesa mais potente, a imunidade ativada por efetores
(Effectors-Triggered Imunity, ETI) que, geralmente, resulta na resposta que causa morte
celular programada conhecida como resposta hipersensitiva (Hypersensitive Response, HR)
no tecido infectado (CAPLAN; PADMANABHAN; DINESH-KUMAR, 2008). A ETI

também pode acionar uma segunda resposta de defesa em tecidos ndo infectados, culminando



35

na resposta sistémica adquirida (Systemic Acquired Resistance, SAR) (FU et al., 2012).
Assim, unindo os mecanismos bem eleaborados envolvidos nas respostas de defesa PTI e
ETI, as plantas séo capazes de sobreviver no meio ambiente.

2.7.1 - Moléculas elicitoras da defesa vegetal

Existem diversas moléculas capazes de induzir respostas de defesa nas plantas, como
0s compostos produzidos por diferentes patdgenos e indutores quimicos, incluindo alguns
fitohormonios (YANG et al., 2011). Os hormdnios vegetais sdo pequenas moléculas que, em
pequenas concentragdes, sdo requeridas pelas plantas e regulam as respostas de crescimento,
reproducdo e defesa. Neste ultimo processo, é relatado que essas moléculas desempenham
importantes papeis na regulacao precisa de respostas imunes, tanto local como sistémica, para
coordenar a defesa contra diversos tipos de patdgenos e em diferentes partes da planta
(PIETERSE et al., 2012; WASTERNACK, 2014).

Dentre os fitormdnios amplamente estudados, destaca-se o &cido salicilico (AS), um
composto fenolico que foi demonstrado ser atuante em muitos processos metabolicos na
planta, tais como crescimento, desenvolvimento, senescéncia e respostas a estresses (RIVAS-
SAN VINCENTE; PLASENCIA, 2011). Esse composto é reconhecido por seu papel na
defesa local e induzida contra patdgenos biotroficos e hemibiotréficos e no estabelecimento
da SAR (FU; DONG, 2013). Sua sintese ocorre nos plastidios através de duas rotas do
corismato. A primeira delas ocorre através da isocorismato sintase (ICS), sendo uma rota
atuante em mais de 90% do AS que é produzido durante a ativacdo de respostas a estresses
(WILDERMUTH et al, 2001). A segunda rota usa a via mediada pela fenilalanina aménia-
liase (PAL) (LEE; LEON; RASKIN, 1995).

O ataque do patodgeno resulta no aumento da biossintese de acido salicilico através das
vias ICS/PAL nos plastidios. Entdo a enzima AS metil transferase catalisa a conversdo de
acido salicilico para metil salicilato, que se difunde no citoplasma, onde € convertido
novamente em AS pela atividade esterasica de SABP2 (Salicylic Acid Binding Protein 2). O
aumento nos niveis desse horménio no citoplasma desencadeia a transcricdo de genes de
defesa, processo mediado por receptores de AS, conhecidos como NPR1 (Nonexpressor of
Pathogenesis Related Proteins 1). Na auséncia de estresses, essas proteinas sdo encontradas
em sua forma de oligdmeros no citoplasma e na presenca de AS ha a liberacdo de seus
mondmeros que se translocam para o nicleo onde ativam a expressdo de genes de defesa
(TADA et al., 2008; ATTARAN; HE, 2012). Uma vez no nucleo, NPRL1 se liga a fatores de
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transcricdo e é fosforilada pela atividade quinase do complexo de iniciacdo da transcricao.
Posteriormente, ocorre a ubiquitinagdo da NPR1 fosforilada pelo proteossoma, desencadeando
a expressao de genes responsivos a0 AS (KUMAR, 2014). O mecanismo de acdo geral pelo
qual o &cido salicilico confere resisténcia as plantas esta mostrado na Figura 5.

Além de fitohorménios, elicitores bidticos como microrganismos sdo capazes de
desencadear mecanismos envolvidos na defesa da planta, seja pelo reconhecimento do
hospedeiro de PAMPs, como de efetores de viruléncia, culminando na PTI e ETI,
respectivamente e levando a transcricdo de genes de defesa. Pesquisas mais recentes trazem
em seu escopo a inducdo de proteinas de defesa em plantas submetidas a tratamentos com
patdégenos. Em soja, por exemplo, ja foram detectados transcritos de proteinas de defesa em
folhas e sementes de plantas inoculadas com os fungos C. kikuchii e Diaporthe phaseolorum
(UPCHURCH; RAMIREZ, 2010).

Similarmente, moléculas oriundas da estrutura de patdgenos ou secretadas por eles
podem atuar como elicitores de defesa. O tratamento de plantas de feijao-de-corda (Vigna
unguiculata) com galactomanana sulfatada de Adenanthera pavonina, por exemplo, resultou
em aumentos expressivos nos teores das enzimas P-1,3-glucanase, quitinase, peroxidase e
peroxidase alternativa. Ademais, esse carboidrato também foi capaz de amenizar a severidade

da doenca causada pelo fungo Colletotrichum gloeosporioides (VARELA, 2012).

2.7.2 - Defesa mediada por proteinas

Embora diversas sejam as moléculas que participam do sistema de defesa, as proteinas
merecem destaque devido, principalmente, a potencialidade de suas aplicacBes na agricultura,
como a producdo de espécies agricolas geneticamente melhoradas e resistentes a insetos e
doencas (SHAH et al., 1995). Suas propriedades bioquimicas conferem um amplo espectro
de atividades bioldgicas, permitindo que atuem como linha de frente na prevencdo e combate
a herbivoria e doencas.

Entre as moléculas que participam do sistema de defesa vegetal, pode ser citado um
vasto numero de peptideos e proteinas, compreendendo lectinas, inibidores de proteases,
proteinas inativadoras de ribossomos (RIPs tipos 1 e 2), etc (CARVALHO; GOMES, 2009;
STIRPE, 2013; CARVALHO et al., 2015; JAMALA et al., 2015), capazes de conferir
protecdo contra o ataque de pragas e patdgenos. Dentes estes compostos envolvidos na defesa

vegetal, destacam-se as proteinas relacionadas a patogénese (PR-proteinas). As PR-proteinas



Figura 5 - Mecanismo de acdo de defesa vegetal desencadeado por acido salicilico
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(Pathogenesis Related Proteins) sé@o produtos dos genes PR e, segundo van Loon, Rep e
Pieterse (2006), tratam-se de moléculas induzidas pela agdo de compostos sinalizantes, como
os horménios &cido salicilico, &cido jasmonico e etileno, possuem atividade antimicrobiana in
vitro via a¢do hidrolitica na parede celular e toxicidade, podendo, ainda, estarem envolvidas
na sinalizacdo da defesa. Essas proteinas foram intensamente estudadas e compiladas em 17
familias (Tabela 02). A classificacdo das familias foi baseada em propriedades bioquimica e
biologicas. De forma geral, as PR-proteinas foram agrupadas da seguinte forma: B-1,3-
glucanases (PR-2) e as endoquitinases (PR-3, PR-4, PR-8 e PR-11) atuando como moléculas
antifungicas; inibidores de proteases (PR-6) e quitinases atuando na defesa contra insetos
herbivoros e nematoides. As proteinas integrantes da classe 8 sdo lisozimas e podem ser
atuantes contra bactérias, enquanto que as defensinas (PR-12), tioninas (PR-13) e algumas das
proteinas transferidoras de lipideos (PR-14) possuem atividades antifingica e antibacteriana.
Ja membros da classe 1 e proteinas taumatinas-like (PR-5) sdo associadas as atividades contra
oomicetos. As PR-7 sdo endoproteases que podem estar envolvidas na dissolucdo da parede
celular microbiana. As PR-9, por sua vez, tratam de um tipo especifico de peroxidase que
atuam no reforco da parede celular vegetal, catalisando sua lignificacdo e aumentando a
resisténcia da planta contra varios patdégenos. As PR-10 séo caracterizadas por sua atividade
ribonucleasica e as PR17 pela atividade metaloproteasica. Por fim, as PR-15 e PR-16 tratam-
se de oxalato oxidases e oxalato oxidases-like, respectivamente, apresentando atividade de
superdxido dismutase. Essas proteinas geram peroxido de hidrogénio que é toxico para
diversos tipos de agressores ou pode direta ou indiretamente estimular resposta de defesa na
planta (van LOON; REP; PIETERSE, 2006). Vale ressaltar que nem todas as familias séo
representadas em todas as espéecies de plantas e a ocorréncia e propriedade de diferentes

membros dentro da mesma familia podem diferir significativamente.

2.7.3 - Toxinas Vegetais

Dentro do arsenal de proteinas atuantes na defesa vegetal, destacam-se, também, as
toxinas, moléculas capazes de interferir negativamente em algum parametro biolégico do
organismo, que tenha entrado em contato com essas macromoléculas, através de vias
especificas (endovenosa, intraperitoneal, oral etc). A toxicidade de proteinas vegetais foi
relatada ja em meados de 1888, quando Stillmark (Estdnia) observou que extratos de Ricinus
communis eram extremamente toxicos para animais, tendo sido essa toxicidade
posteriormente atribuida a uma RIP, chamada de ricina (HARTLEY; LORD, 2004).



Tabela 2 - Familias conhecidas de PR-proteinas

Familia Propriedade Genes
PR-1 Desconhecida Yprl
PR-2 B-1,3-glucanase Ypr2, [Gns2 (‘GIb’)]
PR-3 Quitinase tipo I, 11, IV, V, VI, VII Ypr3, Chia
PR-4 Quitinase tipo I, 1 Ypr4, Chid
PR-5 Taumatina-like Ypr5
PR-6 Inibidor de protease Ypr6, Pis (‘Pin’)
PR-7 Endoproteinase Ypr7
PR-8 Quitinase tipo 11 Ypr8, Chib
PR-9 Peroxidase Ypr9, Prx
PR-10 Ribonuclease-like Yprl0
PR-11 Quitinase, tipo | Yprll, Chic
PR-12 Defensina Yprl2
PR-13 Tionina Yprl3, Thi
PR-14 Proteina transferidora de lipidio Yprl4, Ltp
PR-15 Oxalato oxidase Yprl5
PR-16 Oxalato-oxidase-like Yprl6
PR-17 Desconhecida Yprl7

Fonte: van LOON; REP; PIETERSE (2006).
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Ainda em 1981, Carlini e Guimaraes isolaram uma proteina toxica de sementes de
Canavalia ensiformis, capaz de induzir convulsdes e morte quando administrada pela via
intraperitoneal ou endovenosa em ratos ou camundongos - DLsg de 2 mgP/kg de massa
corporal - denominada canatoxina. Embora suas caracteristicas funcionais e toxicas tenham
sido primeiramente identificadas em mamiferos, trabalhos posteriores mostraram que essa
proteina também apresenta acdo inseticida contra espécies de importancia agricola, tais como
Rhodnius prolixus, C. maculatus, Nezara viridula e D. peruvianus (CARLINI et al.,1997;
CARLINI; GROSSI-DE-SA, 2002; STANICUASKI et al., 2005).

Quanto as proteinas toxicas da soja, Liener (1951) iniciou os estudos de toxicidade, ao
injetar por via intraperitoneal o extrato bruto aquoso preparado a partir de suas sementes em
camundongos e verificar sua letalidade para esses animais. Entretanto, o isolamento de um
principio ativo relacionado a toxicidade aguda ocorreu apenas décadas mais tarde, por
Vasconcelos e colaboradores (1994), que purificaram uma neurotoxina proteica de sementes
de soja, denominada soyatoxina, apresentando uma massa molecular de 21 kDa (SYTX).
Trata-se de uma proteina tipo CNTX-like, capaz de reagir com anticorpos produzidos contra
CNTX e, também, de induzir convulsGes e morte quando injetada em camundongos por via
intraperitoneal (DLso 7-8 mg/kg de peso corporeo). Além disso, SYTX foi capaz de produzir
dispnéia, paralisia flacida e convulsdes tonico-clonicas precedendo a morte do animal.

Outra toxina foi purificada a partir de sementes de soja, denominada Gm-TX
(OLIVEIRA et al., 2010). Essa proteina apresenta massa molecular de 28 kDa e possui
atividade toxica (DLso 4,5 mg/kg de peso corpéreo) por via intraperitoneal para
camundongos, com a mesma sintomatologia e sinais clinicos descritos anteriormente para
SYTX. A Gm-TX ¢é exsudada por sementes de soja e apresenta potente atividade nematicida
contra Meloidogyne incognita. Essa proteina ainda se mostrou capaz de alterar negativamente
diversos parametros do ciclo biolégico de Callosobruchus maculatus (emergéncia, indice de
crescimento e tempo médio de desenvolvimento), além de induzir mortalidade em Dysdercus
peruvianus.

Outra toxina isolada de sementes de soja é a SBTX (TABELA 03), uma proteina com
massa molecular de 44 kDa que, em condicdes desnaturantes, apresenta duas subunidades,
uma de 27 e outra de 17 kDa, unidas por pontes dissulfeto. Anticorpos anti-SBTX
apresentaram reacdo cruzada com SYTX e CNTX, mostrando que essas toxinas possuem
determinantes antigénicos comuns (VASCONCELOS et al., 2008). SBTX apresenta uma
DLso de 6,0 e 5,6 mg/kg de peso corporeo, quando administrada em camundongos pelas vias

intraperitoneal e ntravenosa, respectivamente.



Tabela 3 - Propriedades de SBTX

Propriedades SBTX

Mr (SDS-PAGE)

Nativa 44 kDa
Subunidades 27: 17 kDa
a-hélice 35%
Folha-p 13%
Voltas 27%
Estruturas ndo ordenadas 25%
pl 8,2

o ) PNPKVFFDMTIGGQSAGRIVMEEYA (cadeia de 17 kDa)
Sequéncia NHz-terminal

ADPTFGFTPLGLSEKANLQIMKAYD (cadeia de 27 kDa)

Carboidratos 5%
Coeficiente de extin¢do 6,3
Estabilidade 0,005 M DTT/4 °C
DLso (mg/kg de peso 5.6

corporeo do camundongo)
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Fonte: Propria autora.



42

Em decorréncia da sintomatologia, como dispneia, paralisia flacida e convulsdes
tonico-clénicas, precedendo a morte do animal, esta toxina também foi classificada como uma
neurotoxina (VASCONCELOS et al., 2008). O sequenciamento da extremidade NH»-terminal
de SBTX mostrou que a subunidade de massa molecular de 27 kDa apresenta 80% de
identidade com a sequéncia de aminoécidos da proteina SC24, ao passo que a subunidade de
17 kDa mostra identidade de 96% com uma ciclofilina também presente em sementes de soja.
Além de sua atividade téxica para camundongos, SBTX foi capaz de exercer efeitos toxicos
aos insetos D. peruvianus e C. maculatus e de inibir o crescimento micelial de C. sojina e C.
kikuchii, bem como dos fungos A. niger e P. herguei, evidenciando o potencial biotecnolégico
dessa proteina contra fungos fitopatogénicos. Ademais, essa proteina foi induzida em
sementes embebidas em solu¢des com concentragcfes crescentes de acido jasmonico, tal como
ocorre com muitas proteinas relacionadas a patogénese (MORAIS, 2007; 2010). SBTX atua
de forma inespecifica tanto contra patdégenos de plantas e do homem, uma vez que essa
proteina, na concentracdo de 125 pg/mL, inibiu em 54% o crescimento de C. albicans no
periodo de 36 horas de incubacdo, além de produzir efeitos tdxicos nas leveduras
Kluyveromyces marxiannus, Pichia membranifaciens e Candida parapsilosis. SBTX foi
capaz de inibir a acidificacdo do meio estimulada por glicose por Saccharomyces Cerevisiae,
sugerindo que seu mecanismo de acdo antifingica esta relacionado com o bombeamento de
protons intracelulares para o meio externo. Ademais, essa toxina ainda ocasionou disrupc¢ao
da parede celular, encolhimento do citosol, formacdo de pseudohifas e morte celular em P.
membranifaciens e C. parapsilosis (MORAIS et al., 2010). Estudos posteriores, com énfase
no mecanismo de acdo de SBTX contra C. albicans, mostraram que a toxina promove uma
reprogramacao génica nessas células, havendo inducdo de genes relacionados com o
transporte de pequenas moléculas, estresse, além de genes ligados ao metabolismo de
carboidratos e aminoacidos, a respiracéo e ao ciclo celular (MORAIS et al., 2013).

Apesar do conhecimento das propriedades inseticidas e antifingicas da SBTX e das
evidéncias de seu mecanismo de acdo contra fungos, ainda sdo escassas informacoes
referentes a sua distribuicdo tecidual durante o desenvolvimento da soja, comportamento de
seus genes codificadores frente ao tratamento da planta com agentes abio6tico e abiotico e
localizacdo nos cotilédones. Portanto, o presente trabalho foi conduzido com a premissa de
fornecer novos dados sobre a distribuicdo e localizagdo da SBTX em tecidos vegetais, bem
como de avaliar o comportamento de seus genes codificadores frente ao tratamento de plantas

de soja com acido salicilico e C. kikuchii, um patégeno natural dessa leguminosa.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar os perfis de expressdo dos transcritos de genes codificadores da SBTX durante
o desenvolvimento da soja e frente ao tratamento da planta com elicitores abidtico e biotico,

bem como obter informacéo sobre a localizagédo tecidual dessa toxina nas sementes.

3.2 Especificos

e Avaliar a distribuicdo tecidual e expressdo temporal de transcritos dos genes
codificadores da SBTX durante os diferentes estagios (vegetativo e reprodutivo) de
desenvolvimento da planta de soja;

e Avaliar os perfis de expressdo dos genes codificadores da SBTX em resposta ao
tratamento de folhas primarias de plantas de soja com &cido salicilico e C. kikuchii;

e Detectar a localizacdo da SBTX em cotileddnes de sementes maduras de soja.
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4 MATERIAIS

4.1 Sementes

Sementes de soja (Glycine max L. Merril), cultivar BRS Pala (Safra de 2009), foram
doadas pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA Trigo, Passo Fundo,
RS, Brasil) ao Laboratério de Toxinas Vegetais (LabTox), Departamento de Bioquimica e
Biologia Molecular (DBBM) da Universidade Federal do Ceara (UFC) e armazenadas em
frascos hermeticamente fechados a 18 °C.

4.2 Animais

A producéo de anticorpos anti-SBTX foi realizada em coelhos albinos machos da raga
Nova Zelandia (Oryctolagus cuniculus), adquiridos do coelhario do Departamento de
Zootecnia (UFC), com 8 a 12 semanas de idade. Os coelhos foram mantidos em gaiolas
apropriadas e temperatura ndo superior a 25 °C. Todos os procedimentos com animais foram
realizados de acordo com os Principios Eticos da Experimentacdo Animal, preconizados pelo

Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (1991).

4.3 Fungo

O fungo Cercospora kikuchii foi obtido da micoteca mantida no Labtox, DBBM,
UFC. O fungo foi mantido em meio de cultura Agar-tomate, em condi¢bes estéreis e

apropriadas para o crescimento do microrganismo.

4.4 Reagentes e outros materiais

Os reagentes Tris (Ultra Pure Tris™), acrilamida, N,N’-metileno bisacrilamida,
tetrametiletilenodiamida (TEMED), persulfato de aménio, azul de bromofenol, dodecil sulfato
de sdédio (SDS), IgG de cabra conjugada com peroxidase produzida contra 1gG de coelho,
“Coomassie Brilliant Blue” (G e R) 250, nitrato de prata, ditiotreitol (DTT), B-
mercaptoetanol e marcadores de massa molecular (Bench Mark Pre-Stained Protein Ladder)

foram obtidos de empresas como Sigma Chemical Co (St. Louis, EUA) ou Invitrogen
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(Carlsbad, EUA). As matrizes cromatograficas de DEAE-Celulose e CM-Sepharose foram
obtidas da GE HeathCare (Uppsala, Suécia). RNease Plant Mini Kit e Dnase foram obtidos da
Qiagen (Valencia, EUA). O kit de RT-PCR Improm-11, Go Tag DNA polimerase e tampdo de
reacdo GoTaq® foram obtidos da Promega (Wisconsin, EUA). SyBr Green foi obtido da
Applied Biosystem (Waltham, EUA). Os demais reagentes usados foram de grau analitico e

obtidos comercialmente.
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5 METODOLOGIA

Para melhor entendimento do trabalho, a metodologia foi dividida em trés etapas.

ETAPA 1: DETECCAO DE TRANSCRITOS DE SBTX AO LONGO DO
DESENVOLVIMENTO DA SOJA

5.1 Condigdes de crescimento da soja

Para deteccdo de transcritos de SBTX ao longo do desenvolvimento da planta, foi
realizado o plantio da soja em casa de vegetacdo do Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular (UFC), temperatura de 25-28 °C e umidade atmosférica variavel de 75 a 85%. Para
IS0, sementes de soja livres de danos mecénicos aparentes foram selecionadas e esterilizadas
em solucdo de hipoclorito de sodio (NaClO) 1% durante 5 minutos, com o objetivo de
eliminar possiveis patégenos presentes em seu tegumento. Posteriormente, as sementes foram
embebidas em agua destilada durante 2 horas e, entdo, lavadas em agua corrente, procedida
por agua destilada. As sementes esterilizadas foram germinadas em areia autoclavada e as
plantulas, obtidas apds o periodo de sete dias, transferidas para um sistema de hidroponia em
casa de vegetacdo, usando-se solucdo de Hoagland 50% (HOAGLAND; ARNON, 1950) e
aeracao constante. Apds um periodo de sete dias de aclimatacdo das plantas, passou-se a usar
a solucdo de Hoagland 100%. Trés plantas foram dispostas em bacias com capacidade de 10
L. Os tecidos (TABELA 4) foram coletados em triplicatas e macerados em nitrogénio liquido

para posteriores extraces de RNA total.

5.2 Andlise da expressdo génica pela reacdo em cadeia da DNA polimerase quantitativa
em tempo real (QRT-PCR)

5.2.1 Extracédo de RNA total

Para obtencdo do RNA total dos tecidos coletados, 100 mg do material vegetal foram
macerados em nitrogénio liquido, com auxilio de almofariz e pistilo. O p6 obtido da
maceragdo foi submetido a extragdo do RNA total utilizando o RNeasy plant mini kit, de

acordo com as instrugdes do fabricante. Foram adicionados 700 puL do tampao de lise RLT



Tabela 4 - Tecidos coletados e seus respectivos estadios de desenvolvimento

Tecido Idade da planta Estadio de desenvolvimento
Cotiledones 10 e 22 DAS V e Vs, respectivamente
Folhas unifolioladas 10 e 22 DAS V> e Vs, respectivamente
Folhas trifolioladas 10, 22 e 45 DAS V2, Vs e Ry, respectivamente
Raizes 10, 22 e 45 DAS V2, Vs e Ry, respectivamente
Hipocotilos 10, 22 e 45 DAS V2, Vs e Ry, respectivamente
Epicotilos 10, 22 e 45 DAS V2, Vs e Ry, respectivamente
Flores 45 DAS Ro, respectivamente
Vagens 09 e 18 DAF R2 e Rs3, respectivamente
Sementes 15, 25e 35 DAF e madura  Rs1, Rs3, Rsse R, respectivamente

Fonte: Elaborada pela autora.

DAS - Dias ap6s a semeadura
DAF — Dias ap6s a floragéo

V — Vegetativo

R - Reprodutivo
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(fornecido pelo kit) e 10 uL de B-mercaptoetanol as amostras maceradas, seguida de
homogeneizacdo com o auxilio de um agitador tipo vortex. O lisado foi transferido para uma
coluna (QlAshedder spin column — lilac, acoplada a um tubo coletor de 2 mL) do kit, que foi
centrifugada a 23.000 x g, a 25 °C por 2 minutos (centrifuga Sorvall Biofuge pico, rotor F-
4518-11, Eppendorf, Alemanha). O material foi recuperado e transferido para um novo tubo
eppendorf, ao qual se adicionou metade do volume inicial de etanol 95%, tendo sido a solucao
obtida misturada por inverséo e transferida para uma nova coluna do kit (RNeasy mini spin
column — pink, acoplada a um tubo coletor de 2 mL). Essa coluna foi centrifugada a 12.000 x
g, 25 °C, 15 segundos e o eluido descartado. Posteriormente, foram adicionados 350 pL de
tampdo RW1 (fornecido pelo kit) a coluna pink, que foi submetida a centrifugagdo nas
mesmas condigdes citadas acima. Com a finalidade de evitar a contaminagdo do material de
interesse com DNA, 80 uL de desoxirribonucleases (DNase) foram também aplicados na
coluna que, por sua vez, foi deixada em repouso durante 15 minutos, a 25 °C. Transcorrido
este tempo, 350 uL de tampdo RW1 foram novamente adicionados, procedendo-se com mais
uma centrifugacdo nas mesmas condicdes. O eluido foi descartado e a coluna foram
adicionados 500 puL de RPE (fornecido pelo kit), submetendo-a a uma nova centrifugagéo a
12.000 x g, 25 °C, por 2 minutos, a fim de eliminar qualquer residuo de etanol que pudesse
interferir em reacdes posteriores. O material eluido e o tubo coletor foram descartados e a
coluna foi transferida para um novo tubo coletor de 1,5 mL. Na coluna, foram entdo
adicionados 40 uL de agua livre de RNases que, mais uma vez, foi submetida a centrifugacéo
a 12.000 x g, 25 °C, por 1 minuto para eluicdo do RNA. O RNA obtido foi armazenado a -80
°C para posterior quantificacdo, analises eletroforéticas, reacbes de transcricdo reversa e
ensaios de qRT-PCR.

5.2.2 Quantificacdo, pureza e integridade do RNA total

Uma vez obtido o RNA total dos diferentes tecidos vegetais, a sua concentragdo e
pureza foram avaliadas em espectrofotdmetro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, Waltham,
Estados Unidos), a 260 nm. A pureza do RNA extraido foi avaliada de acordo com Sambrook,
Fritsch e Maniatis (1989), utilizando a razdo de absorbancia de 260/280 nm na identificacdo
de contaminacdo por proteinas (razdo satisfatoria entre 1,8 a 2,0) e a razdo absorbancia
260/230 nm na avaliagdo de contaminagdo por polissacarideos (razdo aceitavel acima de 2,0).

Para verificacdo da integridade do RNA foi realizada eletroforese em gel de agarose

1,0% diluida em tampdo MOPs (&cido 3-N-morfolinopropanosulfénico 0,2 M, acetato de
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sodio 0,05 M, EDTA 0,01 M, pH 7,0) a fim de se identificar as bandas correspondentes aos
RNAs ribossomais (18S e 28S). Foi aplicado no gel o equivalente a 1 pug das amostras de
RNA e a corrida foi conduzida numa amperagem constante de 50 mA, durante 30 minutos
(Power PAC 300, Bio Rad, Hemel Hempstead, Reino Unido). Apoés corrida eletroforética, o
gel foi tratado com brometo de etidio (0,5 pg/mL), por 15 minutos, tendo sido as bandas
visualizadas apds sua exposicao a raios ultravioletas em um transiluminador (Bio-Rad, Hemel
Hempstead, Reino Unido). O resultado foi armazenado usando o fotodocumentador Bio-
Imaging Systems MiniBis Pro transluminador (Bio-Rad, Hemel Hempstead, Reino Unido).

5.2.3 Sintese de DNA complementar (CDNA)

A primeira fita de cDNA a partir do RNA total das amostras foi obtida pela reagdo da
enzima transcriptase reversa, conforme as recomendacdes contidas no Kit Improm Il
(Promega). Foi utilizado 1 pg de RNA total em todas as reacdes de amplificacdo do cDNA
juntamente ao tampéo de reagdo da transcriptase reversa 5x, dNTPs (10 mM), oligo dT (2
pmols/uL) e transcriptase reversa (0,2 U/uL), finalizando uma mistura reacional de 20 pL
(TABELA 5). A reacéo foi conduzida a 42 °C por 1 hora e, em seguida, a transcriptase reversa
foi inativada a 75 °C, por 15 minutos. Os produtos da reacdo foram armazenados a -20 °C,

para analises posteriores.

5.2.4 PCR semi-quantitativa

A PCR semi-quantitativa foi realizada para analisar a qualidade do cDNA obtido.
Assim, foram utilizados iniciadores do gene do fator de elongacdo Ef7a2a, um gene
constitutivo. A reacdo consistiu em 1 puL de cDNA, tampéo de reacdo 5%, dNTPs (5 mM),
iniciador especifico do gene e na enzima Go Taqg DNA polimerase, totalizando um volume
final de 25 uL (TABELA 06). A analise do resultado da amplificacdo foi feita em gel de

agarose 2%.



Tabela 5 - Componentes e volumes usados nas reagdes de transcricdo reversa

Reagentes Volume ou quantidade
RNA total 1,0 ug
Tampao 5x 4,0 L

Cloreto de magnésio (MgCly) (25 mM) 2,4 uL

dNTPs (10 mM) 1,0 L
Oligo(dT)15 (20 pmols/pL) 1,0 uL

Agua livre de RNAses Volume variavel
Transcriptase reversa (160 U/pL) 1,0 uL
Volume final 20,0 pL

Fonte: Elaborada pela autora.
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Tabela 6 - Componentes e volumes usados nas reagdes para validagdo do cDNA
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Reagentes Volume (uL)
cDNA 1,0
Tampao 5x 50
Agua livre de RNAse 15,9
dNTPs (5 mM) 1,0
Iniciador 5’ 1,0
Iniciador 3' 1,0
Go Taq polimerase 0,1
Volume final 25,0

Fonte: Elaborada pela autora.
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5.2.5 Desenho dos iniciadores (primers) para gRT-PCR

A partir de informagGes das sequéncias NHz-terminal da SBTX (VASCONCELOS et
al., 2008), de bancos de dados de ESTs (Expressed Sequence Tag) e de sequéncias
encontradas no genoma da soja, os iniciadores das subunidades de 27 kDa e 17 kDa foram
desenhados. Na obtencdo final das sequéncias dos iniciadores, as ferramentas de
bioinformatica Perl Primer (MARSHALL, 2004), OligoTech, ClustalW2 - Multiple Sequence
Alignment e EXPASy foram utilizadas. No desenho dos iniciadores foram utilizados os
seguintes fatores como critérios: temperaturas de anelamento semelhantes; exclusdo da
presenca de pseudogenes e reconhecimento de apenas um gene, ou seja, alta especificidade.
Para isto, alguns cuidados foram tomados, incluindo a selecdo de regibes ricas em
aminodacidos que apresentassem apenas um cédon no mRNA (cDNA), tamanho adequado em
torno de 21 a 24 nucleotideos, englobando uma regido correspondente a 7 ou 8 aminoacidos e,
também, auséncia de degeneragdes na extremidade 3°, apresentando os nucleotideos guanina e
citosina. A Tabela 07 mostra as sequéncias desenhadas para 0os genes SBTX17 e SBTX27, que
codificam as subunidades de 17 e 27 kDa, respectivamente.

Uma vez definidas as sequéncias dos iniciadores, a confeccdo deles foi feita pela
empresa IDT (Integrated DNA Technologies, Coralville, EUA). Uma solucdo de 20 uM dos
iniciadores foi preparada como estoque, a partir da qual foram realizadas dilui¢c6es encerrando
uma concentracdo final de 6 UM, confirmada por espectrofotometria em NanoDrop 2000
(Thermo Scientific, Waltham, EUA).

Com o objetivo de normalizar os dados de expressdo génica, foram considerados

também os genes descritos nas Tabelas 8 e 9.

5.2.6 PCR em tempo real (qQRT-PCR)

As reacdes de amplificacdo por PCR quantitativa foram realizadas a partir do cDNA,
obtido das reacdes de transcricdo reversa das amostras de RNA e diluido para uma
concentragdo de 25 ng/uL. Na gRT-PCR, para cada reagdo foram adicionados 10 pL do
Power SYBR Green PCR Master Mix 2x (Applied Biosystems), 4 uL de cDNA (100 ng), 1 pL
de oligonucleotideo iniciador (senso e anti-senso) na concentragdo de 300 ng/uL e agua
ultrapura (Milli-Q) autoclavada e livre de nucleases, totalizando 20 ul de reagdo. O

monitoramento em tempo real da PCR foi realizado em um termociclador Mastercycler ep
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realplex 4S (Eppendorf®, Nova lorque, Estados Unidos), através da deteccdo dos niveis de

fluorescéncia.

Tabela 7 - Sequéncia de iniciadores dos genes da SBTX

Temperatura
Gene Produto génico Sequéncia do iniciador (5°-3°)* de anelamento
0
SBTX17 Subunidade de 17 kDa Fwd5'ACCGGCGAGAAGGGCGTA3 55
da SBTX Rev5'TCGCCACCCTGACACATGAAA3’
SBTX27 Subunidade de 27 kDa Fwd5'ACTGAGATTCGTATCGCTGG 3 55

da SBTX RevS'GGTTGTGGCAGAAGTTACTC 3’

Fonte: Elaborada pela autora.

*Iniciadores foram desenhados com bases nas sequéncias NH-terminal das duas subunidades da SBTX
(VASCONCELOS et al., 2008). Fwd (Forward): Senso; Rev (Reverse): Anti-senso.



54

Tabela 8 - Genes normalizadores utilizados nas analises de expressdo por RT-PCR de tecidos vegetativos, flores e vagens

Gene Produto génico Sequencia do iniciador (5’-3”) UGl raode Tam_anho o
anelamento (°C) amplicon (pb)
SKIP 16* . . x Fwd 5’>CCACTGCTGAAGAAGATGATGATG 3’ 50,7 60
SKIP16/ Proteina de interagéo 16 Rev 5’ AAGGACAGAAGACTTGCCACTC 3°
MTP* Metaloprotease, enzima de Fwd 5’CGCTCCAAGTGCTCCTCATTAG 3° 63,6 71
degradacdo da insulina Rev 5’ TGAAGTAACCGACGCCAACG 3’
UKN1~* Proteina hipotética Fwd 5’TGGTGCTGCCGCTATTTACTG 3’ 63,6 74
Rev 5’ GGTGGAAGGAACTGCTAACAATC 3°
EF1p* Fator de elongacdo 1 Fwd 5°CCACTGCTGAAGAAGATGATGATG 3’ 63,6 134
Rev 5’ AAGGACAGAAGACTTGCCACTC 3’
EFla2b* Fator de elongacgéo la Fwd S’TTTCTGTACTCTTGTGTCTTCT 3° 57,5 159
Rev 5’ ACAAACACAACACATTAAAACAC 3’
EFla3* Fator de elongagdo 1a Fwd 5> GTGCTGGATGGTTTATCAAGG 3’ 63,6 140
Rev 5’ AAAGTTGCGAGATGACGGAG 3°
EFla2d* Fator de elongacao la Fwd 5> GGATGTCGTTTCTTATGGT 3’ 57,5 189
Rev 5’CAAACACAACACATTAAAACAG 3’
EFlalb? Fator de elongacdo la Fwd 5’ATCATCGTGGTTACTCCTTTAT 3’ 59,8 199
Rev STCAGACTCTTCTTACCATCA 3°
# Fator de elongacdo la Fwd 5’GATTTCATGTAGCCGTAGCC 3’
EFlalal Rev 5> ATTTAAGACATCCCTCCTCAG 3’ 59,8 182
EFlala2* Fator de elongacdo la Fwd 5’ATCATCGTGGTTACTCCTTTAT 3’ 59,8 199

Rev 5’TCAGACTCTTCTTACCATCA 3°

Fonte: Elaborada pela autora.
*Hu, et al. (2009); #Saraiva et al. (2014). Fwd (Forward): Senso; Rev (Reverse): Anti-senso.
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Tabela 9 - Genes normalizadores utilizados nas analises de expressao por RT-PCR de sementes em desenvolvimento

Gene Produto génico Sequéncia do iniciador(5’-3°) Temperatura de Tamanho do
anelamento (°C) amplicon (pb)

SKIP 16" SKIP16/Proteina de interacdo 16 Fwd 5°CCACTGCTGAAGAAGATGATGATG 3’ 50,7 60
Rev 5’ AAGGACAGAAGACTTGCCACTC 3°

MTP” Metaloprotease, enzima de degradacdo  Fwd 5’CGCTCCAAGTGCTCCTCATTAG 3’ 63,6 71

da insulina Rev S’TGAAGTAACCGACGCCAACG 3°

UKNZ1" Proteina hipotética Fwd 5’ TGGTGCTGCCGCTATTTACTG 3’ 63,6 74
Rev 5’ GGTGGAAGGAACTGCTAACAATC 3°

EFIf" Fator de elongacdo 1 Fwd 5°CCACTGCTGAAGAAGATGATGATG 3’ 63,6 134
Rev 5’ AAGGACAGAAGACTTGCCACTC 3°

EFlal7* Fator de elongacgéo la Fwd S’TTTCTGTACTCTTGTGTCTTCT 3° 57,5 159
Rev 5’ACAAACACAACACATTAAAACAC 3°

EFla5a* Fator de elongacgéo la Fwd 5’ GATTTCATGTAGCCGTAGCC 3’ 59,8 182
Rev S’ATTTAAGACATCCCTCCTCAG 3’

EFla5h* Fator de elongagdo la Fwd 5°GGATGTCGTTTCTTATGGT 3’ 57,5 189
Rev 5’>CAAACACAACACATTAAAACAG 3

UKN2" Proteina hipotética Fwd 5’GCCTCTGGATACCTGCTCAAG 3’ 62,7 79
Rev 5’ ACCTCCTCCTCAAACTCCTCTG 3°

ACT2/T" Actina Fwd 5>’ AATTCACGAGACCACCTACAAC 3’ 61,7 91
Rev 5’TGAGCCACCACTAAGAACAATG 3’

UBQ10" Ubiquitina Fwd 5’TCCCACCAGACCAGCAGAG 3’ 62,7 117
Rev 5’>CACGAAGACGCAACACAAGG 3’

TUB4" Tubulina B4 Fwd 5’ GGCGTCCACATTCATTGGA 3’ 55,3 111
Rev 5’>CCGGTGTACCAATGCAAGAA 3°

TUA5" Tubulina Fwd 5’TGCCACCATCAAGACTAAGAGG 3’ 60,9 103

Rev 5’ ACCACCAGGAACAACAGAAGG 3’

Fonte: Elaborada pela autora.
*Hu et al. (2009); #Saraiva et al. (2014). Fwd (Forward): Senso; Rev (Reverse): Anti-senso.
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do SYBR Green. As analises dos dados de fluorescéncia foram realizadas pelo Realplex
Software. As reagdes ocorreram em placas com 96 pocos, em triplicata e conduzidas de
acordo com os seguintes parametros: 95 °C por 10 minutos; 40 ciclos de 15 segundos de
desnaturacdo a 95 °C, 15 segundos de anelamento, variando a temperatura de acordo com
cada par de iniciador (TABELAS 07, 08 e 09) e 20 segundos de extensdo a 60 °C. Também
foi realizada a curva de dissocia¢do (Melting), consistindo de 15 segundos de incubacdo a 95
°C, 15 segundos de incubacdo a 60 °C e uma subida de 95 °C. Os Cycle treshold (Ct)
utilizados para as andlises foram obtidos através da média aritmética entre as triplicatas de
reacOes para cada condicdo e gene. Para normalizacdo dos resultados, foi utilizada a equacéo
ACt = Ct (gene alvo) — Ct (controle endégeno). A calibracdo foi determinada pela férmula:
AACt = ACt (amostra) — ACt (controle). J& a quantificacdo relativa foi obtida pelo método E
AAC onde E ¢ a eficiéncia de cada par de iniciador. Para tanto, uma curva de eficiéncia foi
construida para cada par de iniciador, a partir de um pool de todos os cDNA estudados,
considerando 4 diluigdes em base 10 desses cDNAs. Para o célculo da eficiéncia, as formulas,
slope = Cu — Cw/4-0 e E = 100Y/slope) _ 1 foram utilizadas, considerando o resultado E = 1

como 100% de eficiéncia dos iniciadores.
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ETAPA 2: DETECCAO DE TRANSCRITOS DE SBTX EM FOLHAS DE SOJA
TRATADAS COM ELICITORES BIOTICOS E ABIOTICOS

5.3 - Plantio em casa de vegetacao

Para deteccdo de transcritos de SBTX em folhas submetidas a diferentes estresses,
plantou-se soja de acordo com o que esta descrito no item 5.1, com adequacdes. O plantio foi
feito na casa de vegetacdo do Laborat6rio de Metabolismo e Estresse de Plantas da UFC, onde
as plantas cresceram até os 32 dias ap6s a semeadura. Apds esse tempo, elas foram
transferidas para uma sala com parametros controlados, tendo uma temperatura média de 25
°C, umidade atmosférica variando entre 70 e 80% e fotoperiodo de 12 horas, utilizando
luminosidade artificial. Apos trés dias de aclimatagédo, quando as plantas atingiram o estadio
V5, as folhas primarias foram submetidas a diferentes tratamentos. A escolha desse estadio se
deu devido ao fato de que o fungo C. kikuchii geralmente infecta folhas de soja no final de seu
desenvolvimento vegetativo. Este fungo foi selecionado por ter se mostrado suscetivel a
SBTX, conforme testes in vitro (MORAIS, 2010).

5.4 Obtencao da suspenséo de conidios do fungo C. kikuchii

Para obtencdo da suspensdo de conidios a serem utilizados como elicitor biotico, o
fungo C. kikuchii foi repicado em placa de Petri contendo 20 mL do meio agar-tomate (200
mL de suco de tomate puro, 3 g de cloreto de célcio, 5 g de dextrose, 20 g de agar-agar, agua
g.s.p. 1000 mL). A suspensdo de conidios foi preparada quando o crescimento micelial
ocupou completamente as placas, apds um periodo de 15 dias. Para tanto, as placas foram
abertas em capela de fluxo laminar, adicionadas de 10 mL de &gua estéril e os conidios
removidos com o auxilio de uma al¢a de Drigalski estéril. O material obtido foi filtrado em
malha de nylon para eliminacdo de fragmentos de hifas e recebeu a denominacdo de
suspensdo padrdo. Posteriormente, foi feita a contagem dos conidios em camara de Neubauer,
seguida de diluicio a fim de ser obtido um indculo com concentragdo de 2,0 x 10°
conidios/mL (MORAIS, 2010).
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5.5 Tratamentos das plantas de soja com elicitores abidtico e biotico

Os tratamentos foram realizados nas folhas primarias, no 35° dia ap6s o plantio. No
tratamento abidtico, foi usado &cido salicilico 5 mM, preparado em &gua, o qual foi
depositado em 4 gotas (25 L, cada) na superficie adaxial da folha, duas de cada lado da
nervura central. Para o grupo controle, aplicou-se apenas agua destilada. Para o tratamento
com elicitor biético, as plantas foram inoculadas com conidios do fungo C. kikuchii (2 x 10°
conidios/mL). Para possibilitar o acesso do fungo, as folhas primarias foram previamente
injuriadas mecanicamente com auxilio de agulha estéril. Duas injdrias, de cada lado da
nervura central, foram feitas, seguidas de aplicacdo de 4 gotas da suspensdo de conidios, uma
gota para cada injuria. Para os grupos controles, aplicou-se apenas &gua destilada e
paralelamente fez-se outro tratamento injuriando as folhas e aplicando agua destilada logo em
seguida. Os dados obtidos para o tratamento com o fungo foram subtraidos com os dados
obtidos no tratamento das plantas com injuria e agua destilada. Cada tratamento foi realizado
em trés repeticdes, sendo cada repeticdo constituida por 3 plantas.

As folhas tratadas foram excisadas das plantas nos tempos de 0, 2, 6, 12, 24 e 48 horas
apos aplicacdo dos tratamentos. Imediatamente ap0s a coleta, as folhas foram pesadas,
embaladas em papel aluminio, congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80 °C para

analises posteriores.
5.6 Analise da expressdo génica por gqRT-PCR
5.6.1 Obtencéo do RNA total

Para obtencdo do RNA total, 100 mg de folhas primarias material foram maceradas em
nitrogénio liquido, com auxilio de almofariz e pistilo. O restante do procedimento foi similar
ao descrito no item 5.2.1. Para quantificacdo, avaliacdo pureza e integridade do RNA
extraido, seguiu-se 0 mesmo protocolo apresentado no item 5.2.2.

5.6.2 Sintese de DNA complementar (cCDNA)

Na obtengdo cDNA, a partir do RNA total das diferentes amostras-teste, seguiu-se as

mesmas metodologia descritas nos itens 5.2.3 e 5.2.4.
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5.6.3 Desenho dos iniciadores para qRT-PCR

Os iniciadores utilizados nas rea¢tes de PCR em tempo real foram desenhados de
acordo com o item 5.2.5. Com o objetivo de normalizar os dados de expressdo génica, foram
considerados 0s genes descritos nas Tabelas 10 e 11.

5.6.4 qQRT-PCR

A deteccdo de transcritos de SBTX em folhas primérias submetidas aos diferentes
tratamentos ocorreu por qRT-PCR. As andlises foram realizadas a partir dos respectivos
cDNA e as temperaturas de anelamento variaram em cada reacdo conforme o iniciador
utiizado (TABELAS 10 e 11). Aofim de cada reagéo foirealizadaacurva de
dissociacdo (melting curve) para verificar se apenas um amplicon era gerado em cada reacao.

O gene da proteina relacionada a patogénese PR3 foi usado como controle positivo.
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Tabela 10 - Genes normalizadores utilizados nas analises de expressdo por RT-PCR de folhas tratadas com &cido salicilico 5 mM

Gene Produto génico

Sequéncia do iniciador (5’-3”) Temperaturade Tamanho do
anelamento (°C) amplicon (pb)

SKIP 16" SKIP16/Proteina de interacdo 16
ACT™ Proteina estrutural do citoesqueleto
UKN1" Proteina hipotética
EFlo2b* Fator de elongacdo la
EFlo2d" Fator de elongacdo 1o
EFlalal® Fator de elongacdo 1o

Fwd SCCACTGCTGAAGAAGATGATGATG3’ 50,7 60
Rev 5’ AAGGACAGAAGACTTGCCACTC3’

Fwd 5GAGCTATGAATTGCCTGATGG3’ 55,0 118
Rev 5'CGTTTCATGAATTCCAGTAGC3’

Fwd S TGGTGCTGCCGCTATTTACTG3’ 63,6 74
Rev ’GGTGGAAGGAACTGCTAACAATC3’

Fwd S"TTTCTGTACTCTTGTGTCTTCT3’ 57,5 159
Rev ’ACAAACACAACACATTAAAACACY’

Fwd SGGATGTCGTTTCTTATGGT3’ 57,5 189
Rev ’>CAAACACAACACATTAAAACAG3’

Fwd SGATTTCATGTAGCCGTAGCC3’ 59,8 182

Rev 5>’ ATTTAAGACATCCCTCCTCAG3’

Fonte: Elaborada pela autora.

* Hu et al. (2009); ** Morais (2012); #Saraiva et al. (2014). Fwd (Forward): Senso; Rev (Reverse): Anti-senso.
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Tabela 11 - Genes normalizadores utilizados nas analises de expressdo por RT-PCR de folhas tratadas com o fungo C. kikuchii (2 x 10°

esporos/mL)
L Temperaturade  Tamanho do
Gene Produto génico Sequéncia do iniciador (5’-3) )
anelamento (°C) amplicon (pb)
Fwd 5’CCACTGCTGAAGAAGATGATGATG3’
EF15 Fator de elongacao 1 Rev 5’AAGGACAGAAGACTTGCCACTC3? 63,6 134
Fwd 5’TTTCTGTACTCTTGTGTCTTCT3’
EFla2b* Fator de elongagado la Rev S’ACAAACACAACACATTAAAACACY’ 57,5 159
Fwd 5’GGATGTCGTTTCTTATGGT3’
EFlo2a” Fator de elongagao la Rev >CAAACACAACACATTAAAACAGS’ 57,5 189
Fwd 5GAGCTATGAATTGCCTGATGG3’
ACT™ Proteina estrutural do citoesqueleto  Rev S'CGTTTCATGAATTCCAGTAGC3’ 55 118
. Fwd S’ GATTTCATGTAGCCGTAGCC3’
EFlalal 59,8 182
Fator de elongagao la Rev S’ ATTTAAGACATCCCTCCTCAG3®
. i ] Fwd 5’ATCTTGACTGAGCGTGGTTATTCC3’
ACT11 Proteina estrutural do citoesqueleto
Rev 5’ GCTGGTCCTGGC TGTCTCC3’ 83,3 126

Fonte: Elaborada pela autora.
* Hu et al. (2009); ** Morais (2012); #Saraiva et al. (2014). Fwd (Forward): Senso; Rev (Reverse): Anti-senso.
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ETAPA 3: IMUNOLOCALIZACAO DA SBTX EM SEMENTES MADURAS DE SOJA

5.7 Purificacdo de SBTX

5.7.1 Preparacéo da farinha de soja

Sementes quiescentes do gendtipo BRS-Pala foram trituradas em liquidificador e, em
seguida, em moinho elétrico para café. A farinha obtida foi delipidada em éter de petroleo, na
proporc¢do de 1:10 (m/v), sob exaustdo em capela, a temperatura ambiente (25 °C). O solvente
foi trocado diversas vezes até a completa remogdo dos lipidios. Apds delipidacéo, a farinha
foi deixada sobre papel filtro a temperatura ambiente até a evaporacgdo total do solvente e,

posteriormente, acondicionada em frasco hermeticamente fechado e conservada a 4 °C.

5.7.2 Extracéao e purificacdo da SBTX

A purificagdo da SBTX foi necessaria para a producdo de anticorpos anti-SBTX
utilizados nos ensaios de imunolocalizacdo dessa proteina em sementes maduras de soja. As
etapas de purificacdo foram realizadas de acordo com o protocolo estabelecido por
Vasconcelos et al. (2008). A pureza da proteina foi avaliada por PAGE-SDS (LAEMMLLI,
1970), conforme descricdo adiante. O processo de purificacdo da SBTX estd resumido na

Figura 6.

5.7.3 Determinacao de proteinas

A determinacdo de proteinas solGveis totais foi realizada pelo método de Bradford
(1976), usando BSA, em varias concentragdes, como padrdo. A uma aliquota de 100 pL das
amostras proteicas foram adicionados 2,5 mL do reagente de Bradford (50 mL de metanol
95%, 100 mg de Comassie Brilliant Blue G-250, 100 mL de acido fosférico 85% e 900 mL de
agua destilada). A mistura foi agitada e ap6s 10 min foram feitas as leituras das absorbancias
a 595 nm em espectrofotdmetro (Novapesc I, Pharmacia). A concentracdo foi estimada em

relacdo a uma curva padrdo obtida com BSA.
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Figura 6 - Esquema de purificacdo da SBTX

[

Farinhade soja | Tvis-HC1 25 mM /pH 7.5 4°C
delipidada

Filtracao;

Precipitado

0 15.000 g/ 4 °C, 30 min

Dialige contra Tris-HC1 25 mM., pH 7.5

Adigdo de DTT 5 mM

NaCll M

Sobrenadante

20-55% [ 0-20%

(NH,); 804

DEAE-Celulose

Tr1s-HC1 25 mM, pH 7.5

Proteinasretidas

Proteinas
nao-retidas

Trig-HC1 25 mM, pH 7.5

Dialise contra Triz-HC1 0,025
M, pH 7.5 Adig¢do de DTT
0,005 M

) 15.000 g/ 4 °C, 30 min

[ 0-90% (NH,);SO4

CM-Sephargse
Trig-HC1 25 mM,

pH 7.5 com NaCl 0,2 M

[

Proteinas
nao-retidas Proteinas retidas

Dialige contra Trig-HC1 25 mM pH 7.5

Fonte: Elaborada pela autora.
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5.7.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE-SDS)

Com o objetivo de avaliar a pureza da proteina obtida, SBTX foi analisada em
condicdo desnaturante (PAGE-SDS), utilizando o método de eletroforese descontinua descrito
por Laemmli (1970), adaptado para o uso de placas medindo 10,0 x 8,0 cm. Um gel de
poliacrilamida de 1 mm de espessura, composto por um gel de aplicacdo que encerrava 3,5%
de acrilamida (preparado em tampdo Tris-HCI 1 M, pH 6,8 e 1% de SDS) e um gel de
separacdo que encerrava 17,5% de acrilamida (preparado em tampéo Tris-HCI 0,025 M, pH
8,8, contendo 0,2 M de glicina e 1% de SDS), foi montado num sistema de eletroforese
vertical.

Amostras de SBTX (2 mg/mL) foram dissolvidas em tampé&o Tris-HCI 0,0625 M, pH
6,8, contendo SDS 1,0%, na auséncia e presenca de -mercaptoetanol 5,0%. Em seguida, as
amostras foram aquecidas a 100 °C, por 15 minutos, e centrifugadas a 10.000 x g, 5 minutos,
a 10 °C. Aos sobrenadantes, foram acrescentados cristais de sacarose e azul de bromofenol a
fim de conferir densidade e cor as amostras, respectivamente. Aliquotas encerrando 20 pL das
amostras de SBTX foram aplicadas no gel, o qual foi submetido a uma corrente de 20 mA,
durante 1 h. As corridas eletroforéticas foram realizadas em sistema vertical (HOEFER SE
250, GE Healthcare, Pittsburgh, EUA). Como marcadores de massa molecular foram usados:
albumina sérica bovina (67 kDa), albumina do ovo (45 kDa), gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase (36 kDa), anidrase carbdnica bovina (29 kDa), tripsinogénio de pancreas
bovino (24 kDa), inibidor de tripsina de soja tipo Kunitz (20,1 kDa) e a-lactaloumina (14,2
kDa). As bandas proteicas foram visualizadas por revelagdo com prata (BLUM; BEIER;
GROSS, 1987).

5.7.5 Producéo de anticorpos anti-SBTX

Anticorpos anti-SBTX foram produzidos em coelho da espécie O. cuniculus (raca
Nova Zelandia), com idade de 4 meses. O animal foi aclimatado em biotério por duas
semanas antes do inicio do procedimento. A producdo de anticorpos foi embasada no trabalho
de Rios e colaboradores (1996).

Previamente ao processo de imunizacgdo, foi coletada uma amostra de sangue dos
animais para obtencdo do soro pré-imune. Em seguida, os animais foram imunizados com
uma emulsdo contendo 0,2 mg de SBTX, 0,5 mL de NaCl 0,15 M e 0,5 mL de adjuvante



65

completo de Freund pela via subcuténea. Vinte e um dias apds a primeira inoculagdo, uma
nova aplicagdo de proteina (0,2 mg) foi realizada pela via subcuténea, utilizando como
veiculo 0,5 mL de NaCl 0,5 M e 0,5 mL de adjuvante incompleto de Freund. Decorridos sete
dias, foram iniciadas as coletas de sangue para obtencé&o do soro imune, que foram associadas
com imunizagOes encerrando 0,2 mg de SBTX. As demais coletas e imunizagdes foram
realizadas em intervalos de 7 a 10 dias, usando a emulséo de SBTX em adjuvante incompleto
de Freund. O antissoro obtido em cada coleta foi precipitado com sulfato de aménio sélido a
33% de saturacdo e, em seguida, dialisado em trocas alternadas com &gua bidestilada e
tampdo acetato de sodio 0,05 M, pH 5,0, a cada 12 horas, durante seis dias. O dialisado foi
centrifugado (1.500 x g, 20 minutos, 4 °C) e 0 sobrenadante submetido a cromatografia em
matriz de Proteina A-agarose P-2545, equilibrada previamente com tampdo fosfato de sodio
0,2 M, pH 8,0 contendo NaCl 0,15 M. A eluicdo do material ndo retido foi realizada com
tampao de equilibrio, ao passo que o material retido (rico em IgG policlonal anti-SBTX) foi
eluido com tampéo fosfato de sédio 0,2 M, pH 3,0, contendo &cido acético 0,1 M. A
cromatografia foi conduzida em um fluxo de 1,2 mL/minuto, coletando-se fracGes de 3 mL. O
pico retido foi, entdo, dialisado contra agua grau Milli-Q, concentrado atraves de liofilizacéo e
armazenado a 20 °C (FIGURA 7).

O titulo dos anticorpos foi estimado através da metodologia de Dot Blot, descrita por
Towhbin, Staehelin e Gordon (1979). Para isso, 10 uL de SBTX (1 mg/mL em Tris-HCI 0,025
M, pH 7,5) foram aplicados sobre membranas de fluoreto de polivinilideno (PVDF) até sua
completa absorcdo. Em seguida, a membrana foi bloqueada por 1 hora em tampao TBS (Tris-
HCI 0,05 M, pH 7,4, contendo NaCl 0,15 M, Tween 20 0,05%) acrescido de leite em po
desnatado 5%. Subsequentemente, a membrana foi imersa em solucdo de anticorpo primario
anti-SBTX em TBS nas dilui¢des de 1:50, 1:100 e 1:500 e mantida por 2 horas a 37 °C. Ap0s
essa etapa, a membrana foi lavada por, pelo menos, cinco vezes com TBS e, entdo, incubada
em presenca do anticorpo secundario (IgG de cabra anti-lgG de coelho conjugado com
peroxidase, diluicdo 1:1000 em TBS), a 37° C, por 1 hora. A membrana foi novamente lavada
com 0 mesmo tampdo e, por fim, submetida ao processo de revelacdo com o substrato 3,3"-

diaminobenzidina (DAB, 1 mg/mL) em e peroxido de hidrogénio 3%.
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Figura 7 - Esquema de obtencdo de anticorpos anti-SBTX
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Fonte: Elaborada pela autora.
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5.7.6 Imunohistoquimica

A imunolocalizacdo da SBTX foi realizada pela técnica de imunohistoquimica,
baseada no trabalho de P&ez-Valencia et al. (2008), com modificacbes. Sementes maduras de
soja foram fixadas em solucdo de Karnovsky [paraformaldeido 1% (m/v), glutaraldeido 3%
(v/v) e tampdo cacodilato de sodio 0,07 M, pH 7,2], a 4 °C, durante aproximadamente 12
horas. As sementes foram lavadas com tampéo TBS, trés vezes, cada lavagem encerrando 30
minutos. Apoés as lavagens, cortes das sementes foram realizados & mdo livre, usando laminas
de aco, que foram imersos em tampéao citrato de sédio 0,01 M, pH 4,0 e aquecidos a 90 °C. Os
cortes foram lavados com TBS, duas vezes, 5 minutos cada lavagem e, posteriormente, com
esse mesmo tampdo contendo 3% de leite desnatado, por 2 horas. Transcorrido esse tempo, 0s
cortes foram lavados com TBS, duas vezes, 5 minutos cada e, entdo, incubados com o0 soro
pré-imune (branco) ou com anticorpos anti-SBTX na dilui¢do de 1:50, 4 °C, durante 12 horas.
Apos incubacéo, os cortes foram novamente lavados com TBS, duas lavagens, 5 minutos cada
e postos em contato com peréoxido de hidrogénio 30%, a 25 °C, por 10 minutos. Os cortes
foram submetidos a uma lavagem rapida com agua destilada para remocéo do excesso de
perdxido de hidrogénio, procedida por mais duas lavagens com TBS, 5 minutos cada. Logo
apos, os cortes foram incubados com o anticorpo secundario acoplado a peroxidase (Sigma
Chemical Co, St. Louis, EUA) (1:2000 em TBS), a 37 °C, por 2 horas e, em seguida, lavados
com TBS, duas vezes, 5 minutos cada. Os cortes foram submetidos ao processo de revelacao,
0 qual consistiu na sua incubagdo com o substrato 3,3’-diaminobenzidina (DAB, 1 mg/mL)
em TBS contendo imidazol (1 mg/mL) e peroxido de hidrogénio 3%, a 25 °C, por 40 minutos.
Feito isso, os cortes foram lavados em agua destilada, corados com hematoxilina de Harris,
por 5 minutos, e novamente lavados com agua destilada para remoc¢éo do excesso do corante.
Os cortes foram montados em laminas e laminulas usando glicerol 90% e visualizados em

microscopio optico.
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6 RESULTADOS

ETAPA 1: NIVEIS DE TRANSCRITOS DE SBTX AO LONGO DO
DESENVOLVIMENTO DA SOJA

6.1 Propriedades do RNA extraido dos tecidos vegetais

Os tecidos coletados (TABELA 12) apresentaram caracteristicas morfologicas
condizentes com um desenvolvimento de planta normal e saudavel (FIGURA 8),
apresentando um ciclo reprodutivo de 133 dias e dando inicio a producéo de flores e sementes
apos 45 dias da semeadura. A partir de cada tecido coletado, foi feito um macerado do qual se
extraiu seu RNA total. A Tabela 12 mostra os valores méedios das concentracdes de RNA dos
tecidos e as relacGes de absorbancias a fim de verificar possiveis contamina¢Ges com
proteinas e carboidratos. As concentracbes de RNA total extraido das diferentes amostras
variaram de 136,90 a 1624,20 ng/pL. A maioria das amostras de RNA apresentou relagdes de
absorbancia A260/280 e A260/230 proximas a 2, indicando uma alta qualidade do RNA
extraido. Além disso, os perfis observados no gel de agarose demonstraram bandas bem
definidas referentes aos RNA ribossomais 18S e 28S, comprovando a integridade do material
extraido (FIGURA 9).

6.2 Qualidade do cDNA sintetizado

A integridade do cDNA sintetizado a partir do RNA extraido dos tecidos vegetais foi
verificada através da visualizacdo da banda referente ao amplicon do gene do fator de
elongacéo Efla2a (189 pb) em gel de agarose (FIGURA 10). Esse amplicon foi resultante de

reacdo de PCR semiquantitativa.

6.3 - Padronizacao dos genes de referéncia para gRT-PCR

Para normalizacdo dos resultados de ¢RT-PCR, o0s genes da soja MTP
(metaloprotease), SKIP16 (proteina de interacdo 16) e UKN1 (proteina hipotética) foram
escolhidos tanto para os tecidos vegetativos, como para as vagens e flores. Para as amostras
obtidas de sementes em diferentes fases de desenvolvimento, os genes da soja utilizados para

normalizacdo dos dados
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Tabela 12 - Valores médios das concentracdes e relacGes de absorbancias do RNA total
extraido dos diferentes tecidos de soja, coletados ao longo de seu desenvolvimento

_ Relacéo Relacéo
Tecido Concentragao media 260/280 260/230
(ng/nL)
Cotilédones 10 DAS 841,10 2,14 2,31
Cotiléedones 22 DAS 136,90 2,11 1,52
Folha unifoliolada 10 DAS 591,95 2,10 1,80
Folha unifoliolada 22 DAS 370,20 2,14 2,06
Folha trifoliolada 10 DAS 783,65 2,10 2,30
Folha trifoliolada 22 DAS 545,00 2,09 2,26
Folhas trifoliolada 45 DAS 246,50 2,13 2,13
Raiz 10 DAS 788,40 2,12 1,88
Raiz 22 DAS 529,60 2,11 1,54
Raiz 45 DAS 330,70 2,12 1,45
Hipocotilo 10 DAS 260,50 2,11 1,90
Hipocotilo 22 DAS 159,90 2,14 1,74
Hipocotilo 45 DAS 409,40 2,13 1,96
Epicdtilo 10 DAS 817,70 2,13 1,43
Epicdtilo 22 DAS 382,30 2,13 1,00
Epicdtilo 45 DAS 578,30 2,11 1,78
Flores 45 DAS 420,40 2,11 1,53
Vagens 9 DAF 1149,70 2,15 2,04
Vagens 18 DAF 758,00 2,12 2,21
Sementes 15 DAF 1219,40 2,10 2,24
Sementes 25 DAF 1624,20 2,12 1,99
Sementes 35 DAF 777,10 2,11 2,22
Sementes maduras 1457,69 2,07 1,98

Fonte: Elaborada pela autora.

DAS - Dias apds a semeadura
DAF — Dias ap6s a floragdo
V — Vegetativo

R — Reprodutivo
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Figura 8 - Plantio de soja em casa de vegetagéo

Fonte: Elaborada pela autora.

(A): Plantas de soja no estadio VVC (estadio de cotilédone); (B) Plantas de soja em estadio V4 (estadio vegetativo
apresentando o quarto n6 formado).
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Figura 9 - Perfil eletroforético em gel de agarose (1%) do RNA extraido dos tecidos vegetais

de soja

RNA1SS
RNA2S8S

Fonte: Elaborada pela autora.

A integridade das amostras é evidenciada pelo aparecimento de duas bandas (18S e 28S) bem definidas
referentes a0 RNA ribossomal. Os RNA totais foram extraidos dos seguintes tecidos: folhas trifolioladas (FT),
folhas unifolioladas (FU), cotilédones (COT), epicétilos (EPI), hipocétilos (HIP), raizes (RA), flores (FL),
vagens (VA) e sementes (SEM). Os nimeros indicados acima de cada raia indicam o nimero de dias decorridos
ap0ls a semeadura e Mad se refere a semente madura.
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Figura 10 - Perfil eletroforético em gel de agarose (2%) dos produtos de amplificacdo do gene
do fator de elongagéo Eflala

FU RA EPI HIP
10 22 45 10 22 45 10 22 45 10 22 45
FU coT FL VA SEM
10 22 10 22 45 54 63 55 65 75 Mad

Fonte: Elaborada pela autora.

O cDNA foi sintetizado a partir do RNA extraido dos seguintes tecidos: folhas trifolioladas (FT), folhas
unifolioladas (FU), cotilédones (COT), epicétilos (EPI), hipocétilos (HIP), raizes (RA), flores (FL), vagens (VA)
e sementes (SEM). Os numeros indicados acima de cada raia indicam o nimero de dias decorridos apos a
semeadura e Mad se refere a semente madura.
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foram MTP e fator de elongacdo EF/aSa. A utilizagdo desses genes foi baseada nos trabalhos
Hu et al. (2009) e Saraiva et al. (2014) e, também, nos graficos gerados pelo programa
geNorm, visto que ele permite calcular o nimero minimo de genes a serem utilizados como
referéncia para normalizacdo de dados de expresséo génica, o qual usa como parametro o
valor “V”, sendo sugerida a utilizacdo de 0,15 como valor de exclusdo para cada par de genes.
As Figuras 11 e 12 mostram os valores V das associacdes feitas. A partir dai, foi sugerido
pelo programa o uso dos genes mais estaveis, com menor valor M (FIGURAS 13 e 14).

6.4 Expressédo génica da SBTX avaliada por gqRT-PCR

Transcritos dos genes codificadores das subunidades de 17 kDa e 27 kDa da SBTX
foram encontrados em todos os tecidos vegetais analisados. Niveis mais elevados de
transcritos da subunidade de 17 kDa da SBTX foram detectados nos cotilédones, folhas
unifolioladas, raizes e epicétilos, quando considerados 10 DAS, ocorrendo um decaimento na
expressdo ao longo do desenvolvimento da planta (FIGURA 15). A predominancia nesses
tecidos, exceto nas raizes, também foi verificada para transcritos de genes da subunidade de
27 kDa da toxina em estudo. No caso dessa subunidade, foram ainda detectados altos niveis
de transcritos nos cotilédones e nas folhas unifolioladas 22 DAS (FIGURA 16).

Nas sementes, transcritos dos genes relacionados as subunidades de 17 kDa e 27 kDa
tiveram aumento de expressdo ao longo do enchimento dos gréos, atingindo taxas maximas
nas sementes maduras (FIGURAS 17 e 18).

A Tabela 13 mostra a relacdo entre os valores de expressdo dos transcritos dos genes
SBTX27 e SBTX17 em diferentes tecidos vegetais. Particularmente nos cotilédones 10 e 22
DAS e nas folhas unifolioladas 22 DAS, essa relacdo apresentou valores (20,72; 155,60 e
19,97, respectivamente) bem mais elevados do que os verificados nos outros tecidos
analisados, representando uma maior taxa de transcricdo do gene da subunidade de 27 kDa em
relacdo aquela da subunidade de 17 kDa da toxina da soja. Nas folhas unifolioladas 10 DAS e
trifolioladas 10, 22 e 45 DAS, assim como nas sementes, os valores (0,47 a 2,53) detectados

foram bem inferiores aqueles acima mostrados.
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Figura 11 - Valores V gerados pelo programa geNorm para normalizacdo dos dados dos

tecidos vegetativos, flores e vagens

> 0,50

@ 0,45

e

4

S 0.20

< 015

S 0,10

S okl kel ol el el el

0,00
2/3 3/4 4/5 5/6 6/7 7/8 8/9 9/10
Vagens/flores 0,05 | 0,065 0,094 |0,124 1 0,141 | 0,227 | 0,256 | 0,449
Vagens 0,025 | 0,024 | 0,029 | 0,047 | 0,036 | 0,087 | 0,105 | 0,112
Sementes 0,123 | 0,135 | 0,115 | 0,201 | 0,229 | 0,239 | 0,223 | 0,245
Cotilédones 0,094 | 0,12 | 0,103 | 0,132 | 0,202 | 0,182 | 0,196 | 0,158
m Unifolios 0,07 | 0,077 | 0,072 | 0,104 | 0,141 | 0,112 | 0,126 | 0,157
m Trifolios 0,13 10,142 10,159 | 0,142 | 0,11 | 0,125 | 0,124 | 0,316
m Unifdlios/trifolios| 0,18 | 0,164 | 0,155 | 0,134 | 0,129 | 0,123 | 0,174 | 0,302
W Raizes 0,072 | 0,079 | 0,089 | 0,084 | 0,097 | 0,102 | 0,102 | 0,135
® Hipocotilos 0,057 | 0,081 | 0,116 | 0,082 | 0,077 | 0,109 | 0,098 | 0,123
Epicotilos 0,16 0,13 | 0,195 | 0,153 | 0,146 | 0,154 | 0,154 | 0,238
m Total 0,201 | 0,156 | 0,208 | 0,172 | 0,18 | 0,166 | 0,273 | 0,294

Fonte: Saraiva, et al. (2014).
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Figura 12 - Valores V gerados pelo programa geNorm para normalizacdo dos dados de

sementes
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Fonte: Elaborada pela autora.



Figura 13 - Estabilidade de expressao dos genes potenciais de referéncia para amostras dos
tecidos vegetativos, vagens e flores pelo programa geNorm
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 14 - Estabilidade de expressdo dos genes potenciais de referéncia para amostras de

sementes pelo programa geNorm
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Fonte: Elaborada pela autora.



78

Figura 15 - Expressdo relativa do gene SBTX 17, referente a subunidade de 17 kDa da toxina,

ao longo do desenvolvimento da soja

SBTX (17 kDa)

Expressdo Relativa

Fonte: Elaborada pela autora.

A normalizacdo do nivel de expressdo do gene de interesse foi realizada a partir dos niveis de expressdo dos
genes MTP, SKIP 16 e UKN1. As amostras analisadas foram obtidas a partir de extratos de RNA total dos
seguintes tecidos: raizes, hipocétilos, epicétilos, folhas unifolioladas, folhas trifolioladas, cotilédones, vagens e
flores em diferentes fases de desenvolvimento da planta. (*) Dias apds a semeadura. (**) Dias ap0és a floracéo.
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Figura 16 - Expressdo relativa do gene SBTX 27, referente a subunidade de 27 kDa da toxina,

ao longo do desenvolvimento da soja
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Fonte: Elaborada pela autora.

A normalizacdo do nivel de expressdo do gene de interesse foi realizada a partir dos niveis de expressdo dos
genes MTP, SKIP 16 e UKN1. As amostras analisadas foram obtidas a partir de extratos de RNA total dos
seguintes tecidos: raizes, hipocétilos, epicétilos, folhas unifolioladas, folhas trifolioladas, cotilédones, vagens e
flores em diferentes fases de desenvolvimento da planta. (*) Dias apds a semeadura. (**) Dias apds a floragéo.
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Figura 17 - Expressdo relativa do gene SBTX 17, referente & subunidade de 17 kDa da toxina,

ao longo do enchimento do gréo de soja
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Fonte: Elaborada pela autora.

A normalizacdo do nivel de expressdo do gene de interesse foi realizada a partir dos niveis de expressdo dos
genes MTP e EFla5a. As amostras analisadas foram obtidas a partir de extratos de RNA total de sementes ao

longo do enchimento do gréo. (*) Dias apds a floragdo. (Mad) Semente madura.
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Figura 18 - Expressdo relativa do gene SBTX 27, referente & subunidade de 27 kDa da toxina,

ao longo do enchimento do gréo de soja

SBTX (27 kDa)

Relativa

Expresséao

N

Fonte: Elaborada pela autora.

A normalizacdo do nivel de expressdo do gene de interesse foi realizada a partir dos niveis de expressdo dos
genes MTP, EFlol 2a e EFla2b. As amostras analisadas foram obtidas a partir de extratos de RNA total de
sementes ao longo do enchimento do grdo. (*) Dias ap6s a floracdo. (Mad) Semente madura.
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Tabela 13 - Relacdo entre os valores de expressdo dos transcritos dos genes SBTX27 e

SBTX17 em diferentes tecidos vegetais, durante estadios distintos de desenvolvimento da soja

: Transcritos
eclan |dade SBTX27/SBTX17
Cotilédones 10 DAS 20,72

22 DAS 155,60
Folhas unifolioladas 10 DAS 2,21
22 DAS 19,97
o 10 DAS 0,72
Folhas trifolioladas 29 DAS 0.69
45 DAS 0,47
. 10 DAS 0,08
alzes 22 DAS 0.02
45 DAS 0,03
Eoictil 10 DAS 151
picotiios 22 DAS 1.44
45 DAS 3,54
A 10 DAS 0,85
Ipocotiios 22 DAS 0,80
45 DAS 0,14
Flores 45 DAS 0,57
Vagens 09 DAF 0,11
18 DAF 0,05
15 DAF 1,08
Sementes 25 DAF 1,74
35 DAF 221
Madura 2,53

Fonte: Elaborada pela autora.

DAS - Dias ap6s a semeadura; DAF — Dias ap6s a floracao.
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ETAPA 2: NIVEIS DE TRANSCRITOS DE SBTX EM FOLHAS DE SOJA
TRATADAS COM ELICITORES BIOTICO E ABIOTICO

6.5 - Propriedades do RNA extraido das folhas priméarias submetidas aos diferentes

tratamentos

Os valores médios das concentracdes e relacdes de absorbancias de amostras de RNA
total extraido de folhas primarias de plantas submetidas aos diferentes tratamentos abiotico e
bidtico estdo mostrados na Tabela 14. As concentracdes de RNA total extraido nas diferentes
amostras variaram de 147,80 ng/uL a 1281,00 ng/uL. A pureza do RNA extraido foi
satisfatoria pois, suas relacbes A260/280 e A260/230 tiveram valores proximos a 2. O RNA
total obtido de cada amostra também se mostrou integro, uma vez que as bandas de RNA
ribossomal 18S e 28S foram evidentes (FIGURA 20).

6.6 - Qualidade do cDNA sintetizado

A Figura 21 demonstra o sucesso de amplificacdo dos cDNAs utilizando o gene da

actina como iniciador.
6.7 - Padronizacao dos genes de referéncia para gRT-PCR
Para normalizacdo dos resultados de qRT-PCR, foram escolhidos como candidatos os

genes descritos nas Tabelas 10 e 11 para as folhas tratadas com &cido salicilico 5 mM e com o

fungo C. kikuchii (2 x 10° conidios/mL), respectivamente. Os dados obtidos a partir do



Figura 19 - Desenvolvimento da soja em casa de vegetacéo

8 DAS
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19 DAS

26 DAS
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Fonte: Elaborada pela autora.

DAS — Dias ap6s a semeadura.
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Tabela 14 - Valores médios das concentracfes e relacBes de absorbancias dos extratos de

RNA total de folhas primérias de soja submetidas aos diferentes tratamentos abiotico e biotico

Tratamento Tempo (h) Médi? s Relagao Relagao
ConcentraQOGS(I]g/ML) 260/280 260/230

0 970,00 2,13 2,41

’ 2 1281,00 2,15 2,29

Agua (controle) 6 860,00 2,14 2,40
12 464,00 2,12 1,97
24 388,00 2,14 1,95
48 493,00 2,11 2,15
0 450,90 2,13 1,99

’ 2 147,80 1,95 1,09

Acido Salicilico 6 329,90 213 2.30

9 [l 12 523,80 2,12 1,99
24 701,00 2,05 1,88
48 424,80 2,12 1,85
0 409,40 1,98 2,13
2 817,70 2,03 2,10

C Wikt 6 382,30 2,08 2,11
12 578,30 1,92 2,06
24 420,40 2,11 2,12
48 1149,70 2,05 2,15

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 20 - Perfil eletroforético em gel de agarose (1%) do RNA extraido de folhas primérias
de plantas de soja submetidas aos tratamentos abidtico e bidtico
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Fonte: Elaborada pela prépria autora.

Foram aplicados 0,5 pg de RNA total de cada amostra. As folhas foram tratadas com agua (controle), &cido
salicilico 5 mM (AS) e inoculadas com o fungo C. kikuchii (2 x 10° conidios/mL) (CK).
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Figura 21 - Perfil eletroforético em gel de agarose (2%) dos produtos de amplificacdo do gene

da actina, evidenciando a qualidade do cDNA produzido na PCR semiquantitativa (35 ciclos)

Controle CK
Tempo (h) 0 2 6 12 24 48 0

(8]
a2
e
(8]

114pb

Tempo (h)

Fonte: Elaborada pela prépria autora.

Foram aplicados 0,5 pg de cDNA total de cada amostra. As folhas foram tratadas com agua (controle), cido
salicilico 5 mM (AS) e inoculadas com C. kikuchii (2 x 10° conidios/mL) (CK).
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programa geNorm (valores V) sugeriram a utilizacdo de sete genes para a normalizacdo de
cada tratamento (FIGURA 22). As Figuras 23 e 24 mostram os valores M para cada
tratamento, tendo sido selecionados aqueles com menores valores. Para o tratamento com
acido salicilico 5 mM foram utilizados os genes EFlalal, EFla2a, EF1a2b, UKNI, SKIP 16,
ACT. Ja para o tratamento com o fungo C. kikuchii (2 x 10° conidios/mL) foram usados 0s
genes EFlalal, EFlo2a, EFla2b, ACT, ACT 11 e EF1p.

6.8 Expressédo génica da SBTX analisada por gRT-PCR

A Figura 25 descreve o perfil de expressdo génica de PR3 e dos genes que codificam
as subunidades da SBTX em folhas submetidas aos tratamentos abioticos e bidtico.

O gene PR3 foi responsivo a ambos os tratamentos. Um pico de expressao desse gene
ocorreu 2 horas apds o tratamento com acido salicilico, havendo em seguida um declinio na
taxa de transcrito (FIGURA 25F). Quando folhas foram inoculadas com C. kikuchii, dois
picos de expressdao foram observados, com 12 horas e 48 horas apds o tratamento (FIGURA
25E).

Em relacdo a SBTX, o tratamento com &cido salicilico causou uma indugéo na taxa de
transcrito relacionado ao gene SBTX17, 24 e 48 horas ap0s o tratamento, em relacdo ao
controle (FIGURA 25B). O gene SBTX27 foi também responsivo ao tratamento com acido
salicilico, porém o pico da resposta ocorreu mais cedo, 12 horas ap6s o tratamento (FIGURA
25D). Além disso, a taxa de transcrito relacionado a subunidade de 27 kDa da toxina foi cerca
de 2 vezes maior aquela verificada para a subunidade de 17 kDa, quando considerados seus
respectivos picos de expressao.

O fungo C. kikuchii também foi capaz de induzir a expressdao de ambos 0S genes
codificadores das subunidades da SBTX (FIGURAS 25A e 25C). Nesse caso, uma resposta
mais sincronizada entre os diferentes genes foi observada, tanto no que se refere ao tempo de
expressdo, como a taxa de transcritos. Os picos de transcricao foram verificados 6 e 12 horas
apos a inoculacdo das folhas primarias com os conidios do fungo. A partir de 12 horas,
embora a resposta ainda tenha se mostrado expressiva, um decaimento na taxa de transcritos

foi observado para ambos 0s genes, particularmente com 48 horas apds o tratamento.



Figura 22 - Valores V gerados pelo programa geNorm para normaliza¢do dos dados

resultantes dos tratamentos com &cido salicilico 5 mM (AS) e C. kikuchii (2 x 10°
conidios/mL) (CK)
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 23 - Estabilidade de expressdo dos potenciais genes de referéncia para analises em
amostras de folhas primérias de soja submetidas ao tratamento com &cido salicilico 5 mM,
usando o programa geNorm
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Fonte: Elaborada pela autora.



Figura 24 - Estabilidade de expressdo dos potenciais genes de referéncia para analises em
amostras de folhas primarias de soja submetidas ao tratamento com C. kikuchii (2 x 10°
conidios/mL), usando o programa geNorm

o=
= 1,0-
£
> 0,8
=
=
2 0,6+
=
0’4 Ll Al L] L} Ll Ll L L
3 \ N & 0 A\ O
O A SN N
N MY R
AN & LA RPN
$ & TP s

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 25 - Expresséo relativa dos genes SBTX17, SBTX27 e PR3 em folhas de soja

submetidas aos tratamentos com elicitores abiético e bibtico
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Perfis de expressdo génica dos genes SBTX17 (A e B), SBTX27 (C e D) e PR3 (E e F) em folhas de soja
submetidas aos tratamentos com (B, D e F) &cido salicilico 5 mM (AS) e (A, C e E) inoculadas com Cercospora
kikuchii (2 x 10° conidios/mL).
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ETAPA3: IMUNOLOCALIZACAO DA SBTX EM SEMENTES MADURAS DE SOJA

6.9 Acimulo de SBTX

Para obtencdo de anticorpos anti-SBTX, varios ciclos de purificacdo dessa proteina
foram realizados. A fracdo do extrato total precipitada com sulfato de amonio na faixa de
saturagdo de 20-55%, contendo SBTX, apresentou rendimento médio de 90 mgP/mL. O perfil
cromatogréafico dessa fracdo em matriz de DEAE-Celulose estd mostrado na Figura 27. O
material ndo-retido, concentrado com sulfato de aménio a 90% de saturacdo e dialisado,
quando submetido a cromatografia de troca ibnica em matriz de CM-Sepharose, resultou em
fracOes proteicas distintas, ndo-retidas e retida a matriz (FIGURA 28). O material proteico
retido eluido pelo acréscimo de 0,2 M de NaCl ao tampao de equilibrio correspondeu a SBTX
e sua pureza foi constatada por PAGE-SDS (FIGURA 29).

6.10 Anticorpos anti-SBTX

O antissoro produzido em coelhos imunizados com SBTX ap0s cromatografia em
matriz de Proteina A-Agarose P-2545 apresentou o perfil mostrado na Figura 30, onde a
fracdo retida corresponde as imunoglobulinas do tipo IgG. A solucdo estoque de anticorpo
anti-SBTX (1 mg/mL), preparada em agua grau Milli-Q, mostrou-se capaz de reconhecer a
SBTX mesmo na mais alta diluicédo testada (1:500) (FIGURA 31).

6.11 Imunohistoquimica

De posse dos anticorpos anti-SBTX, prosseguiu-se a investigacdo da localizacdo de
SBTX em cotilédones de soja através de imunohistoquimica. A reacdo da peroxidase com o
seu substrato (DAB) ocorreu na regido da epiderme dos cotilédones, conforme coloracao
marrom nitida e inequivoca nessa regido (FIGURA 32B), visto que cortes tratados apenas

com o soro pré-imune ndo apresentaram essa coloracdo (FIGURA 32A).
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Figura 26 - Perfil cromatografico em matriz de DEAE-Celulose
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Fonte: Elaborada pela autora.

A fragdo 20-55% (800 mg), obtida por precipitacdo com sulfato de amdnio do extrato total, foi submetida a
cromatografia em matriz de DEAE-Celulose (38,0 x 1,6 cm), equilibrada com tampao Tris-HCI 0,025 M, pH 7,5.
As proteinas retidas foram eluidas com o tampdo de equilibrio contendo NaCl 1 M. Fluxo: 90 mL/h; Fracdes: 2

mL.
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Figura 27 - Perfil cromatografico em matriz de CM-Sepharose

1,0-
0,84
_ W
= 0,64
z
~
3 0’4-
d__f:
0,2
0,0 ‘|) T T 1 1
0 50 100 150 200 250

Fracoes (mL)

Fonte: Elaborada pela autora.

A fracdo (20 mg) ndo-retida na matriz de DEAE-Celulose, ap6s concentracdo (0-90%) com sulfato de amdnio e
diélise, foi submetida a cromatografia em matriz de CM-Sepharose (38,0 x 1,6 cm), equilibrada com tampéo

Tris-HCI 0,025 M, pH 7,5. SBTX foi eluida com tampao de equilibrio acrescido de NaCl 0,2 M. Fluxo: 40 mL/h;

FracOes: 2 mL.
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Figura 28 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (17,5%) da SBTX na presenca e auséncia de
[-mercaptoetanol e SDS, revelada com prata
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Fonte: Elaborada pela autora.

Raia 1 — Marcadores de massa molecular (albumina sérica bovina — 66 kDa; albumina do ovo — 45 kDa;
gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase — 36 kDa; anidrase carbdnica — 29 kDa; inibidor de tripsina de soja tipo
Kunitz — 20,1 kDa e a-lactoalbumina — 14,2 kDa). Raia 2 — SBTX na auséncia de B-mercaptoetanol, Raia 3 —
SBTX na presenca de B-mercaptoetanol 5%.
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Figura 29 - Perfil cromatografico do antissoro produzido em coelhos imunizados com SBTX
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Fonte: Elaborada pela autora.

O antissoro (10 mg) produzido em coelhos imunizados com SBTX, apds precipitacdo com sulfato de aménio
solido a 33% de saturacdo e dialise, foi submetido & cromatografia em matriz de Proteina A-Agarose P-2545,
equilibrada com tampé&o fosfato de sddio 0,2 M, pH 8,0, contendo NaCl 0,15 M. A elui¢do do material ndo retido
(PNR) foi realizada com o préprio tampdo de equilibrio, ao passo que o material retido (PR, rico em IgG
policlonal anti-SBTX) foi eluido com tampé&o fosfato de sédio 0,2 M, pH 3,0. Fluxo de 1,2 mL/minuto; Fragdo: 3
mL.
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Figura 30 - Titulacdo dos anticorpos anti-SBTX obtidos a partir da imunizagdo do coelho com

SBTX

B 1:50

Fonte: Elaborada pela autora.

1:100 1:500

SBTX (10 pg) foi aplicada em membranas de PVVDF, submetidas a incubagdo posterior com IgG anti-SBTX nas
diluicBes de 1:50, 1:100 e 1:500. No branco (B), ao invés da proteina foi aplicado 0 mesmo volume de 4gua grau
milli-Q. A revelacdo das membranas foi feita utilizando o anticorpo secundario acoplado a peroxidase (1:2000)

juntamente com seu substrato 3,3’-diaminobenzidina (DAB).
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Figura 31 - Cortes transversais de cotilédones de soja submetidos a imunolocalizacéo de
SBTX

Fonte: Elaborada pela autora.

Cortes de cotilédones de soja foram submetidos a reacdo entre a peroxidase acoplada ao anticorpo secundario e
seu substrato 3,3’-diaminobenzidina (DAB). Hematoxilina de Harris (coloracdo azulada) foi usada como
contracorante. (A) corte tratado previamente apenas com soro pré-imune de coelho, representando o branco da
reacdo e (B) corte tratado previamente com IgG anti-SBTX (1:50), mostrando deposic¢éo de pigmento marrom na
epiderme (ep) do cotilédone, evidenciando reconhecimento da SBTX pelo anticorpo priméario. A barra preta
representa a escala de 50 pum.
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7 DISCUSSAO

Os graos de soja constituem uma das fontes mais barata de proteina com alto valor
nutricional, predominando no mercado mundial das leguminosas (LI1U, 2008). Apesar de se
sua proeminéncia, a soja € suscetivel a diversos fatores ambientais que limitam sua
produtividade, dentre eles o ataque pelos fungos fitopatogénicos, acarretando grandes
prejuizos nas lavouras (KUBOTA; SHIMITSU, 2009). Diante desse obstaculo, emerge a
necessidade de busca de moléculas naturais capazes de inibir a progressdo de doencas
fungicas sem causar impactos ambientais. Dentre as moléculas presentes na soja com
potencial de uso para essa finalidade, destaca-se a toxina da soja, denominada abreviadamente
de SBTX, uma proteina isolada de sementes, que € composta por duas subunidades (17 e 27
kDa) e ativa contra fungos de relevancia agrondmica, incluindo C. sojina e C. kikuchii,
patdgenos naturais da soja (SIEBRA, 2004; MORAIS, 2007; VASCONCELOS et al., 2008;
MORAIS, 2010).

Apesar da atividade antifungica de SBTX ser bem caracterizada, informacgdes
referentes tanto ao seu papel fisiolégico no desenvolvimento da soja, bem como se sua
expressdo responderia a presenca de elicitores e, ainda, sobre a localizacdo tecidual dessa
proteina ainda sdo escassas. Portanto, sabendo-se que, mesmo dentro de um tecido, um grande
namero de proteinas especificas pode ter sua expressdo diferentemente regulada em varios
estagios de desenvolvimento (NOZU; TSUGITA; KAMIJO, 2006), surgiram as seguintes
indagacgdes: Os transcritos dos genes codificadores de ambas as subunidades de SBTX
estariam também presentes em outros tecidos da soja, além das sementes? Os perfis de
expressdo relativa desses transcritos seriam similares em plantas submetidas ou ndo a
estresses abidtico e bidtico? Ja que evidéncias mostram que SBTX pode estar relacionada com
a defesa vegetal, onde ela encontra-se localizada na semente, 6rgdo vegetal utilizado para o
seu isolamento?

Para conducdo do presente trabalho, a cultivar BRS-Pala foi selecionada,
particularmente por apresentar caracteristicas de resisténcia a varias doencas, incluindo cancro
da haste, mancha do olho-de-rd, mosaico comum, oidio, podriddo parda da haste, podriddo
radicular de fitoftora e pustula bacteriana e, ainda, a0 acamamento. Além disso, esta cultivar
apresenta elevado teor proteico (em torno de 38,8%), ciclo semitardio e desenvolvimento
determinado (EMBRAPA, 2010).

Os tecidos obtidos a partir do plantio foram utilizados para avaliar o perfil de

expressao génica constitutiva de SBTX ao longo do desenvolvimento da soja, bem como para
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averiguar se os genes codificadores desta proteina seriam induzidos sob os tratamentos com
elicitores abidtico e bidtico, como o acido salicilico e o fungo C. kikuchii, respectivamente.
Para essas andlises, a técnica de qRT-PCR foi usada, tendo sido necesséria a obtencéo prévia
de RNA total dos tecidos vegetais de interesse e a respectiva sintese de cDNA (TABELAS 12
e 14; FIGURA 09, 10, 21 e 22).

De posse dos cDNAs das amostras de interesse e com 0s genes normalizadores
definidos, andlises de QRT-PCR foram conduzidas com o objetivo principal de avaliar o perfil
de transcritos relacionados as duas subunidades da SBTX. Primeiramente, foi dada énfase a
analise da distribuicdo dos transcritos dos genes da SBTX nos diferentes tecidos vegetais
(vegetativos e reprodutivos), durante fases distintas do desenvolvimento da soja.
Interessantemente, ainda que de forma diferenciada, transcritos dos genes codificadores de
ambas as subunidades da SBTX mostraram-se presentes praticamente em todos os tecidos
vegetais analisados (FIGURAS 15 e 16). Esses dados estdo em concordancia com aqueles
encontrados por Siebra (2004), que detectou a presenca de SBTX em raizes, caules e folhas de
plantulas estioladas de soja no decorrer de 12 dias apds a germinagdo, usando as técnicas de
Western blot e ELISA.

A presenca constitutiva e a ocorréncia generalizada dos genes codificadores da SBTX
em toda a planta sugerem papéis fisiolégicos importantes para essa proteina, além da fungao
de defesa. Colocacdo semelhante foi feita para PR-proteinas. Van Loon, Rep e Pieterse (2006)
defenderam que PR-proteinas podem desempenhar papéis diretamente ligados ao
desenvolvimento das plantas e que, através de suas atividades enzimaticas, sdo passiveis de
gerar moléculas sinalizadoras, capazes de atuar como elicitores enddgenos na morfogénese.
Ha relatos do envolvimento de PR2 e PR3 na germinacdo ao degradar a parede celular da
semente, permitindo a emersdo da radicula, além de proteger a semente contra invasdo
microbiana (MOROHASHI; MATSUSHIMA, 2000; WU et al., 2001; LEUBNER-
METZGER, 2005).

Comparativamente, uma das taxas mais altas de transcritos relacionados a SBTX foi
encontrada nos cotilédones (FIGURAS 15 e 16). Estes tecidos consistem no primeiro par de
folhas, em eudicotiledonéas, que se formam no embrido. Os cotilédones podem ter aspecto de
folha e, ap6s a germinacdo, apresentar funcdo fotossintetizante ou acumular materiais
nutritivos, funcionando como 6rgdo de reserva (APPEZZATO-DA-GLORIA; CARMELLO-
GUERREIRO, 2006), nutrindo a planta desde o desenvolvimento do embrido na semente até
0 estabelecimento da plantula. A presencga constitutiva de proteinas relacionadas a defesa em

cotilédones pode estar envolvida tanto na demanda energética, requerida no processo de
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germinacdo, como na propria defesa frente as pragas que assolam este tecido. Transcritos de
outras proteinas relacionadas a defesa vegetal, tais como peroxidase, metaloprotease,
glucanase, fenilalanina amonia liase e quitinase de classe I, ja foram detectados nos
cotilédones de plantulas de soja (VEGA-SANCHEZ et al., 2005).

Além dos cotilédones, as folhas unifolioladas e epicotilos também se sobressairam na
expressdo de transcritos relacionados as duas subunidades da SBTX em relagdo aos demais
tecidos vegetais (FIGURAS 15 e 16). No caso da subunidade de 17 kDa, as raizes também
apresentaram nivel elevado de transcrito. A alta expressdo de transcritos dos genes
codificadores da SBTX foi observada, na maioria dos casos, quando considerados os tecidos
vegetais coletados 10 dias ap6s a semeadura. A expressdo génica acentuada de proteinas
especificas em tecidos em crescimento € um fato conhecido. As ciclofilinas, com as quais a
sequéncia NHz-terminal da subunidade de 17 kDa apresenta elevada identidade, representam
um bom exemplo dessas proteinas (GASSER et al., 1990; MARTY et al., 1993; MARIVET;
FRENDO; BURKARD, 1995). O aumento da expressdo de ciclofilinas nos tecidos em
crescimento sugere uma correlacdo entre sua expressao génica e o estado proliferativo das
células. E sabido que ao longo do processo de crescimento de um tecido, ha sintese de uma
variedade de proteinas e que estas devem passar pelo processo de maturacdo. Além de
atuarem nos processos de dobramento e maturacdo proteica, hd trabalhos destacando o
envolvimento de ciclofilinas na defesa vegetal. Lee e colaboradores (2007), por exemplo,
isolaram uma ciclofilina de abobora com atividade antifungica para Botrytis cinerea,
Fusarium solani, Fusarium oxysporum e Rhizoctonia solani.

Sendo a SBTX uma proteina composta por duas cadeias polipeptidicas, esperar-se-ia
que fossem encontrados os mesmos perfis de expressdo para seus genes codificadores.
Contudo, o presente trabalho mostra que, ao longo do desenvolvimento da soja, as expressdes
relativas de seus genes sdo diferentes em varios dos tecidos analisados. Todavia, tal fato ndo
se restringe a SBTX. Ha varios trabalhos descrevendo a expressdo génica diferenciada de
subunidades constituintes de uma Unica proteina. Gu e colaboradores (2011) relataram a
expressdo diferenciada de, pelo menos, uma das quatro cadeias constituintes da acetil-CoA
carboxilase em folhas e endosperma de pinhdo manso ao longo de seu desenvolvimento. Em
Arabidopsis, foi verificado que os genes codificadores das subunidades da proteina ligante a
actina (AtCP - actin capping protein), denominados AtCPA e AtCPB, foram expressos em
varios tecidos vegetais, contudo, exibiram padrdes diferenciados. Os niveis de expressdo de
AtCPA em caules e folhas foram maiores do que em raizes e flores, enquanto que niveis mais

elevados de AtCPB foram detectados em raizes, seguidas de flores, caules e folhas (WANG et
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al., 2012b). Similarmente, em batata (Solanum tuberosum), as subunidades constituintes do
complexo da celulose sintase foram expressas de forma diferenciada em diferentes tecidos
(OBEMBE et al., 2009). Os transcritos das quatro subunidades tiveram seus niveis de
expressdo quantificados por gRT-PCR e foi verificado que, de forma geral, aquele associado a
subunidade CesA3 se mostrou mais abundante do que os das outras subunidades.

No mesmo plantio, ainda foram coletadas sementes nos periodos de 15, 25 e 35 dias
apos a antese (DAA), os quais se referem, respectivamente, as fases: morfogénica tardia (até
duas semanas apés o florescimento); de divisdo celular (de 3 a 4 semanas apds o
florescimento) e a fase de expansdo celular (5 a 6 semanas ap6s o florescimento) (MEINKE;
CHEN; BEACHY, 1981), buscando informacGes sobre o perfil de expressdo dos genes
codificadores da SBTX durante o enchimento do gréo. Transcritos referentes a subunidade de
17 kDa da SBTX foram detectados ao longo do desenvolvimento da semente de soja sem
muitas variagOes, havendo, portanto, um leve aumento na semente madura (FIGURA 17).
Esse comportamento sugere a importancia dessa cadeia polipeptidica nos processos
envolvidos na formacgdo da semente, compreendendo a sintese de proteinas relacionadas as
diversas vias metabolicas. Hajduch et al. (2005) apresentaram um estudo sistematico de mais
de 600 proteinas expressas durante quatro etapas fundamentais do desenvolvimento da
semente de soja. Os autores observaram que, com o desenvolvimento da semente, proteinas
de reserva e proteinas envolvidas na producéo de energia tiveram suas sinteses aumentada, ao
passo que aquelas relacionadas ao crescimento e divisdo celular e ao metabolismo sofreram
decréscimo. Quanto as proteinas relacionadas a defesa, abundancia foi verificada na fase
inicial de enchimento do gréo, decrescendo no fim da fase de divisdo celular (28 dias apos a
antese - 28 DAA) e se mantendo estavel nas fases posteriores. Isso mostra o envolvimento de
uma diversidade de proteinas nas vérias etapas de formacdo da semente madura. Entre elas, as
proteinas ciclofilinas-like, por exemplo, poderiam ser necessarias, assim como as ciclofilinas
classicas, que sdo importantes nos processos de ligacdo, montagem e dobramento de
moléculas recém-sintetizadas nas sementes (WU; WENSLEY; BHAVE, 2009). Em relacdo
aos transcritos do gene SBTX27 no processo de enchimento do gréo, a partir de 15 DAA
houve aumento na expressao, o qual foi mantido até 35 DAA, atingindo nivel maximo na
semente madura (FIGURA 18). Padrdo semelhante foi verificado no trigo, no qual proteinas
envolvidas na defesa se mostraram mais abundantes em sementes maduras do que no inicio de
seu desenvolvimento (VENSEL et al., 2005). Ainda com trigo, PR4 apresentou perfil de
expressdo de transcrito similar ao descrito para SBTX27, tendo sido ambos 0s genes mais

expressos em fases tardias do processo de formagéo da semente (ALTENBACH et al., 2007).
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No entanto, ainda que os padrdes de expressdo dos genes PR4 e SBTX27 tenham sido
semelhantes, nesse Ultimo caso, as taxas de transcritos foram bem maiores, atingindo um
valor de expressdo relativa cerca de 10 vezes maior do que o encontrado para PR4.

Niveis elevados de transcritos das subunidades de 17 kDa e 27 kDa da SBTX nas
sementes maduras de soja fazem sentido, visto que, em geral, as sementes sdo ricas em
nutrientes necessarios para o desenvolvimento do embrido, tornando-se, portanto passiveis de
ataques por patdgenos e herbivoros. Assim, € bastante razodvel a proposi¢cdo de que no
arsenal proteico das sementes existem moléculas capazes de lhes conferir resisténcia até o
estabelecimento da plantula. Nesse contexto, vérios trabalhos trazem em seu escopo a
presenca constitutiva de proteinas relacionadas a defesa durante o desenvolvimento de
sementes, como descrito para as PR2 e PR3 em tomate, tabaco e ervilha (MOROHASHI;
MATSUSHIMA, 2000; WU et al., 2001; LEUBNER-METZGER, 2005), PR3 e PR4 em
cenoura (KRAGH et al., 1996) e lipoxigenases em soja (HILDEBRAND; VERSLUYS;
COLLINS, 1991).

Visto que transcritos da SBTX foram detectados em niveis elevados nos cotilédones e,
principalmente, que essa proteina foi purificada de sementes maduras (FIGURA 06),
procurou-se identificar em que regido desse 0rgdo estaria localizada essa proteina. Para isso,
recorreu-se a técnica de imunohistoquimica, usando sementes maduras de soja e IgG anti-
SBTX produzida em coelho. De forma singular, SBTX foi encontrada na epiderme (FIGURA
32), uma localizacdo compativel com o papel de defesa proposto para essa proteina, visto se
tratar de uma regido representando a primeira barreira que o patdégeno encontra ao tentar
adentrar no cotilédone. Em folhas, relata-se que as proteinas relacionadas a defesa, de forma
geral, encontram-se de forma constitutiva tanto na epiderme, como em células do mesofilo
(van LOON; REP; PIETERSE, 2006). Quanto a presenca de proteinas de defesa em
cotilédones, Santos et al. (2004) localizaram uma quitinase por toda extensdo desse tecido em
sementes de Adenanthera pavonina que, inclusive, era exsudada para o meio. A presenca de
SBTX também foi verificada em exsudatos de sementes de soja (ROCHA, 2011), sugerindo a
participacdo dessa proteina no processo da germinacdo, atuando, talvez, na protecdo da
semente contra o ataque de patdgenos.

Embora haja varias evidéncias a favor da proposicdo de que defesa é a principal
funcdo da SBTX, uma das propriedades intrinsecas a muitas proteinas de defesa é sua inducgéo
perante desafios abidticos e/ou bibticos. Assim, no presente trabalho, folhas primarias de
plantas de soja foram tratadas com &cido salicilico (abi6tico) ou com o fungo C. kikuchii

(bidtico) e a expressdo de transcritos dos genes SBTX17 e SBTX27 analisados. A escolha
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desse fungo foi embasada nas grandes perdas na produgéo causadas por ele, ndo apenas em
culturas de soja, mas, também, em outras culturas de importancia agrondmica no mundo
(PELEGRINI et al., 2006; EMBRAPA, 2010).

Na andlise dos efeitos dos estresses em plantas de soja causados pelo C. kikuchii e
acido salicilico sobre a expressdo dos genes SBTX17 e SBTX27, o gene da quitinase tipo 1
(PR3) foi usado como marcador de resposta de inducdo de defesa em folhas, cuja escolha se
deu em decorréncia de dados obtidos previamente (UPCHURCH; RAMIREZ, 2010). Na
analise precedente, plantas de soja infectadas com o fungo C. kikuchii apresentaram niveis
aumentados de transcritos do gene PR3, em comparacdo aquelas ndo infectadas, inducéo essa
detectada 12 horas apds inoculagdo. Apesar da espécie vegetal e do fungo terem sido 0s
mesmos, o perfil de expressdo de PR3 no presente trabalho diferiu um pouco do que foi
verificado anteriormente, pois, embora tenha havido um aumento na taxa de transcritos 12
horas apds a inoculagcdo com C. kikuchii, a expressao maxima ocorreu apenas 48 horas depois
do desafio da soja pelo fungo (FIGURA 26). Isso, de forma alguma, inviabiliza o uso do gene
PR3 como marcador molecular de resposta defesa. Vega-Sanchez et al. (2005) avaliaram o
perfil de expressao de sete proteinas de defesa em cotilédones e raizes de 14 cultivares de soja
e verificaram que cada gene foi expresso de forma singular em cada cultivar. 1sso mostra que
uma especie pode apresentar diferentes perfis de expressdo génica quando se analisa
cultivares distintas, justificando, assim, as diferencas aqui relatadas no padréo de expressao do
gene PR3 em folhas de soja submetidas ao tratamento com elicitores.

Ainda em relacdo ao uso do gene PR3 como marcador na analise de resposta de defesa
induzida, a sua expressdo em vias decorrentes da sinalizacdo pelo acido jasmdnico ja é bem
conhecida (THOMMA et al., 1998). Todavia, nesse trabalho, um aumento da expressdo de
PR3 ocorreu em consequéncia do tratamento de folhas primarias de soja com &cido salicilico
(FIGURA 26). Ha varios estudos mostrando que esses dois elicitores podem atuar de forma
sinérgica induzindo a expressdo de proteinas de defesa. Isso foi observado para uma PR1 em
plantas de Arabidopsis (MUR et al., 2006) e, também, para as PRs 1, 2 e 10 e quitinases em
frutos de banana (TANG et al., 2013).

Os niveis de transcritos de SBTX17 e SBTX27 em folhas priméarias desafiadas pelo
fungo C. kikuchii aumentaram, revelando inducdo de ambos os genes codificadores dessa
proteina (FIGURA 26). Os perfis de expressdo dos transcritos desses dois genes foram
similares. A inducdo na transcrigdo foi verificada principalmente 6 e 12 horas ap0s o inicio do
tratamento, ocorrendo, em seguida, uma leve queda na taxa de transcritos, tendo esse

decréscimo se acentuado no tempo de 48 horas. Godoy et al. (2000) encontraram perfil de
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expressdo parecido para uma ciclofilina (StCyp), em tubérculos de batata infectados pelo
fungo F. solani f. sp eumartii, particularmente no que diz respeito ao tempo necessario para
observar a inducdo do gene StCyp, que foi de 14 horas apds a infeccdo. Todavia, essa inducdo
se manteve até 72 horas ap0s o inicio da inoculacdo do fungo. Em situacBes de estresses, €
sugerido que ciclofilinas podem desempenhar importante papel na transducdo de sinais
durante o processo de dobramento e montagem de proteinas, atuando como chaperonas, na
tentativa de diminuir os riscos de degradacédo proteolitica e/ou evitar agregacdo (KONG; LEE;
HWANG, 2001).

Outro trabalho realizado com folhas de soja inoculadas com C. kikuchii revelou a
inducdo de 14 genes codificadores de proteinas envolvidas na defesa vegetal, incluindo seis
classes de PR-proteinas. Todavia, a indugdo da maior parte dos transcritos iniciou 24 horas
apos a inoculacdo das plantas com o fungo (UPCHURCH; RAMIREZ, 2010).
Adicionalmente, foi observada a indugdo de genes de PR-proteinas, das classes 3, 5 e 8, em
plantas de trigo infectadas com o fungo Fusarium graminearum, porém isso foi evidenciado
apenas 36 horas ap6s inoculacdo do fitopatégeno (Wu et al., 2014). Nos casos citados acima,
foram necessarios maiores intervalos de tempo para manifestacao da inducdo génica do que os
verificados com os genes SBTX17 e SBTX27. Essa resposta mais recente é de relevancia na
interacdo planta x patdgeno, ja que a velocidade de reconhecimento do agressor por parte do
vegetal e seu tempo de resposta a invasdo determinam o sucesso da resisténcia da planta
contra o fitopatégeno (STINTZ et al., 1993).

Ap0s o reconhecimento da invasdo de um patogeno, as plantas respondem através da
inducdo de complexas respostas de defesa, participando ativamente deste processo 0S
fitormdnios. Estas moléculas transmitem o sinal de ameaca através de uma rede de sinalizacao
interconectada, culminando na expressdo de genes relacionados a defesa (NOVAKOVA et
al., 2014). Dessa forma, com o intuito de saber se transcritos dos genes SBTX17 e SBTX27
seriam responsivos a elicitores de defesa, folhas primarias de soja foram também tratadas com
acido salicilico 5 mM. Ambos os genes codificadores da SBTX foram responsivos ao
tratamento com esse fitormonio, porém os perfis de expressdo de seus transcritos foram
diferentes (FIGURA 26). O tempo de inducdo do gene SBTX17 foi maior e seus transcritos
apresentaram valores de expressao relativa mais baixos em comparacdo ao gene SBTX27. O
perfil de expressdo de transcritos de SBTX17 assemelha-se com o do gene da ciclofilina
ScCyp, o qual apresentou indu¢do maxima apos 24 horas de tratamento de folhas de Solanum

commersonii com &cido salicilico (MEZA-ZEPEDA et al., 1998). Da mesma forma, aumento
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de transcritos do gene de uma PR10 foi observado em folhas de Lithospermum erythrorhizon,
24 horas ap0s o tratamento com &cido salicilico.

A inducdo dos genes da SBTX por elicitores de defesa suscita a ideia de que essa
proteina poderia tratar-se de uma nova classe dentro das PR-proteinas. Esse fato somado a
presenca constitutiva e ubiqua dos genes da SBTX ao longo do desenvolvimento da planta e,
ainda, as propriedades antifungicas da SBTX e sua localiza¢&o na superficie tecidual elencam
0s genes codificadores desta proteina como candidatos promissores a producdo de soja

transgénica resistente ao ataque de fungos de relevancia agronémica.
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8 CONCLUSOES

A presenca constitutiva e ubiqua de transcritos dos genes codificadores (SBTX27 e
SBTX17) da toxina da soja (SBTX) em tecidos vegetativos e reprodutivos da soja foi
verificada, predominando nos cotilédones e folhas unifolioladas, nos estadios iniciais de seu
desenvolvimento. Nos cotilédones, SBTX estd depositada na sua superficie, de forma mais
precisa na epiderme. Inducgéo da expressdo de ambos o0s genes da SBTX foi ainda observada
em folhas primarias de plantas de soja desafiadas com o fungo C. kikuchii ou tratadas com
acido salicilico, tendo essa resposta positiva se manifestado dentro das primeiras 24 horas
apos o tratamento. Em todas as condi¢des aqui analisadas, os genes codificadores da SBTX
apresentaram expressdo diferencial, prevalecendo transcritos do gene SBTX27 em relagédo ao
SBTX17. Tais resultados contribuem para validacdo do papel de defesa atribuido a SBTX.
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